UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

Impactos da fertilizacao com selénio e da elevada concentracao de diéxido de
carbono no desenvolvimento vegetativo e reprodutivo em arroz

Carla de Souza Almeida
Doctor Scientiae

VICOSA - MINAS GERAIS
2025



CARLA DE SOUZA ALMEIDA

Impactos da fertilizacao com selénio e da elevada concentracao de diéxido de
carbono no desenvolvimento vegetativo e reprodutivo em arroz

Tese apresentada a Universidade Federal
de Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de  Pés-Graduacdo em
Fisiologia Vegetal, para obtengao do titulo
de Doctor Scientiae.

Orientador: Dimas Mendes Ribeiro

Coorientadores: Thaline Martins Pimenta
Agustin Zsogon

VICOSA - MINAS GERAIS
2025



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vicosa - Campus Vicosa

A4471
2025

Almeida, Carla de Souza, 1996-

Impactos da fertilizacdo com selénio e da elevada
concentragdo de diéxido de carbono no desenvolvimento
vegetativo e reprodutivo em arroz / Carla de Souza Almeida. —
Vicosa, MG, 2025.

1 tese eletronica (91 f.): il. (algumas color.).

Orientador: Dimas Mendes Ribeiro.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vigosa,
Departamento de Biologia Vegetal, 2025.

Inclui bibliografia.
DOI: https://doi.org/10.47328/ufvbbt.2025.081
Modo de acesso: World Wide Web.

1. Arroz - Cultivo - Efeito do diéxido de carbono. 2. Arroz -
Efeito do selénio. I. Ribeiro, Dimas Mendes, 1977-.
II. Universidade Federal de Vigcosa. Departamento de Biologia
Vegetal. Programa de P6s-Graduacao em Fisiologia Vegetal.
III. Titulo.

CDD 22. ed. 633.1858

Bibliotecario(a) responsdvel: Euzébio Luiz Pinto CRB-6/3317




CARLA DE SOUZA ALMEIDA

Impactos da fertilizacao com selénio e da elevada concentracao de diéxido de
carbono no desenvolvimento vegetativo e reprodutivo em arroz

Tese apresentada a Universidade Federal de
Vicosa, como parte das exigéncias do
Programa de Po6s-Graduacdo em Fisiologia
Vegetal, para obtencdo do titulo de Doctor
Scientiae.

APROVADA: 18 de fevereiro de 2025.

Assentimento:

Carla de Souza Almeida
Autora

Dimas Mendes Ribeiro
Orientador

Essa tese foi assinada digitalmente pela autora em 21/02/2025 as 12:09:34 e pelo orientador em
21/02/2025 as 13:06:27. As assinaturas tém validade legal, conforme o disposto na Medida Proviséria
2.200-2/2001 e na Resolucdo n? 37/2012 do CONARQ. Para conferir a autenticidade, acesse
https://siadoc.ufv.br/validar-documento. No campo 'Codigo de registro', informe o codigo
TRHN.7OK7.DAYQ e clique no botdo 'Validar documento'.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ser meu guia e refugio e por colocar as melhores pessoas no meu
caminho.

Aos meus pais pelo apoio e incentivo nos meus estudos, amor incondicional e por
serem meu porto seguro hoje e sempre.

As minhas queridas irmas, Clara e Sabrina, pelo carinho, companheirismo e por
trazerem alegria a minha vida.

Ao meu namorado Robson pelo incentivo, paciéncia, companheirismo e amor.

A toda minha familia pelo apoio e carinho.

Ao professor Dimas Mendes Ribeiro por toda orientacdo, paciéncia e por
compartilhar seu conhecimento ao longo desses anos.

A minha coorientadora Thaline e a Genaina pela amizade, ensinamentos, incentivo e
boas risadas.

Aos meus amigos do Laboratério de Crescimento e Desenvolvimento Vegetal de
Plantas: Lubia, Johana, Anny, Thiago, Camila, Genaina, Victor e Janaina. Obrigada
pela amizade e ajuda durante esses anos de trabalho juntos.

A todos os amigos que Vigcosa me deu.

A Universidade Federal de Vicosa (UFV) e ao Programa de Pés-Graduagdo em
Fisiologia Vegetal.

Aos professores do Programa de Pés-Graduacao em Fisiologia Vegetal pela partilha
de seus valiosos conhecimentos.

Aos membros da banca, pela disposicdo em colaborar com a tese.

Aos funciondrios do Departamento de Biologia Vegetal pelo apoio durante o
trabalho.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cédigo de Financiamento 001. Além
disso, recebeu financiamento do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico (CNPq) e da Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas
Gerais (FAPEMIG; RED-00060-23).

Obrigada a todos.



"Que o conhecimento nunca te torne soberbo, mas sempre te inspire a servir mais e
melhor."
(Sao Joao Paulo 11)



RESUMO

ALMEIDA, Carla de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2025. Impactos da fertilizacao com selénio e da elevada concentragdao de
diéxido de carbono no desenvolvimento vegetativo e reprodutivo em arroz.
Orientador: Dimas Mendes Ribeiro. Coorientadores: Thaline Martins Pimenta e
Agustin Zsogon.

A elevagdo da concentragdo de dioxido de carbono (eCO,) pode aumentar o
rendimento do arroz (Oryza sativa L.), além de alterar o padréo de crescimento e a
qualidade nutricional dos graos. Diante da crescente demanda global por arroz e de
seu papel na seguranca alimentar, a suplementagdo com selénio (Se) surge como
uma estratégia promissora para enriquecer os graos e mitigar possiveis impactos
negativos do eCO,. Entretanto, a interagdo entre eCO, e Se ainda nao esta
completamente elucidada. Neste contexto, o presente estudo avaliou os efeitos da
fertilizagdo com Se no rendimento e na qualidade nutricional dos gréos de arroz sob
eCO, (Capitulo 1) e investigou as respostas da interagcdo entre Se e eCO, no
sistema radicular e do desenvolvimento de plantulas de arroz (Capitulo 2). Os
resultados mostraram que o eCO, aumentou o crescimento das plantas e o
rendimento de graos em relagao ao CO, ambiente, independentemente da aplicagéo
de Se. A fertilizacdo com Se incrementou as concentracdes de Se, N, P, K, Fe, Zn e
S nos graos sob eCO,, em parte devido a maior expressdo de genes transportadores
de minerais, revertendo parcialmente as redugdes induzidas pelo eCO,. Além disso,
0 Se promoveu o acumulo de proteinas de reserva (albumina, globulina, prolamina e
glutelina) nos gréos expostos ao eCO,. No sistema radicular de plantulas de arroz, o
Se estimulou o alongamento das raizes primarias, embora tenha reduzido o nimero
e o comprimento das raizes laterais. Por outro lado, o eCO, aumentou o volume
radicular, os niveis de auxina, agucares soluveis e proteinas nas raizes,
independentemente do Se. A interagao entre Se e eCO,, potencializou o crescimento
de raizes primarias e laterais, ampliou a altura da parte aérea, superando os efeitos
isolados de cada fator. Essas mudancas foram associadas a maior disponibilidade
de agucares soluveis, a atividade de expansinas e ao aumento nos niveis de auxina,
promovendo uma arquitetura radicular otimizada. Esses achados demonstram que a
suplementagdo com Se € capaz de mitigar os efeitos negativos do eCO, na
qualidade nutricional dos graos, promovendo o acumulo de minerais e proteinas,
além de melhorar o desenvolvimento e a arquitetura do sistema radicular de
plantulas de arroz.

Palavras-chave: Oryza sativa L.; Qualidade do grao; Arquitetura radicular.



ABSTRACT

ALMEIDA, Carla de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2025.
Impacts of selenium fertilization and elevated carbon dioxide concentration on
vegetative and reproductive development in rice. Adviser: Dimas Mendes Ribeiro.
Co-advisers: Thaline Martins Pimenta and Agustin Zsogon.

The elevation of carbon dioxide concentration (eCO,) can enhance the yield of rice
(Oryza sativa L.), while also altering growth patterns and grain nutritional quality.
Given the increasing global demand for rice and its critical role in food security,
selenium (Se) supplementation emerges as a promising strategy to enrich rice grains
and mitigate potential negative effects of eCO,. However, the interaction between
eCO, and Se remains poorly understood. In this context, the present study evaluated
the effects of Se fertilization on grain yield and nutritional quality under eCO,
(Chapter 1) and investigated the responses of Se and eCO, interaction on root
system architecture and seedling development in rice (Chapter 2). The results
showed that eCO, increased plant growth and grain yield compared to ambient CO,,
regardless of Se application. Se fertilization enhanced the concentrations of Se, N, P,
K, Fe, Zn, and S in the grains under eCO,, partially due to increased expression of
mineral transporter genes, reversing some reductions induced by eCQO,. Additionally,
Se promoted the accumulation of storage proteins (albumin, globulin, prolamin, and
glutelin) in grains exposed to eCO,. In the root system of rice seedlings, Se
stimulated the elongation of primary roots, although it reduced the number and length
of lateral roots. Conversely, eCO, increased root volume, auxin levels, soluble
sugars, and proteins in the roots, regardless of Se. The interaction between Se and
eCO, synergistically enhanced primary and lateral root growth, as well as shoot
height, surpassing the isolated effects of each factor. These changes were
associated with greater soluble sugar availability, expansin activity, and increased
auxin levels, leading to an optimized root system architecture. These findings
demonstrate that Se supplementation can mitigate the negative effects of eCO, on
grain nutritional quality by promoting the accumulation of minerals and proteins, while
also improving root system development and architecture in rice seedlings.

Keywords: Oryza sativa L.; Rice grain quality; Root architecture.
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INTRODUGAO GERAL

A concentragao atmosférica de didxido de carbono (CO,) tem aumentado con-
tinuamente desde a Revolugao Industrial, passando de 280 ppm para 421 ppm atual-
mente, como resultado da expansdo demografica e do desenvolvimento econémico
(Stein, 2022). Espera-se que até o final deste século a concentragdo atmosférica de
COz2 aumente para 550 a 1000 ppm (NOAA, 2020). Embora o CO, seja um dos prin-
cipais agentes das mudancas climaticas, ele é crucial para a fotossintese, o que torna
a sua maior disponibilidade um fator relevante para o crescimento vegetal (Zhu et al.,
2014). Estudos tém mostrado que a concentragdo elevada de CO:2 atmosférico
(eCOz2) impactam diretamente o crescimento de plantas C3, como trigo, cevada e ar-
roz, além de afetar a segurancga alimentar ao influenciar tanto a produtividade quanto
a qualidade nutricional das culturas (Ainsworth e Long, 2021; Hu et al., 2022; Liu et
al., 2017).

O arroz (Oryza sativa L.), uma das culturas alimentares mais importantes
globalmente, ocupa cerca de 20% das areas cultivaveis e é a principal fonte de
alimento para mais de 3 bilhdes de pessoas (Van Nguyen e Ferrero, 2006; FAOSTAT,
2021). Com o crescimento populacional, estima-se que a demanda por arroz aumente
em aproximadamente 30% (Alexandratos e Bruinsma, 2012). Diversos estudos
indicaram resposta positiva no rendimento de graos de arroz em condi¢coes de eCO2
(Ziska et al., 2013, Sakai et al., 2019). No entanto, também ha evidéncias de que o
eCOz2reduz as concentragdes de proteinas, aminoacidos (Wang et al., 2019), minerais
(Ca, Mg, Cu, Zn e Fe) (Chaturvedi et al., 2017; Smith et al., 2018), e vitaminas (B1,
B2, B5 e B9) (Zhu et al., 2018), essenciais para os seres humanos. Essas alteracdes
representam um desafio critico para a seguranca alimentar, dado o papel fundamental
do arroz na dieta humana global.

Varias causas foram propostas para as concentragdes reduzidas de nutrientes
observadas em plantas cultivadas em eCO2 em comparagdo com CO2 ambiente
(@C0z2). O efeito de diluigdo dos nutrientes pelo aumento da concentragéo de
carboidratos e diminui¢cdo do fluxo de massa, estimulado pela menor condutancia
estomatica e transpiragdo, sado considerados mecanismos fisiolégicos que mais
explicam essa reducdo da qualidade nutricional dos graos em condi¢coes de eCOz2
(Chaturvedi et al., 2017; Ujiie, et al., 2019; Ben Mariem et al., 2021). No entanto, a

reducao da concentragédo de proteina e nitrogénio observada em gréaos de arroz sob
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eCOz2 ndo é completamente explicada por esses mecanismos. Hipoteses adicionais
sugerem uma alocacao diferencial de nitrogénio e de assimilados entre graos,
dependendo da posi¢cédo dentro da panicula (Zhang, et al., 2013), além de limitagbes
relacionadas a capacidade do sistema radicular em absorver minerais do solo. Essa
limitacdo depende diretamente da regulagdo de transportadores de nutrientes, da
alocagao de minerais e da configuragao da arquitetura do sistema radicular (De Bang
et al.,, 2021). Nesse contexto, uma estratégia econdmica e eficiente para superar
reducdes da qualidade nutricional causada pela eCOz é a biofortificagdo agrondmica
(White e Broadley, 2005), especialmente com elementos minerais como o selénio
(Se).

O Se é um micronutriente indispensavel para a saude humana e animal, coor-
dena respostas imunes, retarda o envelhecimento do sistema imunoldégico e aumenta
a capacidade de eliminagao de radicais livres (Zeng et al., 2019; Liang et al., 2019).
As plantas sdo consideradas a principal fonte de Se, porém a concentracdo deste
elemento nas plantas esta relacionada com a biodisponibilidade no solo, que € baixa
no Brasil (Andrade et al., 2018). A essencialidade do Se para as plantas ainda n&o foi
confirmada, mas provou ser um elemento benéfico para o crescimento e produgao
das culturas (Xu et al., 2021). Particularmente, a biofortificagcdo com Se em arroz pode
superar a deficiéncia deste nutriente em humanos, pois tanto a aplicagdo no solo
quanto via foliar aumentou a concentracao deste elemento e alterou a concentragao
de macronutrientes nos graos (Lima Lessa et al., 2020; Teixeira et al., 2021). As baixas
concentracbes de Se também proporcionaram protegao contra estresses abidticos
(Subramanyam et al., 2019; Wan et al., 2019; Feng et al., 2021; Ghouri et al., 2022) e
elevaram a qualidade nutricional dos graos de arroz (Lima Lessa et al., 2020).

A absorcao e a biodisponibilidade do Se pelas plantas séo influenciados pelas
diferentes formas quimicas e concentragéo total do elemento no solo (Li et al., 2016).
O selenato é a forma biodisponivel dominante de Se nos solos, mas é facilmente re-
duzido a selenito sob condi¢cdes de inundagao, assim as plantas de arroz absorvem
principalmente como selenito (Zhang et al., 2019). A absorg¢éao do selenito pelas raizes
das plantas de arroz ocorre através de transportadores de fosfato (OsPT2) e um canal
de influxo de silicio (OsNIP2) (Zhang et al., 2014; Zhang et al., 2019). Depois de ab-
sorvido pela raiz grande parte do selenito é convertido em formas orgéanicas de Se,
como em selenocisteina e selenometionina (Dinh et al., 2019), que sao facilmente

absorvidos pelos humanos e animais (Lyons et al., 2003). Entretanto, até o momento
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pouco se sabe sobre como o eCOz afeta a absor¢ao e acumulagéo de Se em plantas
de arroz.

Estudos anteriores com arroz indicam que o Se também desempenha um papel
crucial na modulacdo da absorcdo de nutrientes e na adaptacdo das plantas a
diferentes condigcdes ambientais. Entre os efeitos atribuidos ao Se, destacam-se o
maior alongamento das raizes primarias, a redugcdo da ramificacdo lateral, e a
influéncia na expressao de transportadores de ions e na composi¢ao mineral dos
graos de arroz (Malheiros et al., 2019; Teixeira et al., 2021). As alteragdes radiculares
foram associadas a modulacdo de genes relacionados a biossintese de auxina e
etileno, bem como ao transporte de auxina (Malheiros et al., 2019). Em plantas de
tabaco, o tratamento com Se induziu a transcricdo dos genes YUCCAG6, YUCCAS e
YUCCA9, que participam da biossintese de auxina, além dos genes PIN71a, PIN1c e
PIN4, envolvidos no transporte desse horménio (Luo et al.,, 2019). Essa ativagao
transcricional resultou no maior crescimento da raiz primaria e no aumento do numero
de raizes laterais (Jia et al., 2018). De forma semelhante, o eCO, promove beneficios
ao sistema radicular, como o aumento do alongamento e da ramificagao das raizes,
melhorando a exploragdo do solo para absor¢gdo de nutrientes e agua (Madhu e
Hatfield, 2013).

Embora o impacto individual do Se em arroz seja relativamente bem
documentado, estudos que investiguem sua interagdo com eCO, permanecem
escassos, especialmente no que diz respeito aos padrdes de crescimento radicular,
bem como no desenvolvimento produtivo e a qualidade nutricional dos graos.
Compreender essa interacado é fundamental, pois pode oferecer novas perspectivas
para melhorar a produgdo e a composi¢ao nutricional dos graos de arroz em cenarios
futuros de aumento nas concentracbes atmosféricas de CO,. Neste contexto, a
presente tese foi estruturada em dois capitulos. O primeiro capitulo analisa os efeitos
da biofortificagdo agronémica com Se sob condigdes de eCO,, focando na produgéo
e na composigao nutricional dos graos. O segundo capitulo explora a interacéo entre

Se e eCO; na regulacao da arquitetura do sistema radicular de plantulas de arroz.
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CAPITULO I - O SELENIO ATENUA A PERDA DE QUALIDADE NUTRICIONAL
DO ARROZ CULTIVADO EM CONCENTRAGAO ELEVADA DE DIOXIDO DE

CARBONO
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RESUMO

O enriquecimento atmosférico de CO2 tem o potencial de melhorar o rendimento do
arroz (Oryza sativa L.), mas também pode comprometer a qualidade nutricional do
grao, reduzindo as concentragées de minerais e proteinas. A fertilizagcdo com selénio
(Se) é uma estratégia promissora para melhorar a composi¢ao nutricional dos graos,
embora ainda ndo esteja claro se seus efeitos positivos se mantém sob concentragéo
elevada de didxido de carbono (eCO2). Este estudo investigou os impactos da
fertilizacdo com Se no rendimento e na qualidade dos graos de arroz em resposta ao
eCO2. Embora o tratamento com Se nado tenha afetado significativamente o
rendimento de graos em ambas as condi¢gdes de CO,, a redugao nas concentragdes
de macronutrientes e micronutrientes observadas sob eCO,, foi atenuada em gréos de
plantas fertilizadas com Se. A fertilizagdo com Se aumentou a concentragdo de Se em
raizes, folhas bandeira e graos independentemente das concentra¢des atmosféricas
de COz2. A expressao aumentada de genes associados ao transporte de ions pode,
em parte, explicar a relagao positiva entre as concentragdes de minerais e a massa
dos graos fertilizados com Se sob eCO,. O tratamento com Se também aumentou o
acumulo de proteina total em graos sob eCOz2. No geral, os resultados indicam que a
fertiizacdo com Se pode ser uma ferramenta eficaz para preservar a qualidade
nutricional dos gréos de arroz em um futuro com aumento da concentragéo de CO2

atmosférico.

Palavras-chave: Biofortificagdo; Mudancas climaticas; Massa de graos; Oryza sativa

L.; Composigao do gréao de arroz.
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ABSTRACT

Atmospheric CO2 enrichment has the potential to increase rice (Oryza sativa L.) yield,
but it may also decrease grain nutritional quality, by reducing mineral and protein con-
centrations. Selenium (Se) fertilization may improve rice grain nutritional composition,
but it is not known if this response extends to plants grown in elevated carbon dioxide
concentration (eCOz2). Thus, we conducted experiments to identify the effects of Se
fertilization on yield and quality of rice grains in response to eCO2. The eCOz2 treatment
resulted in comparable grain yield increases regardless of Se application. However,
the reduction in macronutrients and micronutrients under eCO2 was mitigated in grains
of plants fertilized with Se. Elevation of the transcripts of ion transport-related genes
could, at least partially, explain the positive relationship between mineral concentra-
tions and grain mass resulting from Se fertilization under eCOa. Fertilization with Se
also positively regulated the accumulation of total protein in grains under eCO2. More-
over, Se fertilization increased the supply of Se to the roots, flag leaves, and grains
independently of atmospheric CO2 concentrations. Thus, Se fertilization represents a
potential asset to maintain rice grain nutritional quality in a future with rising atmos-

pheric COz2 concentration.

Keywords: Biofortification. Climate change; Grain mass; Oryza sativa L.; Rice grain

composition.
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1. INTRODUGAO

A concentragao de didxido de carbono (CO,) na atmosfera pode atingir 800
ppm até o final deste século (IPCC, 2021). Essa concentracao elevada de CO, (eCO,)
pode aumentar a fotossintese em plantas C3, resultando em maior crescimento e
rendimento das culturas (Bhargava e Mitra, 2021). Um aumento no numero de graos
sob eCO2 pode levar a uma diminuigdo da concentragéo de nitrogénio (N), impactando
o0 metabolismo de aminoacidos no arroz (Loladze, 2002; Ainsworth, 2008; Zhang e
Wu, 2023). Isso significa que plantas C3 cultivadas em eCO, frequentemente
apresentam menores concentragcées de aminoacidos e proteinas nas folhas e graos,
levando a diminui¢do da qualidade nutricional dos produtos alimenticios resultantes
(Zhu et al., 2018). O tamanho do gréo, que se correlaciona positivamente com a massa
do gréo, é outro componente importante do rendimento do arroz, que pode ser
influenciado pelo eCOz2 (Yang et al., 2006). O aumento da massa do grao pelo eCOz2
pode levar a uma concentragéo reduzida de proteina do gréao, dependendo da posi¢cao
do grdo dentro de uma panicula (Zhang et al., 2013). A resposta da massa e da
qualidade dos grdos ao eCO, também é muito variavel entre cultivares, devido a
diferengas na estrutura da panicula e na capacidade de transportar e redistribuir os
fotoassimilados para os graos durante o enchimento (Zhang et al., 2015). Além do
efeito de diluigdo pelo aumento da biomassa, o eCO2 tem o potencial de influenciar a
absorcao de N, o que pode levar a uma diminuicdo na concentracdo de N nos tecidos
vegetais e, consequentemente, nos aminoacidos e proteinas (Bloom et al., 2010).

Albumina, globulina, prolamina e glutelina sdo as quatro principais fracoes de
proteinas de reserva nos grdos no arroz, sendo a glutelina a predominante
(Jayaprakash et al., 2022). Curiosamente, foi documentado que a fertilizagdo com
selénio (Se) pode aumentar a concentragdo de aminoacidos, bem como o conteudo
de proteina de reserva, incluindo duas fra¢des diferentes, como glutelina e prolamina,
nos gréos de arroz (Teixeira et al., 2021). A aplicacao isolada de Se também aumenta
a concentracédo de N nos graos das plantas de arroz (Teixeira et al., 2021). Embora
numerosos estudos tenham relatado o efeito do eCO2 e do Se isoladamente na
composi¢ao nutricional dos graos de arroz (Leakey et al., 2009; Boldrin et al., 2013;
Zhu et al., 2018; Teixeira et al., 2021), relativamente pouco se sabe sobre o impacto
da fertilizagdo com Se na determinagao do teor de proteina dos graos apos exposigao

ao aumento da concentracdo atmosférica de CO2. Uma questdo central € como a
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fertilizagdo com Se e as condi¢cdes de eCO2 podem interagir para alterar a qualidade
e a quantidade dos graos de arroz.

O desenvolvimento e o valor nutricional das culturas alimentares dependem
da absorc¢édo de nutrientes do solo pelo sistema radicular (Montgomery e Biklé, 2021).
A capacidade do sistema radicular de absorver minerais do solo depende de uma
infinidade de processos, incluindo capacidade, afinidades e regulagcdo dos
transportadores de absor¢cdo de minerais, bem como a alocacdo de minerais para o
crescimento do sistema radicular (De Bang et al., 2021). Nesse sentido, o eCO2
geralmente aumenta o alongamento e a ramificacdo da raiz, o que pode melhorar a
capacidade de uma planta de explorar maiores volumes de solo e absorver nutrientes
e agua (Madhu e Hatfield, 2013). Ha evidéncias de que a sacarose acumulada nas
raizes de plantas cultivadas com eCO2 pode modular a expressdao de varios
transportadores de ions (Thompson et al., 2017). O Se também controla a formacéao
do sistema radicular e contribui para alterar a expressao de transportadores de ions
nas raizes do arroz (Malheiros et al., 2019; Teixeira et al., 2021). A modulagéo da
expressdo de transportadores de ions presumivelmente desempenha um papel
significativo na mudanca das caracteristicas de absor¢ao de minerais das raizes em
resposta ao Se e ao eCO2. Um melhor conhecimento do efeito combinado do Se e do
eCOz2 na absorgdo de minerais pela planta pode ajudar na compreensao da base
fisiologica para o acumulo de minerais no arroz.

Espera-se que o declinio da concentragado de proteina do arroz sob eCO2
tenha um impacto negativo na disponibilidade de enxofre (S), uma vez que a proteina
do grdao é uma fonte de aminoacidos ricos em S, como metionina e cisteina
(Jayaprakash et al., 2022). E relatado que o eCO2 causa uma diminuicdo nas
concentragdes de fosforo (P), ferro (Fe), potassio (K), zinco (Zn) e Se no gréao de arroz,
0 que pode impactar negativamente a nutricio humana (Loladze, 2014; Zhu et al.,
2018). A diminuigcao na concentracao de boro (B) nos graos foi observada na soja sob
eCOz2 (Kohler et al., 2019). Os mecanismos que explicam os efeitos negativos do eCO,
na concentracédo de minerais em graos ainda n&ao estdo completamente elucidados,
mas diversos processos podem estar envolvidos. Por exemplo, o eCO2 pode diminuir
as concentragdes de minerais nos graos devido a reducdo da absorcdo e da
remobilizagao para os graos de arroz (Ujiie et al., 2019). A diluigado das concentracdes
de minerais nos graos pode ocorrer devido ao aumento do acumulo de carboidratos

nos tecidos ou ao incremento da producédo de graos sob eCO2 (Loladze, 2002). A
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massa do grao de arroz é determinada tanto por fatores genéticos quanto pelo grau
de enchimento, que depende da disponibilidade de carboidratos produzidos nos
orgaos de origem e do transporte subsequente dos carboidratos para os graos (Zuo e
Li, 2014). A maior biomassa de graos das plantas tratadas com eCO:2 pode estar
associada a uma maior capacidade fotossintética e a uma melhor particdo de
assimilagao para os graos (Sasaki et al., 2007), o que teria implicagdes na composi¢cao
de nutrientes dos graos.

A fertilizagdo com Se é outro fator que tem o potencial de afetar a absorcéo e
acumulagao de minerais no grao de plantas de arroz. Por exemplo, o Se sozinho
aumentou a acumulagao de S e P no gréao de arroz, o que foi associado ao aumento
da transcricdo genética do transportador de sulfato OsSULTR17;2 e do transportador
de Pi OsPT2 nas raizes (Teixeira et al., 2021). A fertilizagdo combinada de Se e N nas
plantas de arroz aumentou a expressao do gene transportador de nitrato OsNRT1.1B
na raiz, resultando em alto rendimento e acumulo de N e Se no gréo (Teixeira et al.,
2021). Além disso, a fertilizacdo com selenato aumentou o rendimento do gréo,
contribuindo para o enriquecimento de manganés (Mn), Fe e Zn no arroz (Boldrin et
al., 2013). Esses resultados mostram que o Se pode afetar as concentragdes de
muitos minerais de maneira oposta as condigbes de eCO2. Parece viavel que o Se
altere o equilibrio entre o transporte e a eficiéncia do uso de nutrientes sob eCO2. No
entanto, o impacto das alteragbes na expressao de genes relacionados ao transporte
de ions na disponibilidade de minerais em graos de plantas de arroz fertilizadas com
Se cultivadas sob eCO2 nao foi amplamente investigado. O arroz € uma fonte
essencial de carboidratos, proteinas e minerais importantes para muitas pessoas ao
redor do mundo (Sen et al., 2020). Portanto, uma pesquisa sobre o papel do eCO, e
do Se na regulacao do crescimento e expressao de genes relacionados ao transporte
de ions pode abrir novos caminhos para melhorar o rendimento e a qualidade do gréao
de arroz em futuras condi¢des de CO,. O objetivo geral foi examinar o efeito interativo
do Se e do CO2 na composicao nutricional do grao de arroz. Este estudo propde a
hipétese de que a fertilizagdo com Se mitiga o impacto negativo do eCO, na
composi¢ao nutricional do grdo de arroz por meio da modulagdo da absorcao de

minerais pela raiz.

2. MATERIAIS E METODOS
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2.1. Cultivo de plantas e condi¢des experimentais

As sementes de arroz (Oryza sativa L. cv '‘Oochikara’) foram germinadas de
acordo com o método descrito por Malheiros et al. (2019). Apds sete dias, trés mudas
foram plantadas em vasos (volume 10 L) preenchidos com 8 Kg de solo seco e
cultivadas em casa de vegetacdo na Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, Brasil.
Além disso, amostras de solo foram fertilizadas com 90 mg de nitrogénio, 250 mg de
fosforo, 70 mg de potassio e 60 mg de S por dm™3 de solo trés dias antes do plantio
de mudas de arroz, onde as fontes consistiam em nitrato de aménio, fosfato
monoamaonico e sulfato de potassio. Apds cinco dias na estufa, doze dos vasos foram
divididos entre duas camaras executando um tratamento de CO2 ambiente (aCOz, 410
+ 20 pymol mol™! ar), enquanto outros doze foram divididos entre duas cdmaras
executando um tratamento de CO2 elevado (eCOz2, 700 + 50 ymol mol~" ar). Em cada
camara, trés dos vasos foram irrigados com 500 ml de agua deionizada a cada 15
dias, enquanto outros trés foram irrigados com 500 ml de solugéo de selenito de sédio
10 uM a cada 15 dias durante a avaliagdo. As camaras de topo aberto foram instaladas
dentro de uma estufa com controle dindmico da temperatura do ar e intensidade de
luz naturalmente flutuante. A temperatura do ar, a umidade relativa e a intensidade da
luz dentro das camaras de topo aberto foram registradas em intervalos de 1h e as
condicbes ambientais nas camaras de topo aberto durante todo o experimento foram
consistentes entre as estagdes de cultivo. O método usado para controlar a
concentragédo de CO2 no ar dentro das camaras de topo aberto foi relatado por
Pimenta et al. (2022). Para evitar efeitos dentro da cdmara, a posi¢cao dos vasos foi
rotacionada nas camaras a cada semana. Durante o periodo de crescimento, as
plantas de arroz foram fertilizadas com NPK seguindo praticas agronémicas para a
cultura do arroz (Fageria, 2002). As plantas de arroz foram fertilizadas com 450 mg N
dm~3de solo, 500 mg P dm™2 de solo e 350 mg K dm™ de solo como nitrato de aménio,
fosfato monoaménio e nitrato de potassio, divididos em oito aplicagdes, durante o
periodo de crescimento. Os experimentos foram realizados de agosto a dezembro
durante duas estacbes de crescimento consecutivas (2021-2022). As médias e os

erros padrao em cada figura sdo apresentados ao longo de 2 anos (2021-2022).

2.2. Determinagao de caracteristicas agronébmicas
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Nove plantas de arroz de cada tratamento foram colhidas na maturidade, ou
seja, 131 dias apds o plantio. Na colheita, a altura da planta de arroz foi medida de
acordo com Teixeira et al. (2021), e nove plantas de arroz de cada tratamento
separadas em folhas, colmos, raizes e partes reprodutivas. O numero de folhas das
plantas foi registrado e a area foliar total foi medida com um Medidor de Area Foliar
LI-3100 (LI-COR, Lincoln, NE, EUA). As folhas, colmos e raizes foram secos em estufa
a 55 °C até massa constante para determinar a massa seca. As paniculas de nove
plantas de cada tratamento foram contadas para medir o numero de paniculas por
planta. Em seguida, as paniculas foram debulhadas manualmente e os graos foram
secos em estufa a 55 °C para determinar o niumero de graos por planta, a massa de
graos por planta e a porcentagem de grdos cheios. A massa média de graos
individuais (mg) foi determinada pela divisédo do rendimento de sementes por planta
pelo niumero de sementes. O indice de colheita foi calculado como a razdo entre o

rendimento de graos e a massa da planta.

2.3. Parametros fotossintéticos e medidas de pigmentos

As medidas fotossintéticas foram feitas nas folhas bandeira de nove plantas
diferentes de cada tratamento aos 90 dias de idade (estagio de emissao de paniculas),
das 9:00 as 11:30 h, usando um analisador de gases infravermelho de sistema de
troca gasosa de fluxo aberto modelo LI-6400XT (LI-COR, Lincoln, NE, EUA). A
assimilacao liquida de COz2 (A), a condutancia estomatica ao vapor de agua (gs) e a
concentragao interna de CO2 (Ci) foram medidas conforme descrito por Santos et al.
(2020), sob radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR) de 700 pmol m™2 s™'. A taxa
relativa de transporte de elétrons (ETR), o produto do rendimento fotoquimico efetivo
de PSII e da densidade de fluxo de fétons fotossintéticos, também foi medida. A
intensidade de PAR corresponde a radiagao fotossinteticamente ativa média in situ no
nivel da folha. Durante as medigdes, as condicbes dentro da camara foliar foram 1,0
KPa VPD e 25°C de temperatura do ar, o que representou a média das condi¢cdes de
crescimento. A concentragdo de referéncia de COz foi definida em 410 pmol CO2 mol™
de ar e 700 pmol CO2 mol™' de ar (injetado de um cartucho), dependendo do

tratamento.
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Pigmentos fotossintéticos (clorofilas e carotenoides) foram extraidos de discos
de folhas bandeira usando 80% (v/v) de acetona e quantificados conforme descrito

anteriormente (Lichtenthaler e Buschmann, 2001).

2.4. Analise mineral

Graos, folhas bandeira e raizes foram secos em estufa a 55 °C até massa
constante. Em seguida, sete amostras por repeticdo contendo duzentos gréos
descascados por amostra e quatro amostras por repeticdo de raizes e folhas bandeira
foram moidas em um po6 fino usando um pildo e almofariz, selados em sacos plasticos
e armazenados em um dessecador até a analise. As medi¢des de P, K, Ca, Mg, S,
Zn, Fe, Mn e Cu foram realizadas de acordo com Wheal et al. (2011). Em resumo, as
amostras foram digeridas e, em seguida, as digestdes foram analisadas por
espectrometria de emissdo Optica de plasma indutivamente acoplada (ICP-OES,
PerkinElmer, Shelton, CT). Os limites de detec¢do para os minerais nas analises foram
de 2,05-5,89 ug kg™! de extrato. A concentracgao total de nitrogénio foi realizada pelo
método Kjeldahl, que fornece limites de detecgdo de até 0,1 mg L~'. O método
detalhado para medicao de Se e boro foi descrito anteriormente por EI Mehdawi et al.
(2018) e Malekani e Cresser (1998), respectivamente. Uma amostra de material de
referéncia padrdao para material vegetal foi incluida em cada lote de digestdo para

controle de qualidade, juntamente com uma amostra em branco.

2.5. Analise da expressao génica

O RNA total foi isolado de folhas bandeira e raizes de plantas no estagio de
emissao de paniculas usando o kit de extragdo Plant RNeasy (Qiagen). Em seguida,
o cDNA foi sintetizado a partir de 500ng de RNA tratado com DNasel usando o
procedimento fornecido pelo fabricante da transcriptase reversa SuperScript Il
(Invitrogen). A RT-PCR quantitativa foi realizada com a mistura principal SYBR Green
| em um sistema de detecgdo de PCR em tempo real Step One Plus™. Os pares de
primers usados para determinar a expressao de OsPT2, OsNIP2.1, OsNRT1.1B,
OsSULTR1;2, 0OsZIP4, 0OsZIP6, OsIRT1 e OsHAKS5 foram selecionados de
publicagdes (Yang et al., 2014; Teixeira et al., 2021; Ji et al., 2022; Wu et al., 2022).

As sequéncias de primers estdo disponiveis em Tabela S1. Os niveis de expresséo
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foram normalizados com base nos genes Ubiquitina (Os03g13170) e Actina
(Os03g50885) e seus valores relativos foram calculados em relagéo as plantas nao

tratadas com Se cultivadas sob aCOx.

2.6. Determinagao de proteina e aminoacidos em graos

As concentragdes de metabdlitos foram quantificadas nas mesmas amostras
usadas para analise mineral. As quatro fragcdes de proteina de armazenamento de
graos de arroz, globulina, glutelina, prolamina e albumina foram extraidas e
quantificadas em 250mg de p6 de arroz seco por meio do ensaio descrito em
Kumamaru et al. (1988). A proteina total do grdo de arroz foi a soma das
concentragdes de globulina, glutelina, prolamina e albumina. As medi¢des de agucar
soluvel e amido foram realizadas em 100mg de p6 de gréo seco, conforme descrito
anteriormente por Jung et al. (2015). O aminoacido total foi quantificado de acordo
com Malheiros et al. (2019).

2.7. Estatisticas

Para todos os conjuntos de dados, a normalidade foi testada usando o teste
de Shapiro-Wilk e a homogeneidade usando o teste de Bartlett para a igualdade de
variancias. O procedimento ANOVA bidirecional foi conduzido usando o software R
em um nivel de significaAncia a = 0,05 para avaliar os efeitos do selénio e do COz, e
sua interagdo. As comparagdes entre os tratamentos foram realizadas aplicando um
teste de Tukey (P <0,05).

3. RESULTADOS

3.1. Crescimento e rendimento de graos de arroz em resposta ao Se e eCOz2

Para investigar os impactos da fertilizacdo com Se no crescimento e na
produtividade da cultura de arroz em resposta ao aumento das condi¢gdes de COz, as
plantas foram fertilizadas com Se e cultivadas sob aCO2 e eCO2 (Figura 1a).
Comparado com aCOg, a taxa de assimilagao liquida de CO2 (A) e a concentragéo

interna de CO2 (Ci) aumentaram significativamente (P<0,05) em plantas de arroz sob
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eCO2 independentemente dos tratamentos com Se (Figura 1b e c). Nao foram
encontradas diferencas entre os tratamentos com Se e CO2 na condutancia
estomatica (gs) das plantas de arroz (Figura 1d). A taxa de transporte de elétrons
(ETR) aumentou significativamente em 22% no arroz cultivado sob alto teor de CO2
em comparagao com aqueles cultivados sob aCOz2, sem interagdo com o tratamento
com Se (Figura 1e). Além disso, as concentragdes de clorofilas e carotenoides nas
folhas bandeira foram maiores (P<0,05) sob eCO2 em relaggo a aCOz,
independentemente do tratamento com Se (Figura 1f e g).

O efeito do tratamento com Se néo foi significativo para alterar a produtividade
do arroz (Figura 2a—f). No geral, o eCO2 aumentou o rendimento de gréos, o numero
de paniculas, o numero de graos, a porcentagem de graos preenchidos, a massa
individual de grdos e o indice de colheita em comparacdo com o aCOg,
independentemente da fertilizacdo com Se (Figura 2a—f). As plantas cultivadas sob
eCOz2 apresentaram um aumento significativo na massa seca da raiz, colmo e folhas
em comparagao com as plantas sob aCOz2, independentemente da fertilizacdo com Se
(Figura 2g—i). A condigdo eCO2 também levou a um aumento significativo na altura da
planta e na area foliar, independentemente do tratamento com Se (Figura 2j e k). O

numero de folhas nao diferiu entre os tratamentos (Figura 2e).

3.2. Acumulo de transcri¢ado dos genes transportadores de minerais em resposta ao
Se e eCO2

A fertilizagdo com Se aumentou significativamente os niveis de transcricoes
dos genes transportadores de sulfato (OsSULTR1;2), Pi (OsPT2) e silicio (OsNIP2;1)
nas raizes e folhas bandeira dentro de cada condigdo de CO:2 (Figura 3a—c). Houve
uma interacao significativa de Se x CO2 para a expressao do gene transportador de
nitrato NRT1.1B (Figura 3d), que também desempenha um papel no transporte de Se
dentro dos tecidos do arroz (Zhang et al., 2019a, b). Em plantas n&o tratadas com Se,
a abundancia do transcrito NRT1.1B diminuiu significativamente nas folhas e raizes
da bandeira sob eCO2 em relagao ao aCO:2 (Figura 3d). Em contraste, NRT1.1B foi
regulado positivamente sob eCO2 nas folhas bandeira e raizes de plantas tratadas
com Se em comparagao com as nao tratadas. Além disso, o tratamento com Se
aumentou significativamente a expressao de NRT1.1B em folhas bandeira sob eCO:

em comparacao com aCO:2 (Figura 3d).
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Dada a evidéncia de que a exposi¢cao das plantas ao eCO2 frequentemente
resulta em menores concentragdes de minerais como Zn, Fe e K nos tecidos foliares
e comestiveis (Loladze, 2014), os niveis de transcrigdo de genes que codificam
proteinas envolvidas na absorcao e transporte desses minerais em raizes e folhas
bandeira de arroz tratado com Se e aumento da concentracdo de CO:2 foram
determinados por PCR quantitativo em tempo real. Os genes transportadores de Zn,
incluindo OsZIP4 e OsZIP6, foram regulados negativamente em folhas bandeira e
raizes sob alto CO2 em relacdo ao aCO2 em plantas ndo tratadas com Se, mas nao
em plantas tratadas com Se, mostrando uma interagao significativa do Se x CO:
(Figura 3e e f). Os niveis de transcricdio de OsZIP4 e OsZIP6 aumentaram
significativamente nas raizes de arroz tratadas com Se sob eCO2 em relacdo a aCOa.
Sob eCOz2, houve um aumento significativo no acumulo de transcrigdo dos genes
OsZIP4 e OsZIP6 nas folhas bandeira e raizes do arroz tratado com Se em
comparagao com os nao tratados (Figura 3e e f). Nao foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos na expresséo do gene Os/RT1 nas folhas bandeira
(Figura 3g). Em contraste, a expressado do gene transportador de Fe(ll) Os/IRT1 foi
significativamente aumentada nas raizes de arroz fertilizadas com Se em ambos
tratamentos com CO2 (Figura 3g). O gene transportador de K OsHAKS foi regulado
positivamente em folhas bandeira de arroz fertilizadas com Se sob eCO2, mas nao
sob aCOgz, revelando uma interagdo Se x COz2 significativa (Figura 3h). A expressao
do gene OsHAKS foi significativamente diminuida nas raizes de plantas de arroz sob
eCO2 em comparagao com aCOz em plantas tratadas com Se e nao tratadas. Houve
também uma ligeira tendéncia ascendente para a expressao do gene OsHAKS nas
raizes de arroz tratado com Se em comparacédo com as nao tratadas dentro de cada

condicdo de CO:a.

3.3. Alteragdes nas concentracdes de minerais nos graos em resposta ao Se e
eCO2

Para fornecer informacgdes sobre o efeito da fertilizacdo com Se no acumulo
de minerais em graos de plantas de arroz sob concentracdo aumentada de CO:
atmosférico, foi medido as concentragdes de minerais em graos de arroz fertilizado
com Se sob condi¢gdes de aCO2 e eCO2. Houve uma interagdo entre Se x CO2

significativa para concentracdes de N, P, K, Fe, Zn e S nos graos (Figura 4a—f). Os
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dados também mostraram uma redugdo significativa na concentracéo de N (18,8%),
P (15,8%), K (18,7%), Fe (20,8%), Zn (19,9%) e S (24,2%) em graos de plantas ndo
tratadas com Se sob eCO2 em relagdo a aCO2 (Figura 4a—f). Sob aCO2, a
concentragcédo de N nos graos foi ligeiramente menor nas plantas tratadas com Se em
comparagao com as nao tratadas (Figura 4a). Em contraste, os graos das plantas
tratadas com Se cultivadas sob eCO2 apresentaram um aumento significativo nas
concentragcdes de N e P em relagdo ao aCOz (Figura 4a-b). Sob alta concentragdo de
COg, os niveis de N, P, K e Fe aumentaram significativamente nos gréos das plantas
tratadas com Se, quando comparados com as plantas nao tratadas com Se (Figura
4a—d). A fertilizagdo com selénio aumentou significativamente as concentracdes de S,
Ca e Cu nos graos, quando comparados com graos que se desenvolveram sem
fertilizagdo com Se em ambas as condi¢gdes de COz2 (Figura 4f—h). A concentragéo de
Mg nos grdos aumentou com a fertilizacdo com Se em eCO2, mas ndo em aCOz,
mostrando uma interacao significativa entre as condi¢des de Se e CO2 (Figura 4i).
Ndo foram encontradas diferengas na concentracdo de Mn nos grdos entre os
tratamentos (Figura 4j). O tratamento com Se aumentou significativamente a
concentragéo de B no grao em cada condi¢ao de COz (Figura 4k). Além disso, 0 eCO2
aumentou a concentracdo de B nos graos em comparagao com o aCO2 em plantas
tratadas com Se e nédo tratadas. Os resultados também mostraram um aumento
significativo na concentragdo de Se nos graos em plantas tratadas com Se dentro de

cada condicao de COz (Figura 4e).

3.4. Concentracdes de proteina e aminoacidos em graos

Também foi investigado os efeitos das condigbes de Se e CO2 no acumulo de
proteinas de armazenamento e aminoacidos em graos. A concentracao de albumina
nos graos aumentou significativamente com a fertilizagdo com Se em eCO2, mas nao
em aCO2, mostrando uma interagao significativa entre as condi¢cdes de Se e CO:
(Figura 5a). O tratamento com selénio aumentou as concentragdes de globulina e
prolamina nos graos dentro de cada condigao de CO:2 (Figura 5b e c). A concentragao
de glutelina foi 14,2% maior sob eCO2 em graos de plantas tratadas com Se em
comparagao com as nao tratadas (Figura 5d). Comparado com aCOz, a concentragéo
de glutelina no grdo aumentou significativamente em 27,8% nas plantas tratadas com

Se sob eCO2. As plantas de arroz fertiizadas com Se apresentaram maior
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concentragéo de proteina total (7,6% em aCOz2; 27,3% em eCO2) quando comparadas
as plantas nao tratadas com Se (Figura 5e). Houve um aumento significativo na
concentracéo total de proteina em gréos de plantas tratadas com Se sob eCO2 em
relacdo ao aCO2. Comparado com aCOz, a concentracdo total de aminoacidos no grao
de arroz aumentou significativamente nas condi¢gdes de eCO2 em plantas tratadas
com Se (Figura 5f). Sob eCO2, os aminoacidos totais dos grdos aumentaram
significativamente nas plantas tratadas com Se em comparagdo com as nao tratadas.
Acucares e amido nos gréos de arroz ndo foram afetados pelos tratamentos (Figura
S1).

4. DISCUSSAO

No arroz, o eCO2 geralmente aumenta o crescimento e desenvolvimento
(Sakai et al., 2019), enquanto o efeito do Se € menos consistente (Teixeira et al.,
2021). Neste estudo, o efeito do eCO2 no desenvolvimento vegetativo e reprodutivo
do arroz ocorreu de forma independente da fertilizacdo com Se. No entanto, a redugao
de N, P, K, Fe, Zn e S nos graos de arroz induzida pelo crescimento sob eCOz2 foi
atenuada pela fertilizagdo com Se. Esses resultados indicam que a diminuicao
relatada nas concentra¢cdes de minerais em graos sob eCO, (Loladze, 2002, 2014;
Zhu et al., 2018) pode ser mitigada pela fertilizagdo com Se. Esse ganho quantitativo
nas concentragdes de minerais nos graos foi, pelo menos parcialmente, devido ao
aumento da expressao de genes relacionados ao transporte de ions, uma vez que as
plantas tratadas com Se sob eCO2 mantiveram uma alta expressao desses genes nas
raizes e folhas bandeira. Além disso, verificou-se que a concentracido total de
proteinas de reserva nos graos de arroz apresentou uma resposta dependente do Se,

com essa resposta sendo modulada pelas condigdes de CO,.

4.1. Efeitos do Se no desenvolvimento do arroz em resposta ao eCO2

Ha evidéncias de que a fertilizacdo com Se aumenta a fotossintese e o
acumulo de biomassa em plantas de arroz cultivadas sob aCOz2 (Luo et al., 2019). No
presente experimento com enriquecimento de CO:2 atmosférico, o crescimento do
arroz, o rendimento e o desempenho fotossintético foram determinados pela

concentragao de CO,, sem influéncia significativa da fertilizagcado com Se (Figuras 1 e
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2). A atividade da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCO) pode ser
reduzida devido ao acumulo de fotossintatos nas folhas de arroz sob condicdes de
eCO, (Chen et al.,, 2005). Sob eCO,, a renovacédo diurna do amido nas folhas
aumentou em comparacdo com aCOz, independentemente do tratamento com Se
(Figura S2), indicando maior investimento imediato de carbono no crescimento do
arroz. Nao foram observadas alteragdes na area foliar especifica entre eCO, e aCO,,
corroborando a correlagdo negativa entre area foliar especifica e taxa fotossintética
(Meziane e Shipley, 2001) (Figura S3). Os maiores rendimentos de grdos sob
condicdes de eCO2foram atribuidos a um aumento na éarea foliar e na taxa
fotossintética, bem como a uma melhor particdo de carbono para os graos de arroz.
No entanto, é importante notar que o aumento do rendimento do arroz em resposta
ao eCOz2 causa redugdes nas concentragdes de nutrientes dos gréos que podem ser
compensadas com fertilizagcdo com Se (Figuras 4, 5 e 6). De fato, foi relatado que o
enriquecimento atmosférico de eCO2aumenta a produtividade do arroz, mas
simultaneamente reduz os nutrientes minerais para os humanos, como Fe e Zn no
grao, pois as plantas acumulam mais carboidratos em relagdo ao conteudo mineral
(Chaturvedi et al., 2017). A fertilizagcdo com Se mitigou essas redugdes, promovendo
a manutencao das concentracgdes de Fe, Zn, P, S, K e N nos graos sob eCO,. Esses
resultados indicam que a fertilizagdo com Se € um fator importante na determinacao
da composigdo mineral de grédos de plantas de arroz cultivadas sob eCO2. Os
aumentos na transcricao de genes de captagao e transporte de ions em resposta ao
Se podem desempenhar um papel fundamental na mitigacédo de alto CO2 na mudanca
da composi¢cédo mineral em gréos de arroz (Figura 3).

A concentragdo de minerais nos graos representa o equilibrio entre a
absorcao pelas raizes, a translocacdo e a redistribuicdo das folhas bandeira e
superiores para os graos (Wang et al.,, 2018). Muitas dessas etapas podem ser
impactadas por Se e eCO2, uma vez que muitos genes com papéis na divisao celular,
expansao celular, metabolismo de carbono, absorcdo e transporte de minerais
apresentaram uma mudancga significativa na expressdo em plantas cultivadas sob
fertilizagdo com Se ou condigdo de eCO:2 (Ainsworth et al., 2006;Malheiros et al.,
2019;Teixeira et al., 2021). No presente estudo revelou que o tratamento com Se
aumentou a expressado dos genes transportadores de Zn ( OsZIP4 e OsZIP6), Pi
(OsPT2), sulfato ( OsSULTR1;2) e nitrato ( OsNRT1.1B) em raizes e folhas

bandeira sob eCO:2 (Figura 3). A expressdao do gene transportador de Fe
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(Il) OsIRT1 nas raizes também foi dependente da fertilizagdo com Se (Figura 3).
Esses resultados sugerem que o Se aumenta a eficiéncia na translocagao de Zn, P,
S, N e Fe para os gréos em plantas cultivadas sob eCO2. O aumento na expresséo
de genes associados ao transporte desses nutrientes pode explicar, em parte, como
o tratamento com Se mitigou os efeitos negativos do eCO, no acumulo de Fe, Zn, P,
S e N tanto nas folhas bandeira quanto nos graos (Figuras 4 e S4). Curiosamente, o
tratamento com Se em eCO:z2 resultou em uma ativagéo da expressdo de OsHAKS em
folnas bandeira (Figura 3). Como K tem efeitos positivos no transporte do
floema (Dreyer et al., 2017) e os padrées de acumulacdo de K nas folhas bandeira
refletem os gréos (Figura 4 e S4), parece possivel que o Se também aumente o
transporte de K para os graos.

Foi documentado que o eCO:2 pode reduzir as concentragdes de Se nos graos
de arroz (Ujiie et al., 2019). Curiosamente, o Se acumulou-se nas folhas e raizes das
plantas fertilizadas com Se, tanto em aCO2 como em eCO2 (Figuras S4 e S5),
sugerindo que a condi¢gdo de CO2 nao afetou a absorgao e distribuicdo de Se dentro
da planta de arroz. De fato, a expressdo aumentada de OsNIP2,
OsPT2 e OsSULTR1;2 em raizes e folhas bandeira de arroz fertilizado com Se
cultivado em aCO2 ou eCOz2 foi associada ao acumulo de Se em graos, folhas
bandeira e raizes (Figuras 3 e 4, S4 e S5). Isso é semelhante a um estudo inicial, no
qual niveis aumentados de transcricdo de OsPT2, OsSULTR1;2 e OsNIP2 em
plantas fertilizadas com Se foram associados a uma melhora na absorgéo e
redistribuicdo de Se dentro dos tecidos do arroz sob aCOz2 (Teixeira et al., 2021). A
fertilizacdo com Se em plantas de arroz demonstrou ser uma estratégia eficiente para
a biofortificacao de graos com Se, 0 que aumenta o valor nutricional dos graos (Zhang
et al., 2019a,b; Lessa et al., 2020). Esses resultados, em conjunto, indicam que a
fertilizacdo com Se promove aumentos na concentracdo de Se nos tecidos do arroz,

independentemente das condi¢des de CO..

4.2. Relacao entre massa de graos e concentragdes de minerais em graos

A massa dos graos de arroz € determinada principalmente pelo tamanho dos
graos, controlado predominantemente por fatores genéticos, e pelo grau de
enchimento dos graos, que esta relacionado a disponibilidade de fotoassimilados nos

tecidos de origem e ao transporte subsequente para os graos (Zuo e Li, 2014). A


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653524015868#fig3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653524015868#fig3
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/phloem
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/phloem
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653524015868#bib13
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653524015868#fig4
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653524015868#appsec1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653524015868#bib47
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653524015868#appsec1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653524015868#fig3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653524015868#fig4
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653524015868#appsec1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653524015868#appsec1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653524015868#bib45
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653524015868#bib55
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653524015868#bib55
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653524015868#bib56
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653524015868#bib27

32

cultivar 'Oochikara’, utilizada neste estudo, é conhecida por seus graos de grande
tamanho, com peso médio variando de 36 a 50 mg por grao (Miura e Kobayashi, 1991;
Choi et al., 2018; Makino et al., 2020). Os resultados indicam que o aumento na
biomassa dos graos em plantas de arroz cultivadas sob eCO, pode estar associado a
um incremento na rotatividade de amido. Houve uma diminuicdo acentuada na
concentracado de amido foliar no final da noite no arroz sob eCO2 em relagao ao aCOz2,
ou seja, mais fotossintato esta sendo usado produtivamente sob condi¢coes de eCO2
(Figura S2). A rotatividade diaria de amido também foi maior em plantas de arroz
cultivadas sob eCO2 em relagdo a aCOz, ou seja, a partigcdo de carbono foi aumentada
para garantir que o ganho fotossintético possa ser traduzido em beneficios de
crescimento. A maior biomassa de graos das plantas tratadas com eCOz2foi
sustentada pelo aumento da area foliar, fotossintese da folha bandeira e rotatividade
diaria de amido, o que resultou em maior translocacéo de carbono e particado para os
graos de arroz (Figuras 1 e 2, S2). No estudo atual, o numero de gréos, bem como a
biomassa dos graos, aumentaram sob condicbes de eCO:2 independentemente do
tratamento com Se (Figura 2), que é frequentemente associada a uma redugao nas
concentragbes de minerais nos gréos pelo aumento da producdo de gréos (Pleijel e
Danielsson, 2009; Kohler et al., 2019). No entanto, o tratamento com Se neutralizou a
diminuicdo nas concentracbes de minerais nos graos causada pela eCO2zem
comparagao com a condigdo aCO:2 (Figura 4). Evidéncias sugerem que o acumulo de
minerais nos tecidos vegetais pode ser aumentado pelo Se através do aumento da
expressao de genes associados ao transporte de minerais (Teixeira et al., 2021;lkram
et al., 2024). Curiosamente, a fertilizagcdo com Se associada ao eCO2 aumentou a
absorgcao de macronutrientes e micronutrientes pelas raizes, quando comparada com
plantas ndo tratadas com Se sob eCO:2 (Figura 6). Esta resposta pode estar, pelo
menos parcialmente, sob o controle de mudangas na transcrigdo de genes
relacionados ao transporte de ions em raizes e folhas sob fertilizagdo com Se (Figura
3). A magnitude desse efeito pode depender da disponibilidade de carbono, uma vez
que o eCO2aumenta a assimilagdo de carbono e transcritos com funcdes celulares
(Ainsworth et al., 2006). Mais estudos s&o necessarios para descobrir 0s mecanismos
que permitem que a fertilizagdo com Se melhore o acumulo de minerais no grao de
arroz, particularmente em ambientes ricos em COa.

Foi encontrada uma correlagao negativa entre as concentragdes de minerais

nos graos e a massa individual dos grédos quando aCO:2 e eCO2 foram combinados,
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sugerindo que as mudangas na massa dos graos em resposta ao eCOz2 contribuem
para diminuir as concentragdes de macronutrientes e micronutrientes no arroz (Figura
6). Isso se assemelha a estudos anteriores com plantas de arroz, nos quais o
enriguecimento de CO2 diminui os niveis de nutrientes nos gréos (Loladze, 2014; Ujiie
et al.,, 2019). Considerando o impacto negativo do eCO, nas concentragdes de
macronutrientes e micronutrientes nos graos, devido ao aumento do tamanho do
dreno, seria necessaria uma suplementagcdo agronOmica intensiva para garantir
concentragbes adequadas de minerais em futuros cenarios com niveis elevados de
CO,. Entretanto, um padrao distinto foi observado em plantas de arroz tratadas com
Se, onde houve uma correlagao positiva entre as concentracbées de minerais nos
graos e a massa individual dos graos sob condi¢des de CO, no tratamento com Se
(Figura 6). A reducao nas concentracdes de minerais nas folhas bandeira observada
em plantas ndo tratadas com Se sob eCO,, em comparagdo com aquelas cultivadas
em aCO,, n&o foi constatada em plantas tratadas com Se (Figura 6). Isso sugere que
a fertilizacdo com Se pode compensar as reducdes nas concentracdées de minerais
nos graos de arroz associadas ao aumento da massa do grao sob eCO,. O Se parece
regular o transporte e a particdo de minerais sob eCO,, conectando a expressao
aumentada de genes relacionados ao transporte de ions com a disponibilidade de
minerais nos graos (Figuras 4 e 6). A auséncia observada de um efeito de diluicdo nos
niveis de macronutrientes e micronutrientes em gréos de arroz de plantas tratadas
com Se sugere que a fertilizagdo com Se pode gerar um beneficio em termos de
seguranga alimentar ao manter as concentragbes de minerais nutricionalmente

importantes em graos de arroz sob condigcdes de eCOa.

4.3. A fertilizagdo com Se altera o acumulo de proteina nos grédos de arroz em

resposta ao eCO2

Os graos de arroz sdo uma fonte de proteinas e aminoacidos importantes para
a populagao humana (Amagliani et al., 2017). Entretanto, estudos anteriores fornecem
informagdes de que o eCOz2diminuiu as concentragdes de proteinas e aminoacidos
nos graos de arroz, o que pode estar relacionado a reducdo da concentragado de
nitrogénio nos graos (Ashish et al., 2017;Hu et al., 2022). No presente estudo, as
concentragdes de aminoacidos totais, albumina e glutelina nos graos aumentaram sob

fertilizacdo com Se em eCO2, mas ndao em aCO2, devido as interagbes Se x CO2
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(Figura 5). A concentragcédo total de proteina também apresentou uma interagao
significativa de Se x COz2 (Figura 5). Houve uma resposta dependente de Se ao
aumento do conteudo de aminoacidos, albumina, glutelina e proteina total no gréo de
arroz, que foi modificado pelo tratamento com CO2. No arroz, a glutelina representa a
principal fracdo proteica (Jayaprakash et al., 2022), a observagdo de que o Se
aumentou a concentragao de glutelina nos graos sob condigdes de eCO2 aponta para
o envolvimento do Se na regulagao do acumulo de proteina sob futuras concentragdes
de COo..

O aumento da massa do grao sob eCOz2 reduziu a concentragao de proteina
do grao, de modo que houve uma correlagédo linear negativa significativa entre a
concentracgao total de proteina do gréo e a massa individual do grdo em resposta ao
eCO:2 (Figura 6). De acordo com esta observagao, a expressao do gene OsNRT1.1B
e as concentragdes de N diminuiram nas folhas bandeira sob eCO2 em comparagéao
com aCOz2 em plantas nao tratadas com Se (Figuras 3 e S4). Isso se assemelha a um
estudo anterior com plantas de arroz, no qual a alta concentracdo atmosférica de
CO:2 foi associada a uma diminui¢do da expressao do gene OsNRT1.1B nas folhas de
plantas fertilizadas com N (Zhou et al., 2021). No entanto, as folhas bandeira das
plantas tratadas com Se cultivadas sob eCO2 apresentaram aumento na concentragao
de N e na expressao do gene transportador de nitrato OsNRT1.1B em comparagao
com as plantas n&o tratadas com Se (Figuras 3 e S4). E provavel que isso leve a
maiores teores de N, aminoacidos e proteina em grdos de plantas tratadas com Se
em comparagao com aquelas nao tratadas sob eCO2. A preponderancia de correlagéo
positiva entre massa de grdaos e concentracdo de proteina, que foi observada
especificamente em plantas tratadas com Se, é consistente com a ideia de que o Se
altera o metabolismo do nitrogénio (Figura 6). Juntos, esses achados indicam que a
pratica da fertiizacdo com Se pode contribuir para a mitigacdo das mudangas
climaticas, uma vez que permite a manutencado da qualidade nutricional do grao de

arroz em resposta as condigdes de eCOo.
5. CONCLUSOES
A combinagdo de Se com eCO2promove ganhos quantitativos na

fotossintese, biomassa e rendimento de grédos de plantas de arroz semelhante ao

tratamento com eCO2 (Figura S7). O aumento de A por eCO2 ocorre sem efeito
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em gs e sem sinal de aclimatacao da capacidade fotossintética do arroz. No geral, os
resultados indicam que a reducao nos niveis de macronutrientes e micronutrientes sob
eCO2 ndo se manifesta em gréos de arroz fertilizados com Se, efeito que pode ser
atribuido ao aumento da expressao de genes associados ao transporte de nutrientes
em raizes e folhas bandeira (Figura S7). Além disso, o Se regula positivamente o
acumulo total de proteina no grao de arroz sob eCO2 em comparagédo com aCOz,
indicando que a fertilizacgdo com Se é uma opc¢ao adequada para preservar as
concentracbes de proteina em um futuro com aumento da concentragdo de
CO2 atmosférico (Figura S7). Notavelmente, o aumento nas concentragdes de Se nas
raizes, folhas bandeira e graos, resultante da fertilizagcdo com Se, ocorre independente
das condi¢des de CO,, indicando que o eCO, nao altera o equilibrio entre a absorgéo
de Se pelas raizes, o seu transporte e a eficiéncia no uso. Estudos adicionais sao
necessarios para avaliar a aplicabilidade dessas descobertas em outras cultivares de

arroz.
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Figura 1. Efeitos dos tratamentos com Se e COg, isoladamente e em combinagao,
sobre os parametros fisioldgicos das folhas de arroz. a Fendétipo de plantas de arroz
cultivadas por 90 dias sob tratamentos com Se e COz2. A barra de escala representa
30 cm. b Taxa de assimilacéo liquida de CO2. ¢ Concentragao interna de CO2. d Con-
dutancia estomatica. e Taxa de transporte de elétrons. f Clorofilas totais. g Carotenoi-
des totais. Os asteriscos indicam médias estatisticamente diferentes entre plantas ndo
tratadas e tratadas com Se nas mesmas condi¢des de CO2 (P < 0,05). Hashtags indi-
cam médias estatisticamente diferentes entre plantas cultivadas sob aCO2 e eCO2
dentro do mesmo tratamento de Se (P < 0,05). Os valores sao médias + erro padrao
(n = 18).
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Figura 2. Efeitos dos tratamentos com Se e COg, isoladamente e em combinagao,
sobre caracteristicas agronémicas de plantas de arroz. a Rendimento de gréos por
planta. b Nuomero de paniculas por planta. c NUmero de graos por
planta. d Porcentagem de graos preenchidos. e Biomassa de graos
individuais. f indice de colheita. g Biomassa de raiz. h Biomassa de
colmo. i Biomassa de folhas. j Altura da planta. k Area foliar. | Nimero de folhas. Os
asteriscos indicam médias estatisticamente diferentes entre plantas nao tratadas e
tratadas com Se nas mesmas condigdes de CO2 (P < 0,05). Hashtags indicam médias
estatisticamente diferentes entre plantas cultivadas sob aCO2 e eCO:2 dentro do
mesmo tratamento de Se (P < 0,05). Os valores sao médias * erro padrao (n = 18).
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Figura 3. Efeitos dos tratamentos com Se e CO2, isoladamente e em combinacao, na
expressao génica de plantas de arroz. Niveis de expresséo relativa de OsSULTR1,2,
OsPT2, OsNIP2.1, OsNRT1.1B, OsZIP4, OsZIP6, OsIRT1 e OsHAKS tanto na folha
quanto na raiz. Os asteriscos indicam médias estatisticamente diferentes entre plantas
nao tratadas e tratadas com Se nas mesmas condi¢des de CO:2 (P < 0,05). Hashtags
indicam médias estatisticamente diferentes entre plantas cultivadas sob aCO2 e eCO2
dentro do mesmo tratamento de Se (P < 0,05). Os valores sédo médias £ erro padréao
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Figura 4. Efeitos dos tratamentos com Se e CO2, isoladamente e em combinagao, na
composi¢ao mineral dos graos. a Nitrogénio total. b Fésforo. ¢ Potassio. d Ferro. e
Zinco. f Enxofre. g Calcio. h Cobre. i Magnésio. j Manganés. k Boro. | Selénio. Os
asteriscos indicam médias estatisticamente diferentes entre plantas nao tratadas e
tratadas com Se nas mesmas condi¢oes de CO:2 (P < 0,05). Hashtags indicam médias
estatisticamente diferentes entre plantas cultivadas sob aCO2 e eCO2 dentro do
mesmo tratamento de Se (P < 0,05). Os valores sao médias * erro padrao (n = 14).
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Figura 5. Efeitos dos tratamentos com Se e COz2, isoladamente e em combinacao, nas
concentracdes de proteinas e aminoacidos no grao de arroz. a Albumina. b Globulina.
¢ Prolamina. d Glutelina. e Proteina total. f Aminoacido total. Dentro de um painel,
barras com letras diferentes sao significativamente diferentes em a = 0,05. A analise
de variancia para o efeito do selénio (Se) e CO2 também é mostrada junto com o valor
de p, onde um valor de p menor que 0,05 representa que o fator ou ambos os fatores
(Se x CO2) afetam o resultado. Os dados sdo média + erro padréo (n = 12).
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micronutrientes e macronutrientes na folha e raiz de plantas de arroz. As quantidades
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representa que o fator ou ambos os fatores (Se x CO2) afetam o resultado. ¢
Regressoes lineares para as relagdes entre concentragdes de nutrientes no grao e
massa individual do grdo em uma base de peso seco. *** P<0,001; ** P<0,01;* P<
0,05.
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Figura S1. Efeitos dos tratamentos com Se e CO2, isoladamente e em combinagao,
nas concentragdes de agucares soluveis e amido no grao de arroz. a Agucar soluvel.
b Amido. Os dados sdo média + erro padrao (n = 12).
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Figura S2. Efeitos dos tratamentos com Se e COz, isoladamente e em combinacgao,
na rotatividade diurna do amido em folhas bandeira. a Amido no inicio do fotoperiodo.
b Amido no final do fotoperiodo. ¢ A diferenga entre o amido no inicio e no final do
fotoperiodo. A concentragdao de amido nas folhas bandeira foi analisada em amostras
colhidas no final da noite e no final do fotoperiodo em seis plantas por tratamento. Os
asteriscos indicam médias estatisticamente diferentes entre plantas nao tratadas e
tratadas com Se nas mesmas condigdes de CO2 (P < 0,05). Hashtags indicam médias
estatisticamente diferentes entre plantas cultivadas sob aCO2 e eCO2 dentro do
mesmo tratamento de Se (P < 0,05). Os valores sao médias * erro padrao (n = 18).
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Figura S3. Efeitos dos tratamentos com Se e CO2, isoladamente e em combinagao,
na area foliar especifica e na razdo parte aérea: raiz de plantas de arroz. a Area foliar
especifica. b razao parte aérea: raiz. Hashtags indicam médias estatisticamente
diferentes entre plantas cultivadas sob aCO2 e eCO2 dentro do mesmo tratamento de
Se (P < 0,05). Os valores sao médias * erro padrao (n = 18).
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Figura S4. Efeitos dos tratamentos com Se e CO2, isoladamente e em combinagao,
na composi¢ao mineral da folha. a Nitrogénio total. b Fosforo. ¢ Potassio. d Calcio. e
Magnésio. f Enxofre. g Zinco. h Ferro. i Manganés. j Cobre. k Boro. | Selénio. Os
asteriscos indicam médias estatisticamente diferentes entre plantas nao tratadas e
tratadas com Se nas mesmas condi¢des de CO2 (P < 0,05). Hashtags indicam médias
estatisticamente diferentes entre plantas cultivadas sob aCO2 e eCO2 dentro do
mesmo tratamento de Se (P < 0,05). Os valores sdo médias + erro padréo (n = 8).
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Figura S5. Efeitos dos tratamentos com Se e COz2, isoladamente e em combinacao,
na composigao mineral da raiz. a Nitrogénio total. b Fosforo. ¢ Potassio. d Calcio. e
Magnésio. f Enxofre. g Zinco. h Ferro. i Manganés. j Cobre. k Boro. | Selénio. Os
asteriscos indicam médias estatisticamente diferentes entre plantas nao tratadas e
tratadas com Se nas mesmas condi¢oes de CO2 (P < 0,05). Hashtags indicam médias
estatisticamente diferentes entre plantas cultivadas sob aCO2 e eCO2 dentro do
mesmo tratamento de Se (P < 0,05). Os valores sdo médias + erro padréo (n = 8).



Tabela S1. Sequéncias de primers usadas para analise RT-gPCR

Nome Oligo Sequéncia 5 —3’
OsPT2 PT2-F CACAAACTTCCTCGGTATGCT
PT2-R GAAACCCCACAAATCCACAAC
OsNIP2.1 NIP2.1-F GGGGCAATTTCAGGTGGATCG
NIP2.1-R TTCTGGGAGGAGCCTTCCTT
OsNRT1.1B NRT1.1B-F GGCAGGCTCGACTACTTCTA
NRT1.1B-R AGGCGCTTCTCCTTGTAGAC
OsSULTR1;2  SULTR1,2-F TCAAAGAAGAACCCGCTAGATT
SULTR1,2-R GCAATTCCAAGGAAGCCTTTAA
OsZIP4 ZIP4-F CAGGGTTGTCTCCCAGGTTC
ZIP4-R GGAGATCGACCAGGGACATG
OsZIP6 ZIP6-F CGAGGAGGAAGCAGAAGATG
ZIP6-R TGTCACCGAGAACATTACGC
OsIRT1 IRT1-F TCGTTCAGGTCCTCGAGATAG
IRT1-R ACATCTGGTGGAAGCACATC
OsHAKS HAKS5-F CATTGTGGACTATTTTGAAAGAA
HAK5-R GGAGAACTACAGAAAAGCCAATC
OsUBQ5 UBQ-F ACCACTTCGACCGCCACTACT
UBQ-R ACGCCTAAGCCTGCTGGTT
OsACTIN1 Actin1-F TGGATTGGAGGATCCATCTTGGC
Actin1-R CCTTGGCAATCCACATCTGCTG
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CAPITULO II - EFEITO DO SELENIO E DA CONCENTRAGAO ELEVADA DE
DIOXIDO DE CARBONO NO DESENVOLVIMENTO DA RAIZ DE PLANTULAS DE

ARROZ
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RESUMO

O arroz (Oryza sativa L.) € uma cultura essencial para grande parte da populagao
mundial e utilizada como planta modelo para estudos de monocotiledéneas. O selénio
(Se) quando aplicado em baixas concentragdes pode modular o crescimento da raiz
de pléantulas de arroz. Contudo, os efeitos do Se em condicbes de elevada
concentragao de dioxido de carbono (eCO,) permanecem pouco compreendidos. Este
estudo investiga a interagdo entre Se e o eCO, na modulagdo da arquitetura do
sistema radicular e no desenvolvimento de plantulas de arroz. A aplicagao de Se
resultou no alongamento da raiz primaria, acompanhado por redugdo no numero e
comprimento das raizes laterais. Um decréscimo na concentragdo de auxina nas
raizes tratadas com Se foi observado em comparagao aos demais tratamentos. Além
disso, 0 Se aumentou a expressédo de genes de resposta a auxina sob aCO,, mas
reduziu essa expressao sob eCO,. Também foi observado um aumento nas
concentragdes de agucares soluveis na folha e raiz de plantulas tratadas com Se nas
duas concentracdes de CO:2 avaliadas. Por outro lado, o eCO, aumentou o volume
radicular, os niveis de auxina, acgucares soluveis e proteinas nas raizes,
independentemente do tratamento com Se. A interacéo entre Se e eCO,, intensificou
o crescimento das raizes primarias e laterais, e a altura da parte aérea, superando os
efeitos isolados de ambos os fatores. A arquitetura do sistema radicular melhorada e
as alteragdes anatdmicas observadas na combinacao de Se e eCO:2 foram associadas
a maior disponibilidade de agucares soluveis, atividade de expansinas e dos niveis de

auxina.

Palavras-chave: Oryza sativa L.; Crescimento radicular; Metabolismo primario;

Auxina.
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ABSTRACT

Rice (Oryza sativa L.) is a staple crop for a significant portion of the global population
and serves as a model for monocotyledon studies. Selenium (Se), when applied at low
concentrations, can modulate root growth in rice seedlings. However, the effects of Se
under elevated carbon dioxide concentration (eCO,) remain poorly understood. This
study investigates how Se and eCO, interact to alter root system architecture and
seedling development in rice. The application of Se resulted in primary root elongation,
accompanied by a reduction in the number and length of lateral roots. A decrease in
auxin concentration was observed in Se-treated roots compared to other treatments.
Additionally, Se increased the expression of auxin-responsive genes under ambient
CO, (aCO0O,) but reduced this expression under eCO,. Soluble sugar concentrations in
leaves and roots were higher in Se-treated seedlings under both CO, conditions. On
the other hand, eCO, increased root volume, auxin levels, soluble sugars, and protein
content in roots, regardless of Se treatment. The interaction between Se and eCO,
enhanced primary and lateral root growth, root volume, and shoot height, surpassing
the individual effects of each factor. Improved root system architecture and anatomical
changes observed under the combined Se and eCO, treatment were associated with

greater availability of soluble sugars, expansin activity, and auxin levels.

Keywords: Oryza sativa L.; Root growth; Primary metabolism; Auxin.
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1. INTRODUGAO

O arroz (Oryza sativa L.), além de ser uma das culturas basicas para 67% da
populagdo mundial (Senapati et al., 2022), € também reconhecido como um modelo
de estudo para as monocotileddneas (Li et al., 2021). O sistema radicular das plantas
de arroz é composto por raizes embrionarias, que incluem raiz da coroa (RC) e raiz
primaria (RP), e por raizes pds-embrionarias, conhecidas como raizes adventicias
(RA). As RC e RP formam a maior parte do sistema radicular durante os estagios
iniciais de desenvolvimento do arroz, entretanto durante a fase de maturidade séo as
RA que assumem predominancia no sistema radicular funcional da planta (Sharma et
al., 2021). Ademais, o alongamento das RC pode proporcionar uma vantagem de
crescimento e impactar no rendimento dos graos de arroz, uma vez que contribuem
para a formacao de uma estrutura de suporte mecanico e de expansao. Essa estrutura
permite a emergéncia das RA e dos pelos radiculares, aumentando assim a absorg¢ao
de agua e nutrientes (Dubrovsky e Laskowski, 2017). Portanto, os diferentes tipos de
raizes assumem funcgdes diversas na area de superficie radicular ativa, que variam
conforme o estagio de desenvolvimento da planta de arroz.

Durante o processo de enraizamento, as raizes adquirem uma configuragéo
tridimensional, conhecida como arquitetura do sistema radicular (ASR), determinada
pela posi¢do, numero, comprimento e angulos de crescimento das raizes (Rogers e
Benfey, 2015). A ASR é moldada pelo proprio gendtipo e pelos diferentes ambientes
de crescimento, especialmente em condicbes ambientais variaveis e muitas vezes
imprevisiveis. Essas alteracdes resultam em padrbées de ramificacdo continuamente
ajustados para explorar o solo em busca de recursos hidricos e nutricionais (Freschet
et al.,, 2021). Apesar de reconhecermos o papel crucial das raizes para o
desenvolvimento das plantas, € notavel que tenham recebido menos atencdo que os
tecidos da parte aérea. Deste modo, compreender 0s mecanismos que governam a
ASR pode fornecer informagdes cruciais sobre como as plantas de arroz ajustam suas
caracteristicas radiculares para melhorar o rendimento das colheitas e otimizar o uso
das terras agricolas.

A divisdo e a expansao celular no meristema apical radicular sao
fundamentais para o crescimento da raiz principal das plantas (Koscielniak et al.,
2021). Por outro lado, as raizes laterais tém como origem células especificas

localizadas no periciclo, uma camada que envolve o estelo central da raiz, as quais
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detém a habilidade de retomar a divisdo celular (Schwartz et al., 2021). A ativacao
dessas células precursoras das raizes laterais ocorre por meio da sinalizagao e
flutuagdes nos niveis de auxina (Kawai et al., 2022). A auxina exerce um papel central
no controle do desenvolvimento e arquitetura radicular das plantas, coordenando o
alongamento das células radiculares, a formagao e ramificagdo das raizes laterais,
além da diferenciagao celular (Jan et al., 2024). Esse processo regula a formagao de
estruturas especializadas, como pelos radiculares, que ampliam significativamente a
area de superficie disponivel para a absorgédo de nutrientes e agua (Jan et al., 2024).
Essa regulagcdo é mediada pelo estabelecimento de um gradiente de auxina na raiz, o
qual depende da interagdo entre o local de biossintese, transporte, percepgao e
sinalizacdo desse hormoénio (Olatunji et al.,, 2017). Ademais, os processos de
formacéao das raizes sdo coordenados por outros horménios, como citocinina e etileno
(Yamoune et al., 2023). Evidéncias experimentais mostram que niveis elevados de
citocininas impactam negativamente o comprimento da raiz e o numero de raizes
laterais (Tiwari e Bhatia, 2020; Teixeira et al., 2024), enquanto plantas com niveis
reduzidos de citocininas aumentam a formagéo de raizes laterais (Werner et al.,
2003; Lohar et al., 2004). Essas alteragdes na morfologia radicular sao provocadas
pela modulagdo na propor¢cao de auxina induzida pelas citocininas. As citocininas
regulam a expressao dos genes PIN-FORMED (PIN), SHORT HYPOCOTYL 2 (SHY2)
e GRETCHEN HAGEN 3 (GH3.17), impedindo o acumulo de auxina necessario para
o inicio da formacdo de raizes laterais, e modulando a diferenciagdo celular
(Svolacchia et al., 2020; Li, 2021). Além disso, as citocininas sdo fundamentais para
a diferenciagao celular na raiz por meio da ativagdo da enzima de remodelagao da
parede celular EXPANSIN1 (EXP1) (Svolacchia et al., 2020). Portanto, essas
descobertas indicam que a interacdo entre auxina e citocinina é crucial para o
desenvolvimento das raizes.

O desenvolvimento da raiz adventicia também é regulado pela interagao entre
etileno e auxina. O tratamento com etileno ou com &acido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC) ativa a expressao dos transportadores de efluxo de auxina PIN3/7
(Lewis et al., 2011). Isso, por sua vez, intensifica o transporte de auxina e reduz a
formacao de raizes laterais (Lewis et al., 2011). A biossintese de auxina e etileno séo
influenciados pelo selénio (Se) (Malheiros et al., 2019). Embora o Se ndo seja
considerado um elemento essencial para as plantas, em concentragdes baixas (<10

mg L") tem o potencial de melhorar a eficiéncia da fotossintese, estimular a atividade


https://www.frontiersin.org/journals/plant-science/articles/10.3389/fpls.2022.836592/full#B48
https://www.frontiersin.org/journals/plant-science/articles/10.3389/fpls.2022.836592/full#B48
https://www.frontiersin.org/journals/plant-science/articles/10.3389/fpls.2022.836592/full#B31

59

antioxidante e influenciar a biossintese de hormdnios (Duan et al., 2019). Essas ag¢des
resultam em melhorias substanciais nos processos metabdlicos primarios e
secundarios das plantas, sobretudo em ambientes adversos (Dai et al., 2019). Além
disso, o Se pode modular a ASR das plantulas de arroz, promovendo o crescimento
da raiz primaria e reduzindo tanto o numero quanto o comprimento das raizes laterais.
Este efeito € mediado pela regulacédo de genes envolvidos na biossintese de auxina e
etileno, e no transporte de auxina (Malheiros et al., 2019). No tabaco, o tratamento
com Se resultou em um aumento significativo na transcricdo dos genes YUCCAS?,
YUCCA8 e YUCCAQY, associados a biossintese de auxina, e dos genes PIN71a, PIN1c
e PIN4, envolvidos no transporte de auxina (Luo et al., 2019). Esse estimulo
transcricional contribuiu para o crescimento da raiz primaria e aumentou o numero de
raizes laterais (Jia et al., 2018).

O Se aumenta a concentragdo de acgucares soluveis e modifica sua
distribuicdo nos diferentes tipos de raizes do arroz (Malheiros et al.,, 2019). Em
contraste com a auxina, que regula o crescimento celular exclusivamente através da
sinalizagdo, os agucares exercem influéncia sobre a expansao celular tanto como
sinais quanto como metabdlitos (Booker et al., 2010; Griffiths et al., 2016). Sairanen
et al. (2012) mostraram que o aumento da concentracao de glicose estimula a divisao
celular, o crescimento e a diferenciacao das células radiculares, por meio da indugao
da expressao de genes relacionados a biossintese e ao transporte de auxina. Isso
resultou em um maior comprimento da raiz, aumento no numero de raizes laterais e
no desenvolvimento de pelos radiculares em plantulas de Arabidopsis (Mishra et al.,
2009). Os acucares soluveis também desempenham um papel importante como sinais
mitogénicos, influenciando a transicéo das células do estagio G1 para S e regulando
os componentes moleculares do ciclo celular, como evidenciado pelo impacto da
disponibilidade de agucar na expressao da CICLINA D (CycD) (Riou-Khamlichi et al.,
2000). Alem disso, os agucares atuam como solutos osmoticamente ativos e como
substratos para a sintese de uma variedade de produtos, incluindo componentes
essenciais da parede celular necessarios para a expansao celular (Wang e Ruan,
2013; Thompson et al., 2017). Essas descobertas ressaltam a coagao entre agucares
e auxinas no crescimento e desenvolvimento radicular, fundamentais para a
manutencdo de uma rede coordenada de sinalizagcdo que favorece a expansao das
raizes e a tolerdncia das plantas a estresses ambientais. Diante das mudancas

climaticas previstas, compreender esses mecanismos € essencial para o
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desenvolvimento de praticas agricolas que promovam a adaptagao das plantas a
futuros cenarios de cultivo adversos.

As alteragdes no crescimento e desenvolvimento radicular sob condi¢cdo de
elevada concentracdo de dioxido de carbono (eCO2) assemelham-se as observadas
em plantas tratadas com solugbdes de agucares, devido a maior produgao de
fotoassimilados (Singh et al., 2014). O CO2na atmosfera tem aumentado desde 1750,
principalmente devido as atividades humanas, tais como mudanga no uso da terra
agricola e queima de combustiveis fosseis (Lal, 2021). A eCO2 pode impactar
diretamente o crescimento e desenvolvimento das plantas (Wei et al., 2021; Ziegler et
al. 2023). Entre essas mudancas, destaca-se o aumento significativo na biomassa
total, no comprimento e no volume das raizes principais e laterais. Além disso, ocorre
um aumento em alguns compostos especificos, como agucares soluveis totais,
carboxilatos totais e citrato, que permitem a adaptacéo das plantas a deficiéncia de
nutrientes ou ambientes toxicos (Dong et al., 2021). No entanto, os efeitos do eCO2
no crescimento e desenvolvimento das raizes, especialmente em relagao a fisiologia
de plantulas de arroz, ainda sao pouco compreendidos. Esta lacuna de conhecimento
dificulta a avaliagdo do impacto do aumento da biomassa acima do solo, causado pela
fertilizacdo com COz2, na melhoria das caracteristicas radiculares. Assim, compreender
0s mecanismos que regulam a ASR em resposta a eCO2 pode fornecer informacgdes
cruciais sobre como as plantulas de arroz ajustam suas caracteristicas radiculares
diante das condi¢des atmosféricas futuras.

Apesar de alguns estudos relatarem o efeito do Se no controle do crescimento
radicular de plantulas de arroz (Malheiros et al.,, 2019; Teixeira et al.,, 2024),
relativamente pouco se sabe sobre o efeito do Se sob condicboes de eCO2 no
crescimento das raizes. Considerando a relevancia das raizes para o
desenvolvimento vegetativo e reprodutivo das plantas, torna-se essencial elucidar os
mecanismos que governam o crescimento das plantulas de arroz em resposta ao Se
e a eCOs.. Este estudo propde a hipotese de que a interacédo entre Se e eCO2 pode
ter um impacto positivo no controle da ASR de plantulas de arroz, resultando em raiz
primaria mais longa e maior volume de raizes laterais. Espera-se que o efeito inibitorio
do Se na biossintese de auxina contribua para o alongamento da raiz primaria. Ao
mesmo tempo que a maior concentracdo de agucares nos tecidos das plantulas sob
eCO2 aumentaria a biossintese de auxina, favorecendo o crescimento das raizes

laterais. Assim, a interacdo entre Se e eCO, pode promover um equilibrio hormonal
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nas raizes, favorecendo tanto o alongamento da raiz primaria quanto o

desenvolvimento das raizes laterais.

2, MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e condigdes gerais de cultivo

Sementes de arroz (Oryza sativa L. ssp japonica ‘Oochikara’) foram tratadas
com hipoclorito de sédio 4 %, durante 5 minutos, lavadas com agua destilada e
colocadas para germinar em papel germitest. Os cartuchos de papel contendo as
sementes embebidas em agua foram mantidas no escuro, em camara de crescimento
noite/dia (Forma Scientific Inc, Ohio, USA), a 30° C. Quando as plantulas
apresentaram comprimento de raiz de aproximadamente 2 cm foram selecionadas e
transferidas para caixas de isopor com 0,700 L de capacidade, contendo solugéo
nutritiva modificada de Hoagland e Arnon (1950) % forca em pH 5,5, ou solugao de
Hoagland 2 forga acrescida de selenito de sédio (Na2SeO3) puro, a concentragéo de
10 uM (Malheiros et al., 2019). A solugao foi renovada diariamente e as plantulas
foram acondicionadas em camaras de topo aberto (1,4 m didmetro e 1,5 m altura)
montadas em casa de vegetagcdo e suplementadas com didéxido de carbono a
concentragéo de 410 (x 20) umol' CO2 mol* ar (ambiente) ou de 700 (+ 50) ymol-’
CO2 mol" ar (elevada), por cinco dias. As camaras de topo aberto foram instaladas
dentro de uma estufa com controle dindmico da temperatura do ar e intensidade de
luz naturalmente flutuante. O método usado para controlar a concentracéo de CO2 no

ar dentro das camaras de topo aberto foi relatado por Pimenta et al. (2022).

2.2. Crescimento das plantulas

Ao final do experimento, os parametros morfolégicos da raiz: comprimento,
numero de raizes laterais, numero de raizes adventicias, area superficial, diametro
médio e volume de raizes foram determinados por analise de imagens obtidas através
do programa WinRhizo Pro (Regent Instruments Inc; Québec, Canada), como descrito
por Zhu et al. (2005). Ademais, foi medido o comprimento da parte aérea e raiz,

utilizando uma régua graduada. Em seguida, o material vegetal foi colocado em estufa
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de circulagdo forgcada e mantidos a 70 °C, até atingirem o peso constante, para

obtencado da massa seca da raiz e parte aérea.

2.3. Determinagao dos niveis de metabdlitos

O procedimento de extragdo e quantificagdo das proteinas totais foram
realizados de acordo com a metodologia descrita por Reis et al. (2020), utilizando 50
mg de folha e raiz. A quantificacdo dos agucares soluveis, amido e aminoacidos totais
foram realizadas conforme Cross et al. (2006), utilizando as mesmas amostras usadas

para determinacao de proteinas totais.

2.4. Quantificagcao de selénio total

Amostras de folha e raiz coletadas apds cinco dias em camaras de topo aberto
foram secas em estufa de circulagdo forgada, a 60°C até atingir peso constante e
triturados em moinho do tipo Willey (CINELAB CE- 430; 8 Iaminas, 1725 rpm, peneira
de 20 mesh). Em seguida as amostras foram digeridas com HNOs3: HCIO4 (10:1, v/v)
e analisadas quanto a concentragao de selénio pelo método descrito por EI Mehdawi
et al. (2018).

2.5. Expresséao génica

A extracao do RNA total e a sintese de cDNA dos tecidos da raiz e da folha
de plantulas de arroz foram realizadas conforme Malheiros et al. (2019). Ensaios
quantitativos de PCR em tempo real foram realizados com uma mistura de cDNA,
SYBR Green Master Mix e primers para gene-especificos (Tabela S1) de acordo com
Schippers et al. (2008). As sequéncias de oligonucleotideos usadas para a expressao
de genes que regulam a expansao celular e a sinalizagdo de auxina (Os/AA3,
OslAA11, OsIAA20, OSEXPAS8, OsEXPA14, OsEXPB?2) foram obtidas de Malheiros et
al. (2019) e Zhang et al. (2022) (Tabela S2). O gene ACTIN foi usado como controle
endogeno para a normalizagao dos dados (Teixeira et al., 2021). O método 2-ACT foi

utilizado para a quantificagdo da expressao génica.
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2.6. Caracterizagao anatdomica

Seccgdes foliares retirados da regido mediana da folha e secc¢des radiculares
retirados da zona de diferenciacéo (5 cm da extremidade da raiz) foram fixados em
FAAS50 (formaldeido, acido acético e alcool), por 48h, sob vacuo, e estocados em
etanol 70 % (Johansen, 1940). A inclusdo do material em metacrilato (Historesin-
Leica) foi realizada de acordo com as recomendagdes do fabricante. O material
radicular foi seccionado tanto transversalmente quanto longitudinalmente, enquanto o
material foliar foi seccionado transversalmente usando um micrétomo rotativo de
avango automatico (modelo RM2155, Leica microsystems Inc., Deerfield, USA) com
5um de espessura, corado com azul de toluidina (O’Brien et al., 1964). As laminas de
vidro foram montadas com resina sintética (Permount, Fisher Scientific, Waltham,
MA). Os cortes foram observados ao microscopio de luz (modelo AX-70 TRF, Olympus
Optical, Tokyo, Japan) acoplado a camera fotografica digital (modelo Zeiss AxioCam
HRc, Gottinger, Germany) e microcomputador com o programa de captura de imagens
Axion Vision para analise estrutural.

As caracteristicas anatdmicas das folhas foram examinadas avaliando a aérea
das células buliformes e as espessuras de: lamina foliar, parénquima e epiderme na
face adaxial. As caracteristicas anatdbmicas da raiz foram avaliadas pelo comprimento
da célula, area da célula e numero de células corticais, didmetro da raiz, didametro do

cilindro vascular e pelas espessuras: da epiderme e do parénquima cortical.

2.7. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2x2, dois niveis de selenito de sodio (0 e 10 pyM) e duas
concentragdes de CO2 (410 e 700 umol' CO2 mol" ar). A unidade experimental foi
composta por 15 plantulas de arroz por caixas de isopor com quatro repeticdes por
tratamento. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA, P < 0,05).
Para os casos em que a interagao entre os niveis de selénio e as concentracdes de
CO: foi significativa realizou-se o desdobramento. As comparagdes entre médias
foram feitas utilizando-se o teste F (P < 0,05). Todas as analises foram realizadas com

auxilio do software R, versao 4.0.2.
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3. RESULTADOS

3.1. Regulacédo da arquitetura radicular de plantulas de arroz em resposta ao selénio

e elevada concentragdo de CO:>

Para investigar o efeito do Se nas condi¢des de CO:2 projetadas para o futuro
sobre a arquitetura das raizes, plantulas de arroz foram tratadas com 0 e 10 uM de
Se e cultivadas sob concentragdes de CO2 de 400 e 700 ppm. As observagdes visuais
e analises morfologicas revelaram que o comprimento da raiz primaria aumentou
significativamente com a aplicagéo de 10 uM de Se, em comparagao com as pléantulas
que nao receberam Se, independente da concentragdo de CO2 avaliada (Figura 1a-
b). Em contrapartida, a suplementagao com Se em plantulas expostas a aCOz2 reduziu
o comprimento total das raizes laterais (33%), o volume radicular (26%), o numero de
raizes (23%) e a altura da parte aérea (13%), em comparagao com as plantulas nao
tratadas com Se sob aCO:2 (Figura 1c-f). A condicdo de eCO2 aumentou o
comprimento da raiz primaria (6%), o comprimento total das raizes laterais (40%), o
volume da raiz (24%), o numero de raizes (37%) e a altura da parte aérea (20%) em
plantulas tratadas com Se, em comparagao com as plantulas tratadas com Se sob
aCO:z2 (Figura 1a-f). A condi¢cado de eCO2 também aumentou o volume radicular (8,5%)
em plantulas ndo tratadas com Se, em relagdo as plantulas que nao receberam Se
sob aCO:2 (Figura 1d). A relagao parte aérea/raiz reduziu significativamente com a
aplicacao de 10 uM de Se, em comparacgao com as plantulas que nao receberam Se,

independente da concentracao de CO2 avaliada (Figura 19).

3.2. Efeito do selénio e da elevada concentracdo de CO:2 na biossintese de

hormonios e no metabolismo primario das plantulas de arroz

Para investigar se o Se modifica o desenvolvimento das raizes primarias e
laterais alterando a biossintese de auxina e citocinina, as concentragées de IAA,
zeatina e isopenteniladenina foram quantificadas nas raizes do arroz. Houve um
aumento na concentracao de IAA em raizes de plantulas de arroz sob eCO2 em
comparagao com as raizes sob aCOg, independentemente do tratamento com Se

(Figura 2a). Em contrapartida, uma redugao nas concentragées de IAA foi observada
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em raizes tratadas com Se, em relacdo as raizes ndo tratadas com Se,
independentemente das concentragées de CO2 (Figura 2a). Nao houve diferencas
significativas para zeatina e isopenteniladenina nas raizes de plantulas de arroz entre
os tratamentos avaliados (Figura 2b-c).

Para entender como o Se e eCO: influenciam o desenvolvimento das raizes
primarias e laterais, quantificou-se a expressado de genes relacionados a sinalizagao
da auxina e a expansao celular nas raizes de plantulas de arroz. Houve uma interagao
Se x COz2 significativa para a expressado dos genes de resposta a auxina e genes
envolvidos na expanséo celular (Figura 3a-f). A suplementagdo com Se em plantulas
expostas a aCO2 aumentou significativamente os niveis de transcritos dos genes de
resposta a auxina (Os/AA3, OslAA11 e OslIAA20) nas raizes, tanto em relagdo as
raizes nao tratadas com Se sob aCO, quanto em relagdo as tratadas com Se sob
eCO, (Figura 3a-c). Em contraste, a presenga de Se sob condi¢des de eCO2 reduziu
a expressao dos genes de resposta a auxina, em comparagao com as plantulas néao
tratadas com Se sob eCO:2 (Figura 3a-c). Por outro lado, os genes envolvidos na
expansao celular (OsEXPAS8, OsEXPA14 e OsEXPBZ2) foram regulados positivamente
em raizes tratadas com Se sob eCOz2, tanto em relagéo as raizes nao tratadas com
Se sob eCO, quanto em relacao as tratadas com Se sob aCO, (Figura 3d-f).

Os efeitos da fertilizacdo com Se e das diferentes condicbes de CO2 nas
concentracbes de acgucar, amido, proteina e aminoacidos nas folhas e raizes de
plantulas de arroz foram também determinados. A fertilizacdo com Se resultou em um
aumento na concentragao de agucar soluvel e amido na folha, assim como de agucar
soluvel na raiz, sob ambas as condi¢cbes de CO2 avaliadas, em relacédo as plantulas
nao tratadas com Se (Figura 4a-b). No entanto, o tratamento com Se resultou em uma
reducao na concentragao de proteina nas folhas de plantulas sob aCO:2 (23%) e eCO2
(38%), em comparagao com as nao tratadas com Se dentro de cada condigao de COz2
(Figura 4c).

Houve uma interagdo significativa entre Se e CO2 nas concentragcbes de
agucar soluvel e amido nas raizes de plantulas de arroz (Figura 4a-b). Um aumento
de 13% na concentragcao de agucar soluvel e 26% na concentragcdo de amido foi
observado nas raizes de plantulas nao tratadas com Se e cultivadas sob eCO2 em
comparagao com aquelas cultivadas sem o tratamento com Se sob aCO:2 (Figura 4a-
b). A concentragcdo de agucar soluvel aumentou nas raizes de plantulas tratadas com

Se sob eCO2, em comparagdo com aquelas tratadas sob aCO:2 (Figura 4a). No
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entanto, o tratamento com Se sob eCOz2 resultou em uma diminuicado de 16% na
concentracdo do amido nas raizes, quando comparado com as raizes de plantulas
nao tratadas com Se sob eCOz2 (Figura 4b).

Sob eCOz, foi observado uma redugéo significativa na concentragao total de
proteina presente na folha e de aminoacidos nas raizes, independentemente do
tratamento com Se, em relagédo as condigdes de aCO:2 e correspondente tratamento
com Se (Figura 4c-d). Em contraste, as raizes de plantulas tratadas e n&o tratadas
com Se sob eCO2 apresentaram aumentos de 50% e 31% na concentragao total de
proteinas, respectivamente, quando comparadas as plantulas cultivadas sob aCO2
(Figura 4c).

Dada a evidéncia de que plantas expostas a eCO2 apresentam maiores
concentragdes de agucares soluveis (Saksena e Laxmi, 2021), e que esses agucares
funcionam como moléculas sinalizadoras que regulam a transcricido génica e o
crescimento das plantas por meio de interagdes com hormédnios (Mishra et al., 2022),
foi quantificado as concentragdes de glicose, frutose e sacarose nas folhas e raizes
das pléantulas de arroz. Observou-se que a concentragao de glicose na folha foi maior
sob eCO2 em comparagdao com aCOz2, independentemente do tratamento com Se
(Figura 5a). Na raiz, o tratamento sob eCOz2 resultou em um aumento de 150% na
concentracao de glicose nas plantulas de arroz nao tratadas com Se, em comparagao
as plantulas nao tratadas com Se sob aCOz2 (Figura 5a). Por outro lado, ndo foram
observados efeitos significativos do CO, nas concentracdes de frutose e sacarose
(Figura 5 b-c). Além disso, o tratamento com Se resultou em aumento significativo nas
concentracbes de frutose e sacarose tanto na folha quanto na raiz, bem como
aumentou a concentracido de glicose na folha de plantulas de arroz sob ambas as
concentragbes de CO2 em comparagdo com aquelas nao tratadas com Se (Figura 5a-
C).

Os resultados também mostraram um aumento significativo na concentracao
de Se nas folhas e raizes de plantulas tratadas com Se dentro de cada condicao de
CO2 (Figura 5d). No entanto, ndo foram observadas diferengas significativas na
concentracdo de Se nas folhas e raizes de plantulas de arroz entre as condicido de

CO2 ambiente e elevado (Figura 5d).

3.3 Alteragbes anatdmicas na folha e raiz de plantulas de arroz sob elevada
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concentracado de COz2 e selénio

O tratamento com Se modificou a anatomia radicular das plantulas de arroz
mantidas sob ambas as concentragdes de CO2 avaliadas (Figura 6a-d). As células do
coértex na zona de diferenciagao da raiz de plantulas tratadas com Se apresentaram
maior comprimento e area (Figura 6a-c). Isso resultou em um menor numero de
células quando avaliadas longitudinalmente, em comparagdo com aquelas que néo
receberam o tratamento com Se dentro de cada condigdo de CO:2 (Figura 6d). Sob
eCOz2, a area das células do cértex da zona de diferenciacao da raiz aumentou 30%
em plantulas nao fertilizadas com Se e 22% nas fertilizadas com Se, em comparagao
com aCOz e correspondente tratamento com Se (Figura 6c¢).

O Se afetou o didmetro da zona de diferenciacéo da raiz sob aCOz2, reduzindo
em 10% em comparagao com as raizes nao tratadas com Se sob aCO:2 (Figura 7a-b).
A condigédo de eCO2 aumentou o didmetro da raiz, o didmetro do cilindro vascular e a
espessura da epiderme na zona de diferenciagdo de raizes, tanto em plantulas
tratadas com Se quanto as nao tratadas com Se, em comparacdo com as plantulas
sob aCO: e respectivo tratamento com Se (Figura 7a-d). A espessura do parénquima
cortical aumentou em 25% sob eCO2 apenas em plantulas tratadas com Se, em
comparagao com aquelas tratadas com Se sob aCO:2 (Figura 7e).

No geral, a anatomia foliar de plantulas de arroz submetidas ao tratamento
com Se e diferentes concentragdes de CO2 n&o apresentou variagdes significativas
(Figura S1). A excecgao foi a area das células buliformes, que se mostrou maior nas
plantulas sob eCO2 em ambos os tratamentos com Se, em comparagao aquelas sob

aCOz e respectivo tratamento com Se (Figura S1b).

4. DISCUSSAO

O desenvolvimento adequado da arquitetura radicular é essencial para a
eficiéncia na absor¢do de agua e minerais pelas plantas, sendo regulado por
hormdnios, com destaque para a auxina, que promove o0 alongamento e a divisdo
celular, contribuindo para a formacado das raizes laterais (Jan et al., 2024). Esse
controle € mediado pelo gradiente de auxina na raiz, que depende da interagao entre
sua biossintese, transporte, percepc¢ado e sinalizagado (Olatunji et al., 2017). No

presente estudo, o tratamento com Se reduziu significativamente a concentracao de
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auxina da raiz, independentemente das condi¢cdes de CO, (Figura 2a). Em contraste,
a expressdao dos genes OslIAA3, OslAA11 e OslAA20, pertencentes a familia
AUXIN/INDOLE-3-ACETIC ACID (AUX/IAA), apresentou padrbes distintos: foi
aumentada pelo Se sob aCO, e reduzida sob eCO, (Figura 3a-c). Essas proteinas
atuam como reguladores negativos da auxina, inibindo a divisao celular do periciclo e,
consequentemente afetando a formagédo de raizes laterais (Bao et al., 2024). Sob
aCO.,, as plantulas tratadas com Se apresentaram raizes primarias mais longas, mas
raizes laterais mais curtas e em menor numero (Figura 1a, b, e). Esses dados sugerem
que o aumento na expressdo dos genes AUX/IAA induzido pelo Se reduz a
concentracado de auxina nas raizes, ativando vias que favorecem o alongamento da
raiz primaria (Figura 1b), enquanto inibe o crescimento das raizes laterais (Figura 1c,
e). Em contraste, a combinacéo de Se e eCO, aumentou tanto o comprimento da raiz
primaria quanto o comprimento e numero de raizes laterais (Figura 1a, b, €), sugerindo
que, sob eCO,, o alongamento da raiz primaria de plantulas tratadas com Se parece
ser regulado por mecanismos adicionais, possivelmente independentes das vias
tradicionais de sinalizagao e resposta a auxina.

Um dos mecanismos que pode explicar o aumento do crescimento radicular
em plantulas tratadas com Se e eCO, é a atividade das expansinas, proteinas que
facilitam o relaxamento da parede celular, promovendo o alongamento celular e o
crescimento das raizes (Cosgrove, 2016). Consistente com essa hipotese, as raizes
suplementadas com Se e eCO, apresentaram aumento significativo na expresséo dos
genes OSEXPAS8, OsEXPA14 e OsEXPB2 em relacao a plantas tratadas isoladamente
com Se ou eCO, (Figura 3d-f). Embora as citocininas sejam conhecidas por ativar
expansinas e promover a diferenciacao celular (Svolacchia et al., 2020), os niveis de
zeatina e isopenteniladenina permaneceram inalterados entre os tratamentos (Figura
2b-c). Outros hormdnios também regulam a expansao da parede celular. A auxina,
por exemplo, estimula a atividade das bombas de prétons H*-ATPase na membrana
plasmatica, que transportam prétons para a matriz da parede celular, promovendo a
acidificagéo do apoplasto e, assim, ativando as expansinas (Majda e Robert, 2018).
Ensaios realizados por Arru et al. (2008) sugerem ainda uma interagéo entre agucares
e auxina na regulagao das expansinas em tomateiro, mostrando que a sacarose ativa
a auxina, que, por sua vez, promove a produgdao ou ativagdo dessas proteinas.

Alinhados com essa observacdo, os resultados encontrados indicam que a
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combinacao de Se e eCO, aumentou a concentracdo de agucares soluveis nas raizes,
elevou a expressdo de genes relacionados as expansinas e resultou em maior
concentragcado de auxina (Figuras 2a, 3d-f e 4a). Esse conjunto de alteragdes sugere
que a interacao entre agucares, auxina e expansinas € um fator chave para o aumento
do crescimento da raiz primaria em plantulas de arroz tratadas com Se e cultivadas
sob eCO,.

A exposig¢ao ao eCO, nao impactou significativamente o comprimento da raiz
primaria, a altura da parte aérea, o comprimento e o0 numero de raizes laterais das
plantulas de arroz nao tratadas com Se, quando comparado as plantulas expostas
somente a aCOz2 (Figura 1). A fertilizacdo com CO2 é conhecida por estimular a
fotossintese em plantas C3, o que, em geral, promove o crescimento vegetal
(Sanchez-Lucas et al., 2023). No entanto, as plantulas de arroz ndo tratadas com Se
sob eCO2 ndo exibiram alteragées no crescimento, possivelmente devido ao curto
periodo de exposi¢cao ao eCO:2 (5 dias) e ao estagio inicial de desenvolvimento das
plantulas. Por outro lado, a combinacé&o de Se e eCO:2 resultou em aumentos mais
acentuados na altura da parte aérea, no comprimento da raiz primaria e no
comprimento, numero e volume das raizes laterais, em comparagao com as plantulas
de arroz tratadas com Se sob aCOz (Figura 1a-f). Além disso, o comprimento da raiz
primaria e o numero de raizes laterais foram maiores no tratamento combinado de Se
e eCO2 em relagao as plantulas n&o tratadas com Se sob eCO2 (Figura 1b, €). Esses
achados indicam que a combinacdo de Se e eCO:2 promove uma morfologia
aprimorada das plantulas de arroz em comparacao as tratadas com Se sob aCO:2 ou
apenas com eCOz2. Diversos fatores podem explicar este resultado. Primeiramente,
uma possivel explicagdo se relaciona ao aumento da concentragdo de auxina nas
raizes sob eCOz2, independentemente do tratamento com Se (Figura 2a). Estudo
anteriores com Festuca arundinacea e Arabidopsis thaliana mostraram que o
crescimento radicular induzido pelo eCO, esta associado a uma maior expressao dos
genes relacionados a biossintese e ao transporte de auxina, bem como ao aumento
da concentragdo desse horménio nas raizes (Hachiya et al., 2014; Fan et al., 2022).
Os resultados do presente estudo corroboram essas evidéncias, sugerindo que o
eCO, modula tanto a biossintese quanto a expressao de genes de resposta a auxina,
promovendo alteragdes no crescimento e desenvolvimento do sistema radicular.

Outra explicagao para a melhoria na morfologia das plantulas de arroz sob

tratamento combinado de Se e eCO, envolve a interagdo entre as vias de sinalizagao
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de acucares e hormoénios. As auxinas, por exemplo, interagem com os agucares na
regulacdo da expansao, proliferacdo e diferenciacdo celular (Mishra et al., 2022).
Sabe-se que moléculas como sacarose e glicose atuam como sinalizadores, induzindo
a expressao de genes que promovem a progressao do ciclo celular e a divisédo celular
(Riou-Khamlichi et al., 2000). Além disso, estudos mostraram que o aumento de
glicose, frutose e sacarose nas raizes e na parte aérea de plantulas de arroz tratadas
com Se modula o crescimento das raizes laterais por meio da agdo da auxina
(Malheiros et al., 2019). Esses achados indicam que concentragdes mais elevadas de
agucares soluveis e de auxina em plantulas tratadas com Se em combinagdo com
eCO, (Figuras 2a e 4a) podem explicar o crescimento acentuado tanto da parte aérea
quanto da arquitetura do sistema radicular de arroz (Figura 1).

A combinagédo de Se com eCO2 também impactou a concentragdo de
proteinas totais nas raizes e folhas das plantulas de arroz. Foi observado que a
concentragédo de proteinas totais aumentou nas raizes e foi reduzida nas folhas sob
tratamento combinado (Figura 4c). Esse padrao pode ser explicado por um maior
investimento em 6rgaos subterrdneos para aumentar a aquisigao de recursos do solo.
Raizes dependem dos assimilados provenientes da parte aérea e seu
desenvolvimento pode ser significativamente afetado por diferentes concentragées de
CO, e nitrogénio (Cohen et al., 2018). O aumento na concentragdo de agucares nas
raizes sob eCO, sugere um redirecionamento de recursos para essa parte da planta,
resultando em maior sintese de proteinas. Além disso, o eCO, pode melhorar a
eficiéncia no uso de nitrogénio, facilitando sua assimilagéo pelas raizes e contribuindo
para uma maior producao de proteinas (Li et al., 2017). Por outro lado, o Se regulou
negativamente o desenvolvimento da parte aérea e a concentragao de proteinas nas
folhas de plantulas de arroz sob aCO, (Figuras 1 e 4c). Essa reducao pode estar
relacionada ao impacto do Se no metabolismo de nitrogénio. A sintese de proteinas é
um processo energeticamente custoso e pode ser priorizada em condigdes de alta
disponibilidade de carbono (Ishihara et al., 2015). A manutengdo dos niveis de
aminoacidos totais, 0 aumento dos agucares soluveis e a redugao das proteinas totais
nas folhas podem refletir uma resposta adaptativa ao Se, direcionando recursos para
otimizar o crescimento radicular em detrimento do desenvolvimento foliar. No entanto,
o0 aumento do crescimento foliar no tratamento combinado de Se e eCO, parece ter
diluido a concentracao de proteinas na parte aérea, resultando em uma reducao nas

proteinas totais observada nas folhas (Figuras 1 e 4c).
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A fertilizagdo com Se aumentou o acumulo de agucares soluveis nas folhas e
raizes de plantulas de arroz cultivadas sob aCOz, enquanto os niveis de proteina total
e amido nas raizes permaneceram inalterados (Figura 4a-c). Esse acumulo de
acucares pode estar relacionado ao menor consumo de carbono observado nas
plantulas tratadas com Se, conforme indicado pelo menor alongamento da parte aérea
e reducao no numero e comprimento das raizes laterais. Tais alteragdes morfologicas
podem estar associadas a uma menor demanda por energia para crescimento, o que
sugere um ajuste metabdlico promovido pelo Se para otimizar a utilizagao de recursos
em condi¢cdes de aCO,. De fato, Ribeiro et al. (2016) relataram que o Se pode atuar
como inibidor do ciclo do acido tricarboxilico (TCA), interrompendo processos
mitocondriais e limitando a utilizacdo de amido em Arabidopsis.

Um aspecto crucial do crescimento das plantas é o ajuste da particao da
biomassa para equilibrar as limitacdes impostas pelos recursos essenciais, como luz,
nutrientes e agua (Hutchings e John, 2004). A relagdo parte aérea/raiz (PA/R) é um
indice fundamental para avaliar a alocacdo de biomassa em plantas, refletindo
diretamente na competicdo e cooperacao entre raizes e parte aérea para adquirir os
recursos necessarios a sobrevivéncia e adaptagdo em ambientes variaveis e
complexos (Hermans et al., 2006). No presente estudo, observou-se uma redugao na
relacdo PA/R em plantulas de arroz tratadas com Se, independentemente das
condigbes de CO, (Figura 1g). Esse resultado sugere que o Se promove um maior
investimento em raizes, o que pode ser benéfico em situacbes de baixa
disponibilidade de agua ou nutrientes. No entanto, sob aCO,, o incremento no
comprimento da raiz primaria em plantas tratadas com Se nao foi suficiente para
aumentar o volume radicular, uma vez que o numero e o comprimento das raizes
laterais foram significativamente menores, assim como a altura da parte aérea, em
comparagao com plantas nao tratadas com Se (Figura 1). Por outro lado, as plantulas
suplementadas com Se e sob eCO, apresentaram melhorias significativas em todos
os parametros morfolodgicos avaliados, incluindo comprimento e niumero de raizes
laterais, volume radicular e altura da parte aérea (Figura 1). Embora a relagdo PA/R
tenha permanecido similar entre as concentragdes de CO,, o maior investimento em
raizes foi observado sob eCO,, indicando que a combinagao de Se e eCO, promove
um crescimento mais equilibrado e eficiente das plantulas.

O enriquecimento com CO, influenciou significativamente a anatomia

radicular das plantulas de arroz, promovendo um aumento no didmetro da raiz, no
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diametro do cilindro vascular, na area das células corticais € na espessura da
epiderme na zona de diferenciagédo, independentemente do tratamento com Se
(Figuras 6 e 7). Essas mudancgas estruturais parecem estar relacionadas a maior
disponibilidade de carbono em ambientes enriquecidos com CO,, visto que aumenta
a assimilacao de carbono e favorece a alocagdo de recursos para o crescimento
radicular (Ainsworth et al., 2006). Alinhados com essa observagao, as raizes tratadas
com eCO:2 apresentaram concentragbes mais elevadas de agucares soluveis (Figura
4a). O aumento na expressao dos genes de expansinas pode, em parte, também
explicar o crescimento e a expansao celular observados na zona de diferenciacao das
raizes em plantulas tratadas com Se sob eCO, (Figura 3d-f). Essa maior expressao
de genes relacionados a expansinas indica que a remodelag¢ao da parede celular pode
ser um dos principais mecanismos envolvido nas mudangas estruturais observadas
nas raizes tratadas com Se sob eCO,.

Estudos mostram que a auxina regula a expansao das células epidérmicas
das raizes, facilitando o crescimento de pelos radiculares (Huang et al., 2022), os
quais sédo essenciais na absorgéo eficiente de agua e nutrientes (Carminati et al.,
2017). Esses achados sao consistentes com os resultados deste estudo, uma vez que
0 aumento da concentragao de auxina na raiz foi acompanhado por um incremento na
espessura da epiderme e no volume radicular (Figuras 1d, 2a e 7d). Essas adaptagdes
anatbmicas parecem ser respostas adaptativas ao eCO,, redirecionando o carbono
para as raizes e otimizando a relacao parte aérea/raiz em plantulas de arroz. Embora
nao tenham sido observadas alteragdes significativas no didametro médio das raizes,
as modificacbes anatdmicas sugerem uma adaptacao estrutural que pode conferir
vantagens sob condi¢cdes de eCO:2 a longo prazo.

Outro achado relevante foi o0 aumento do comprimento e area das células
corticais nas raizes fertilizadas com Se, independentemente do tratamento com CO2
(Figura 6), que parece estar associada as concentragdes de agucares soluveis.
Ademais, o aumento na expressao dos genes OSEXPAS8, OsEXPA14 e OsEXPB2
também pode explicar parcialmente o maior crescimento celular observados nas
raizes tratadas com Se sob eCO,. No entanto, sao necessarios estudos adicionais
para elucidar completamente os mecanismos pelos quais o Se e o eCO, interagem
para promover melhorias nos parametros anatomicos na zona de diferenciacdo das

raizes em plantulas de arroz.
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Os resultados do presente estudo sao resumidos em um modelo apresentado
na Figura 8, no qual a aplicagao de Se influenciou o crescimento radicular de plantulas
de arroz de maneira distinta, dependendo da concentracédo de CO,. O tratamento com
Se sob aCO, provocou uma redugao nas concentragdes de auxina, resultando na
diminuicdo do numero e comprimento das raizes laterais em plantulas de arroz.
Paralelamente, a inibigdo da biossintese de auxina e o acumulo de agucares induzidos
pelo Se sob aCO, promoveram o aumento do comprimento da raiz primaria. Essa
inibicdo do crescimento das raizes laterais implica que os agucares sao utilizados mais
lentamente nas raizes de plantulas tratadas com Se sob aCO,. Por outro lado, a
combinacdo de Se com eCO, aumentou as concentragdes de auxina, agucares € 0
nivel de expressao das expansinas nas raizes, o que resultou em um maior numero e
comprimento das raizes laterais, aumento da area das células na zona de
diferenciagao e maior comprimento da raiz primaria. Além disso, o incremento das
concentracdes de agucares na parte aérea e nas raizes foi acompanhado por um

crescimento mais vigoroso das plantulas tratadas com Se e eCO..

5. CONCLUSOES

O Se desempenha um papel crucial na modulacdo da ASR das plantulas de
arroz, através da inibicdo da biossintese de auxina. Por outro lado, o eCO2zestimula o
crescimento radicular ao elevar a producdo de auxina e o acumulo de agucares
soluveis nas raizes do arroz. A combinacdo de Se e eCO2 melhora a ASR das
plantulas de arroz, em comparagao aos efeitos isolados desses tratamentos, a partir
das interagdes complexas entre a disponibilidade de agucares soluveis, atividade de
expansinas e os niveis de auxina. Além disso, a combinacdo de Se e eCO, induz
alteragdes anatdmicas e influencia a alocacao de biomassa entre raizes e parte aérea,
destacando-se como uma estratégia potencial para otimizar o desenvolvimento
radicular e a eficiéncia de uso de recursos em condigdes de ambiente enriquecido em
CO..
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Figura 1. Efeitos dos tratamentos com Se e COg2, isoladamente e em
combinagao, sobre parametros fisioldgicos de plantulas de arroz. a Fendtipo de
plantulas de arroz cultivadas por 5 dias sob tratamento com Se e CO:2. A barra
de escala representa 2 cm. b Comprimento da raiz primaria. ¢ Comprimento total
da raiz lateral. d Volume da raiz. e Numero de raizes laterais. f Altura da parte
aérea. g Relagcdo parte aéreal/raiz. Os asteriscos indicam médias
estatisticamente diferentes entre plantas nao tratadas e tratadas com Se nas
mesmas condi¢cdbes de CO2 (P < 0,05). Hashtags indicam médias
estatisticamente diferentes entre plantas cultivadas sob aCO:2 e eCO2 dentro do
mesmo tratamento de Se (P < 0,05). Os valores sao médias + erro padrao (n =
20).
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Figura 2. Efeitos dos tratamentos com Se e COg2, isoladamente e em
combinacdo, nas concentracdes de auxina, citocininas e selénio na raiz de
plantulas de arroz. a. IAA. b. Zeatina. c. N°®-(A?2 -isopentenil) adenina. Os
asteriscos indicam médias estatisticamente diferentes entre plantas nio tratadas
e tratadas com Se nas mesmas condi¢des de CO2 (P < 0,05). Hashtags indicam
médias estatisticamente diferentes entre plantas cultivadas sob aCO2 e eCO2
dentro do mesmo tratamento de Se (P < 0,05). Os valores sdo médias * erro
padrao (n = 6).



6
4
)
Lo
N
(@)]
o
S o0
©
® 6
(@]
(D
[72]
(7]
o
a 4
X
N
2
0

83

a OsIAA3 b OslAA11 c OsIAA20
Se 0.00 [ 1-Se| Se0.00 Se 0.00
C0O, 0.00 [J+se| |CO,0.00 CO, 0.00
Se x CO, 0.00 Se x CO, 0.00 Se x CO, 0.00
L L #* L #*
- — T
T T (e | L[] -
d OsEXPAS8 e OsSEXPA14 f OsEXPB2
Se 0.00 Se 0.00 Se 0.00
C0O, 0.00 C0O, 0.00 CO, 0.00
Se x CO, 0.00 Se x CO, 0.00 Se x CO, 0.00
[ #* ] [ #r* | #{*
TH | |
aCo, eCO, aCo, eCO, aCo, eCO,

Figura 3. Efeitos dos tratamentos com Se e COg2, isoladamente e em
combinagao, na expressao génica de raizes de plantulas de arroz. a Os/AA3. b
OslAA11. ¢ OsIAA20. d OSEXPAS8. e OSEXPA14. f OsEXPB2. Os asteriscos
indicam médias estatisticamente diferentes entre plantas nao tratadas e tratadas
com Se nas mesmas condi¢gées de CO2 (P < 0,05). Hashtags indicam médias
estatisticamente diferentes entre plantas cultivadas sob aCO2 e eCO2 dentro do
mesmo tratamento de Se (P < 0,05). Os valores sdo médias * erro padrao (n =

4).
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Figura 4. Efeitos dos tratamentos com Se e COg2, isoladamente e em
combinagao, sobre parametros metabdlicos de folhas e raizes de plantulas de
arroz. a Agucares soluveis. b Amido. ¢ Proteina total. d Aminoacido total. Os
asteriscos indicam médias estatisticamente diferentes entre plantas nao tratadas
e tratadas com Se nas mesmas condigbes de CO2 (P < 0,05). Hashtags indicam
médias estatisticamente diferentes entre plantas cultivadas sob aCO2 e eCO2
dentro do mesmo tratamento de Se (P < 0,05). Os valores sdo médias * erro
padrao (n = 6).
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Figura 5. Efeitos dos tratamentos com Se e COg2, isoladamente e em
combinagao, nas concentragdes de glicose, frutose, sacarose e selénio na folha
e raiz de plantulas de arroz. a Glicose. b Frutose. ¢ Sacarose. d Selénio. Os
asteriscos indicam médias estatisticamente diferentes entre plantas nio tratadas
e tratadas com Se nas mesmas condi¢des de CO2 (P < 0,05). Hashtags indicam
médias estatisticamente diferentes entre plantas cultivadas sob aCO2 e eCO2
dentro do mesmo tratamento de Se (P < 0,05). Os valores sdo médias * erro

padrao (n = 6).



86

d b
—~ ) 540 2 »
/' ,l\ U \"'l ~ ’g Se 0,22 []-Se
~ | ‘ E CO, 0,00 B+Se
el L8 = Se x GO, 0,96
£y o E i . |
| ( ) {4 Jv] g %0 I
¥ ~ = 3 ‘I | g l 5
& ‘)ﬁ_L ,.<"‘, | 5 7
Qi &L 1 5 180 1| I :
% : .j’i‘ \;P _| g T AR
: : | 5
&l 5
o 8
0 C
2700 Se 0,17
| . CO, 0,00
| <€ Se x C0, 0,72 )
:- i
= 1800 | ) # e
%
~® 2
(&) 5
©
) © 900 L
[ 4k ] 8
L4 bl 2
AT el % E L g
Ol 4 ! L\JL,{N (Tl | l 210 Se 0.35
k’ L 1t " | L & | . o~ )
QW EL B | | ) Fel £ 0, 0,00
;e 8 | AR 3 Se x CO, 0,98
Ty ¥ o8 AL 8 140 -
IR T || B | ‘
7 ‘ 'n I“" | 3 - T
[ 3 (34 R aia® D 2 70 T . T
(| '7 . ,k ‘_h =1 | ’ - e B
Y ( 4] Mol b b 5
- : ’ [ 2 | \ i s
! ‘,,,‘,,,I \\/I;‘ ; ' ‘ ¥ Z
’ ;‘r Pl Fid 4 0
-Se +Se aCo, eCO,

Figura 6. Efeitos do Se e CO2, isoladamente e em combinacédo, sobre
parametros anatdmicos da zona de diferenciacédo da raiz de plantulas de arroz.
a Fotomicrografias da zona radicular. As barras de escala representam 100 pm.
b Comprimento da célula, ¢ Area da célula, d Nimero de células. Os asteriscos
indicam médias estatisticamente diferentes entre plantas nao tratadas e tratadas
com Se nas mesmas condi¢gbes de CO2 (P < 0,05). Hashtags indicam médias
estatisticamente diferentes entre plantas cultivadas sob aCO2 e eCO:2 dentro do
mesmo tratamento de Se (P < 0,05). Os valores s&do médias * erro padréo (n =
3).
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do Se e COg, isoladamente e em combinagdo, sobre
parametros anatdmicos da zona de diferenciacédo da raiz de plantulas de arroz.
a Fotomicrografias da zona de diferenciagao da raiz. Ep — epiderme; Co — células
do cértex; En — endoderme; Ex — exoderme; Cv — cilindro vascular. As barras de
escala representam 100 ym. b Didametro da raiz, ¢ Diametro do cilindro vascular,
d Espessura da epiderme, e Espessura do parénquima cortical. Os asteriscos
indicam médias estatisticamente diferentes entre plantas nao tratadas e tratadas
com Se nas mesmas condi¢gées de CO2 (P < 0,05). Hashtags indicam médias
estatisticamente diferentes entre plantas cultivadas sob aCO2 e eCO:2 dentro do
mesmo tratamento de Se (P < 0,05). Os valores sdo médias £ erro padréo (n =
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Figura 8. O esquema resume os efeitos individuais do Se e os efeitos
combinados do Se e eCO, nas raizes de plantulas de arroz. A esquerda, estdo
representadas as plantulas tratadas apenas com Se; a direita, aquelas tratadas
com a combinacgao de Se e eCO,. A combinacéo de Se e eCO, resultou em um
crescimento mais vigoroso das plantulas, associado ao aumento das
concentragbes de auxina e de agucares, bem como a maior atividade das
expansinas nas raizes.



MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1. Sequéncias de primers usadas para analise RT-qPCR

Nome Oligo Referéncia Sequéncia 5 —3’
OslAA3 IAA3-F Malheiros ACAAGGATGGTGACTGGATGCTG
IAA3-R  etal. (2019) GCAAGAGTCGGTGAACATCTCC
OslAA11  IAA11-F Malheiros  AGCAGCTGAAGGAGAGCAATAAGC
IAA11-R  etal.(2019)  TGCACGACTCGACGAACATCTC
OsIAA20  IAA20-F  zhanget GCGAAATGGGCAACAAGAGGAG
IAA20-R  al. (2022)  AGGATGGACAAGTCCAGCTTCC
OSEXPA8 EXPA8-F  Malheios TACACCTCCTCGGCTCAGTTCTAC
EXPA8-R etal.(2019) TGCCACGTCGATCAAAGCATAC
OsEXPA14 EXPA14-F  Malheios CCCGGTTATCTACCAAAGGGTTCC
EXPA14-R etal (2019) AGTCGTGCCCGTTAATGGTAAAC
OsEXPB2 EXPB2-F Malheiros =~ CAACCAGTACCCGTTCATGTCC
EXPB2-R etal.(2019) GTTGTTGGTGCACCGTATCTGG
OsACTINT ACTIN1-F  Teixeiraet TGGATTGGAGGATCCATCTTGGC
ACTIN1-R al. (2021)  CCTTGGCAATCCACATCTGCTG
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Figura S1. Efeitos dos tratamentos com Se e COg, isoladamente e em combinacao,
sobre parametros anatémicos de folhas de plantulas de arroz. a Fotomicrografias da
folha. As barras de escala representam 100 ym. b Aérea de células buliformes, ¢
Espessura do limbo foliar, d Espessura da epiderme adaxial, e Espessura do
parénquima. Os asteriscos indicam médias estatisticamente diferentes entre plantas
nao tratadas e tratadas com Se nas mesmas condi¢des de CO:2 (P < 0,05). Hashtags
indicam médias estatisticamente diferentes entre plantas cultivadas sob aCO2 e eCO2
dentro do mesmo tratamento de Se (P < 0,05). Os valores sédo médias * erro padréao
(n=3).
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CONCLUSAO GERAL

O estudo demonstra que o selénio (Se) e as concentragdes elevadas de di6-
xido de carbono (eCO,) apresentam interagbes sinérgicas que beneficiam o cresci-
mento, o rendimento e a qualidade do arroz. No nivel foliar, a combinagédo de Se e
eCO, melhora a assimilagado de carbono (A) sem comprometer a condutancia esto-
matica (gs) ou causar aclimatac&o fotossintética negativa. Além disso, o Se preserva
as concentragcdes de proteinas nos graos em condi¢cées de eCO,, atribuido ao au-
mento da expressao de genes relacionados ao transporte de nutrientes, mantendo
também o equilibrio na absorgéao e translocagao de Se, independente do ambiente de
CO.. No sistema radicular, o Se modula a arquitetura radicular (ASR) ao inibir a bios-
sintese de auxina, enquanto o eCO, estimula o crescimento radicular ao promover a
producao desse hormébnio e o acumulo de agucares soluveis. A interacado entre Se e
eCO, potencializa a ASR, promove adaptagcdes anatdbmicas e otimiza a alocacao de
biomassa entre raizes e parte aérea. Esses achados destacam a fertilizacdo com Se
como uma estratégia promissora para maximizar a produtividade, a eficiéncia de uso
de recursos e a qualidade nutricional do arroz em cenarios futuros de enriquecimento
de CO,.



