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RESUMO

TEIXEIRA, Lubia da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2024. Ac¢ao do
selénio no crescimento e desenvolvimento de plantas de arroz (Oryza sativa 1..) em
resposta a disponibilidade de zinco e nitrato: Papel das citocininas. Orientador: Dimas
Mendes Ribeiro. Coorientadora: Genaina Aparecida de Souza.

Os hormdnios vegetais modulam os processos de absorc¢ao e utilizagdo de nutrientes, ao passo
que os nutrientes podem modificar a biossintese e a homeostase hormonal em plantas. Assim,
plantas de arroz podem ajustar seu crescimento e desenvolvimento as variagdes nos niveis de
selénio (Se), zinco (Zn) e nitrato no ambiente. Neste contexto, os objetivos deste estudo foram
avaliar os efeitos do Zn e do Se no metabolismo das citocininas em plantas de arroz, bem como
investigar os impactos do Se e do Zn sobre o rendimento e qualidade nutricional dos graos
(Capitulo 1). Além disso, foi avaliado como o Se e o nitrato coagem para modificar a biossintese
das citocininas e regular o crescimento da parte aérea e das raizes de plantulas de arroz (Capitulo
2). Investigou-se, também, os efeitos do Se e da aplicacdo de citocinina em plantas de arroz no
rendimento e na qualidade nutricional dos graos (Capitulo 3). Os resultados do presente estudo
mostraram que a elevagao nos niveis de citocinina, mediada pelo fornecimento de Zn, reduziu
a biomassa de raizes. Entretanto, o Se foi capaz de recuperar parcialmente a produgdo de
biomassa de raizes nas plantas fertilizadas com Zn via redugao nos niveis de citocininas na raiz.
Interessantemente, o Se aumentou a concentracdo de citocininas nas paniculas das plantas
tratadas com Zn incrementando a producao de graos. Além disso, a concentracdo de Se nos
graos de arroz foi positivamente associada ao fornecimento de Zn as plantas. A suplementagao
das plantas com Se aumentou as concentracdes de proteinas nos graos em resposta a
disponibilidade de Zn. Por outro lado, as concentracdes de N, S, Mg, Ca, Fe e Cu nos graos de
arroz aumentaram independente do fornecimento de Zn. De maneira geral, os resultados
revelaram que o Se € 0 Zn atuam de forma sinérgica para melhorar o rendimento € a composi¢ao
nutricional de graos de arroz. A aplicagdo de Se em plantulas tratadas com 0,05 mM nitrato
levou ao acumulo de acticar na parte aérea e na raiz e aumentou as concentragdes de citocinina
na raiz, enquanto diminuiu as concentragdes de citocinina na parte aérea. Isto resultou na
diminui¢do do crescimento da parte aérea e da raiz. Por outro lado, o Se combinado com 5,0
mM de nitrato ndo afetou a concentracdo de acucar nos tecidos e regulou negativamente a
biossintese de citocininas na parte aérea e nas raizes das plantulas de arroz. Essa redugdo nas
concentragdes de citocininas mediada pelo Se diminuiu o crescimento da parte aérea, mas

aumentou o crescimento das raizes. Assim, muitos dos efeitos do Se no crescimento da parte



aérea e das raizes sao devidos a uma mudanga no status de nitrato das plantulas. A aplicagdo de
citocininas nas plantas de arroz melhorou as caracteristicas agrondmicas e o rendimento de
graos, independentemente da fertilizagdo com Se. A citocinina estimulou a fotossintese liquida
das plantas de arroz, melhorando sua capacidade de produzir fotoassimilados para sustentar o
desenvolvimento dos graos. A reducdo da biomassa radicular mediada pela citocinina ndo foi
revertida pela fertilizagdo com Se, impactando negativamente a capacidade de absorcdao de
minerais pelas raizes e o acuimulo de micronutrientes nos graos. No entanto, a absor¢ao e o
acumulo de Se nos graos de arroz permaneceram inalterados. Além disso, a citocinina
modificou a composi¢do das proteinas de reserva, aumentando as concentragdes de proteinas
totais nos graos, independentemente da fertilizagao com Se. Este estudo abre novas perspectivas
para pesquisas futuras sobre o papel das citocininas e do Se no desenvolvimento e na qualidade

dos graos de arroz.

Palavras-chave: Selenito de sddio; Selenato de sodio; Benziladenina; Nutrientes.



ABSTRACT

TEIXEIRA, Lubia da Silva, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, June, 2024. Action of
selenium on the growth and development of rice plants (Oryza sativa L.) in response to
zinc and nitrate availability: Role of cytokinins. Adviser: Dimas Mendes Ribeiro. Co-
adviser: Genaina Aparecida de Souza.

Plant hormones modulate nutrient absorption and utilization processes, while nutrients can
modify hormone biosynthesis and homeostasis in plants. Thus, rice plants can adjust their
growth and development to variations in selenium (Se), zinc (Zn), and nitrate levels in the
environment. In this context, the objectives of this study were to evaluate the effects of Zn and
Se on cytokinin metabolism in rice plants, as well as to investigate the impacts of Se and Zn on
grain yield and nutritional quality (Chapter 1). Additionally, it was assessed how Se and nitrate
interact to modify cytokinin biosynthesis and regulate the growth of both shoot and root of rice
seedlings (Chapter 2). Furthermore, the effects of Se and cytokinin application on rice plants
on grain yield and nutritional quality were investigated (Chapter 3). The results of this study
showed that the increase in cytokinin levels, mediated by Zn supply, reduced root biomass.
However, Se was able to partially recover root biomass production in Zn-fertilized plants by
reducing cytokinin levels in the root. Interestingly, Se increased cytokinin concentration in the
panicles of Zn-treated plants, enhancing grain production. Moreover, Se concentration in rice
grains was positively associated with Zn supply. Se supplementation increased protein
concentrations in grains in response to Zn availability. On the other hand, concentrations of N,
S, Mg, Ca, Fe, and Cu in rice grains increased regardless of Zn supply. Overall, the results
revealed that Se and Zn act synergistically to improve rice grain yield and nutritional
composition. The application of Se to seedlings treated with 0.05 mM nitrate led to sugar
accumulation in both shoot and root and increased cytokinin concentrations in the root, while
decreasing cytokinin concentrations in the shoot. This resulted in decreased shoot and root
growth. On the other hand, Se combined with 5.0 mM nitrate did not affect sugar concentration
in tissues and negatively regulated cytokinin biosynthesis in both shoot and root of rice
seedlings. This Se-mediated reduction in cytokinin concentrations decreased shoot growth but
increased root growth. Thus, many of the effects of Se on shoot and root growth are due to a
change in the nitrate status of seedlings. The application of cytokinins in rice plants improved
agronomic traits and grain yield, regardless of Se fertilization. Cytokinin stimulated net
photosynthesis of rice plants, enhancing their capacity to produce assimilates to support grain

development. The reduction in root biomass mediated by cytokinin was not reversed by Se



fertilization, negatively impacting mineral absorption capacity by roots and micronutrient
accumulation in grains. However, Se absorption and accumulation in rice grains remained
unchanged. Additionally, cytokinin modified the composition of reserve proteins, increasing
total protein concentrations in grains regardless of Se fertilization. This study opens new
perspectives for future research on the role of cytokinins and Se in the development and quality

of rice grains.

Keywords: Sodium selenite; Sodium selenate; Benzyladenine; Nutrients.
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INTRODUCAO GERAL

O arroz (Oryza sativa L.) pertence a familia Poaceae e ¢ considerado uma cultura de
importancia global (Abo-Youssef et al., 2024). Além disso, ¢ o alimento basico para cerca de
metade da populagdo (Zhao et al., 2020). Depois do milho, o arroz ¢ o cereal mais consumido
no mundo (Thorat et al., 2024). Atualmente, no Brasil, o arroz ocupa o terceiro lugar em area
cultivada com culturas anuais e 85% da produgdo brasileira concentra-se nos estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Tocantins, Maranhao e Mato Grosso (Conab, 2022). Estima-se
uma producdo de 10,8 milhdes de toneladas de arroz para a safra nacional 2023/24 (Conab,
2024). Com o aumento da popula¢do mundial, estima-se um aumento significativo na demanda
de arroz (Shah et al., 2023). Assim, a melhoria no rendimento de grdos e da qualidade
nutricional desse cereal estd ligada a seguranca alimentar global (Shah et al., 2023).

A baixa disponibilidade de minerais, como o selénio (Se) e o zinco (Zn), nos produtos
agricolas, afeta negativamente a saide de um grande niimero de pessoas em todo o mundo
(Roda et al., 2020). Neste sentido, o enriquecimento de alimentos basicos, como o trigo e arroz,
através da biofortificagdo agrondmica com Se, Zn e outros minerais de interesse, ¢ uma
estratégia para melhorar a ingestdo desses elementos pela populagdo (Roda et al., 2020). Por
exemplo, a fertilizacdo de plantas de arroz com doses crescentes de nitrogénio melhorou a
absor¢do e o acimulo de Se nos graos de arroz, mediada pela regulacao positiva de NRT1.1B,
um transportador de nitrato que também transporta Se da raiz para a parte aérea (Zhang et al.,
2019; Teixeira et al., 2021). De forma semelhante, NRT1.1B também ¢ regulado positivamente
em funcao da disponibilidade de Zn em arroz (Ji et al., 2022), sugerindo que a absorc¢ao € o
acumulo de Se nos graos podem ser incrementados em fun¢do da fertilizagdo com Zn. Além
disso, a suplementacdo das plantas com Se e Zn pode modificar a concentracdo de outros
minerais e proteinas nos graos de arroz. Por exemplo, a adi¢do de 10 uM de selenito de sddio
as plantas de arroz melhorou as concentracdes de N, Ca, Fe, Se e proteinas, enquanto tendeu a
reduzir as concentragdes de Mn, Cu e Zn nos graos de arroz em resposta ao aumento da
adubag¢do nitrogenada (Teixeira et al., 2021). Neste sentido, pesquisas voltadas para o cultivo
de plantas de arroz fertilizadas com Se, Zn e outros minerais de interesse, sao necessarios para
desenvolver estratégias para melhorar o desempenho produtivo das plantas e a qualidade
nutricional dos graos.

Durante a estagdo de cultivo das plantas, a disponibilidade de nutrientes nos solos
agricolas varia consideravelmente (Gao et al., 2019). O Zn e o nitrogénio, por exemplo, sdo

minerais essenciais para o crescimento e desenvolvimento das plantas, e a deficiéncia desses
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elementos sdo frequentemente fatores limitantes na producdo de plantas de arroz (Ji et al.,
2022). O Zn ¢ o principal micronutriente requerido para o crescimento e producdo das plantas
(Vadlamudi et al., 2020). O Zn participa da ativacao de enzimas que regulam diversos processos
importantes nos vegetais, incluindo desenvolvimento do grao de polen, metabolismo de acidos
nucleicos, expressdo génica, fotossintese, sintese de proteinas, divisdo celular e biossintese de
horménios (Ei et al., 2020; Archana et al., 2024). O Zn ¢é absorvido pelas raizes de arroz
principalmente na forma de Zn>*. A absorc¢do do Zn pelas raizes e a translocac¢do do elemento
pela planta ¢ mediada por transportadores da familia ZIP (Bashir et al., 2012; Kawakami e
Bhullar, 2018). O nitrogénio ¢ o nutriente requerido em maior quantidade pelas plantas e afeta
as caracteristicas fisioldgicas e a producdo de biomassa, além de regular a fotossintese, a
respiragdo e sintese proteica nas plantas (Jiaying et al., 2022). O arroz absorve nitrogénio
preferencialmente na forma amoniacal. Entretanto, devido ao processo de nitrificagdo cerca de
40% do nitrogénio absorvido pelas raizes esta na forma de nitrato, mesmo em areas de arroz
irrigado (Meng et al., 2019).

O Se, por outro lado, embora nao seja considerado essencial para as plantas, em baixas
concentracgoes, ¢ considerado um elemento benéfico para o crescimento e desenvolvimento das
plantas (Boldrin et al., 2013; Lima et al., 2019). O Se melhora o metabolismo do carbono e do
nitrogénio, incrementando a produ¢do de biomassa das plantas e a biossintese de proteinas
(Wang et al., 2012; Reis et al., 2020; Lei et al., 2022). Além disso, o Se aumenta a efici€éncia
do sistema antioxidante em plantas, melhorando a tolerancia das plantas a estresses bioticos e
abioticos (Ikram et al., 2024). O Se pode interagir de forma antagonista ou sinérgica na absor¢ao
e utilizacdo de minerais pelas plantas, modificando o status nutricional da planta (Ikram et al.,
2024). Em condicdes de estresse, por exemplo, muitos estudos relataram maior absor¢do e
utilizagdo de nutrientes pelas plantas apds a aplicacdo de Se, principalmente de minerais que
sdo cofatores enzimaticos (Singh et al., 2018; Bhadwal e Sharma, 2022; Ikram et al., 2024).
Entretanto, o Se pode limitar a translocacao de certos elementos por competir com outros
minerais pelas vias de absor¢ao e transporte em plantas, como € o caso do P e do S (Ribeiro et
al., 2016; Gui et al., 2022; Tkram et al., 2024). Além disso, o efeito do Se na capacidade da
planta em absorver outros nutrientes ¢ dependente da concentragdo de Se aplicada e da
tolerancia de cada cultura ao Se (Ikram et al., 2024).

O Se ¢ absorvido pelas raizes das plantas predominantemente nas formas de selenato e
selenito (Wang et al., 2020). O selenato encontra-se disponivel em maior propor¢ao em solos
bem drenados e alcalinos, enquanto o selenito ¢ predominante em zonas imidas e anaerdbicas

com pH neutro a acido, tais como os solos de varzea onde o arroz irrigado € produzido (Lima
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et al, 2018). O selenato, ao ser absorvido, ¢ facilmente translocado para a parte aérea. Enquanto
o selenito, ao ser absorvido, ¢ rapidamente convertido em selenoaminoacidos e tende a se
acumular na raiz (Longchamp et al., 2015; Wang et al., 2020). A absorcao e o transporte de
selenato em arroz sao regulados por um transportador de sulfato, OsSULTR1.2 (Liang et al.,
2019). Por outro lado, a absor¢do de selenito pelas raizes ¢ mediada por OsPT2, um
transportador de Pi (Zhang et al., 2014) e por OsNIP2.1, um transportador de influxo de silicio
(Zhao et al., 2010). Além disso, OsNRT1.1B, um transportador de absorcao de nitrato, pode
aumentar a absor¢ao de Se organico pelas raizes de plantas de arroz (Zhang et al., 2019).

As plantas podem modificar varios processos fisioldgicos para ajustar as mudangas na
disponibilidade de nutrientes no solo ao seu crescimento e desenvolvimento, € os hormdnios
desempenham papel importante nessa resposta (Gao et al., 2019). Os hormonios modulam os
processos de absorg¢ao, transporte e utilizagdo de minerais, ao passo que os minerais podem
influenciar a biossintese, a transloca¢dao, o acumulo ¢ a homeostase hormonal (Ikram et al.,
2024). Por exemplo, a fertilizagdo de plantas de arroz com Zn estimula a biossintese de
citocininas na planta, melhorando o rendimento de graos e o status de Zn na planta (Gao et al.,
2019). De forma semelhante, o aumento na disponibilidade de nitrogénio, particularmente na
forma de nitrato, aumenta a expressao de genes da biossintese de citocinina e os niveis do
hormonio nas raizes e parte aérea de plantas de arroz (Chen et al., 2022). Além disso, variagdes
na disponibilidade de nitrato no meio de cultivo podem desencadear alteracdes morfologicas,
mediadas pela citocinina, em raizes de Arabidopsis e modular o status de nitrato na planta
(Pavli et al., 2018). Os hormdnios também influenciam as respostas das plantas em resposta ao
Se. O Se pode interagir com os hormoénios para melhorar a tolerancia a estresses € o estado
nutricional das plantas (Ikram et al., 2024). As citocininas, por exemplo, regulam
negativamente o estresse por Se em Arabidopsis. Plantas de Arabidopsis mutantes deficientes
na biossintese de citocininas apresentam maior tolerancia ao Se por apresentarem absor¢do
reduzida desse elemento pelas raizes (Jiang et al., 2019). No entanto, pouco ¢ conhecido sobre
o efeito do Se na biossintese € no metabolismo de citocininas em plantas de arroz. O Se e a
citocinina também podem modificar o metabolismo de actcares em plantas (Malheiros et al.,
2019; Chai et al., 2023). Todavia, a interagdo entre o Se e as citocininas no metabolismo de
agucares e no status nutricional de plantas de arroz precisa ser mais investigada.

As citocininas desempenham importante papel em diversos processos do crescimento e
desenvolvimento das plantas (Wang et al., 2020). Dependendo da concentragdo, as citocininas
estimulam o crescimento da parte aérea (Li et al., 2013), mas inibem o crescimento radicular

(Rivas et al., 2022), alterando a razao raiz-parte a€rea das plantas (Scheible et al., 1997). A
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funcdo da citocinina tem sido relacionada as mudancas na disponibilidade de nutrientes
(Ramireddy et al., 2014). O aumento na disponibilidade de nitrato, por exemplo, aumenta a
expressao de genes que codificam para isopentenil transferase (IPT) e citocromo P450
monooxigenase (CYP735A4), resultando no acimulo de citocinina e inibi¢do do alongamento da
raiz primaria do arroz (Pavla et al., 2018; Shah et al., 2023). Além disso, as citocininas regulam
negativamente a expressdo dos genes da expansina (EXP) e da xiloglucana
endotransglucosilase/hidrolase (XTH), modificando a dindmica da parede celular e resultando
na inibicao da expansao da raiz primaria em arroz (Pavli et al., 2018; Shah et al., 2023). O Se
também modifica a arquitetura do sistema radicular de plantulas de arroz por meio de alteragdes
na biossintese de hormdnios (Malheiros et al., 2019). Em baixas concentragdes, o selenito pode
estimular o alongamento da raiz primaria e o niimero de raizes laterais em tabaco (Jia et al.,
2018). Por outro lado, o Se pode reduzir o comprimento e o nimero de raizes laterais enquanto
estimula o alongamento da raiz principal em arroz, através de alteracdes nas concentragdes de
auxina e etileno (Malheiros et al., 2019). No entanto, pouco se conhece sobre o efeito do Se na
regulacdo do metabolismo das citocininas e no controle do crescimento de plantulas de arroz
cultivadas sob diferentes concentracdes de nitrato.

A aplicagdo de citocininas aumenta a atividade do meristema apical da inflorescéncia
durante o periodo reprodutivo de plantas de arroz, incrementando o nimero de 6rgaos
reprodutivos nas paniculas e, consequentemente, o nimero de graos produzidos (Li et al., 2013).
As citocininas atuam diretamente na modulagdo da arquitetura da panicula do arroz e melhora
os principais componentes de rendimento de graos, como o numero de ramificagdes primadrias,
o nimero de graos por panicula e a biomassa de graos (Peleg et al., 2011; Wang et al., 2020;
Chen et al., 2023). Adicionalmente, a aplicacdo de citocininas pode melhorar significativamente
o processo de enchimento de grdos, aumentando as taxas fotossintéticas e a producdo de
carboidratos, além de modular as relacdes fonte e dreno (Peleg et al., 2011; Javid et al., 2011;
Chen et al., 2023). Embora o Se possa melhorar as taxas fotossintéticas e a produgdo de
biomassa, o efeito da suplementacdo com Se em plantas de arroz sobre a producao de graos ¢
menos evidente (Teixeira et al., 2021). O fornecimento de selenato ou selenito de sddio nao
alterou o rendimento de graos de plantas de arroz, mas melhorou o contetido de Se nos graos
(Boldrin et al., 2013; Lessa et al., 2019). De forma semelhante, a suplementagdo de plantas de
arroz com selenito de s6dio em combinacao com doses crescentes de nitrogénio também nao
alterou o rendimento de graos (Teixeira et al., 2021). No entanto, os efeitos da interagdo entre
o Se e as citocininas sobre o rendimento de graos de arroz precisam ser melhor investigados.

As citocininas também desempenham um papel importante na resposta a variagdes nos niveis
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de nutrientes no ambiente de cultivo das plantas. As citocininas podem regular negativamente
a expressdo de transportadores de minerais, particularmente de micronutrientes, podendo
comprometer a absor¢do de importantes minerais pelas raizes de arroz e, consequentemente,
modificar a concentracao de minerais nos graos das plantas de arroz (Gao et al., 2019). Todavia,
ndo esta claro se a absor¢do e acumulo de Se em graos de arroz sdo modificados pelas
citocininas. Além disso, € necessario esclarecer o papel do Se na regulacdo do status nutricional
de plantas de arroz em resposta a aplicagdo de citocininas.

Para compreender melhor o papel das citocininas durante o crescimento vegetativo e
reprodutivo das plantas de arroz em resposta a disponibilidade de Se, Zn e nitrato, esta tese foi
organizada em trés capitulos (Figura 1). Dada a importancia do Se e do Zn na dieta humana, no
capitulo 1 apresentou-se os efeitos da suplementacdo com Zn e Se no desenvolvimento das
plantas de arroz e na qualidade nutricional dos graos. Além disso, foram explorados os efeitos
da aplicagdo de Zn e Se nos niveis de citocininas e suas implicagdes no crescimento e
desenvolvimento das plantas de arroz. No capitulo 2 foi investigado se o Se induz mudangas na
interacao entre o fornecimento de nitrato e a biossintese de citocininas para mediar o controle
do crescimento da parte aérea e das raizes de plantulas de arroz. No capitulo 3 foram
investigados os efeitos da citocinina e do Se no enchimento de graos e na qualidade nutricional

dos graos de arroz.
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Figura 1. Esquema mostrando os possiveis efeitos entre Se, Zn, nitrato e citocininas no
desenvolvimento das plantas de arroz. a. O objetivo foi estudar os efeitos da suplementacao
combinada de Zn e Se no desenvolvimento das plantas de arroz e na qualidade nutricional dos
graos (Capitulo 1). b. O Se pode induzir mudangas na interagdo entre o fornecimento de nitrato
e a biossintese de citocininas para mediar o controle do crescimento da parte aérea e das raizes,
bem como a alocagdo de biomassa raiz-parte aérea em plantulas de arroz (Capitulo 2). c.
Possiveis efeitos da citocinina € do Se no enchimento de graos e na qualidade nutricional

do arroz (Capitulo 3).



16

REFERENCIAS

Abo-Youssef, M. I.; Abd El-Aty, M. S.; Yousef, S. A.; Salama, A. A.; Ibrahim, O. M.; Eweda,
M. A.; AbdElgawad, H.; El-Tahan, A. M. An Analysis of the Total Protein and Genetic
Components for Yield and Its Constituents in some Hybrid Rice (Oryza sativa L.).
Egyptian Journal of Botany, V. 64, p. 193-2009.
https://doi.org/10.21608/ejb0.2023.224367.2417

Archana, B.; Bindhu, J. S.; Pillai, P. S.; John, J.; Meera, A. V. Zinc nutrition in rice-based
cropping systems: A comprehensive review. Journal of Experimental Agriculture
International, v. 46, p. 574-583, 2024. https://doi.org/10.9734/JEAL/2024/v46152413.

Bashir, K.; Ishimaru, Y.; Nishizawa, N. K. Molecular mechanisms of zinc uptake and
translocation in rice. Plant and soil, v. 361, p. 189-201, 2012.
https://doi.org/10.1007/s11104-012-1240-5

Bhadwal, S.; Sharma, S. Selenium alleviates physiological traits, nutrient uptake and nitrogen
metabolism in rice under arsenate stress. Environmental science and pollution research
international, v. 29, p. 70862—70881, 2022. https://doi.org/10.1007/s11356-022-20762-5

Boldrin, P. F.; Faquin, V.; Ramos, S. J.; Boldrin, K. V. F.; Avila, F. W.; Guilherme, L. R. G.
Soil and foliar application of selenium in rice biofortification. Journal of Food
Composition and Analysis, V. 31, p. 238-244, 2013.
https://doi.org/10.1016/j.jfca.2013.06.002.

Chai, L.; Wang, H.; Yu, H.; Pang, E.; Lu, T.; Li, Y.; Jiang, W.; Li, Q. Girdling promotes tomato
fruit enlargement by enhancing fruit sink strength and triggering cytokinin accumulation.
Frontiers in plant science, V. 14, el1174403, 2023.
https://doi.org/10.3389/1pls.2023.1174403

Chen, Y.; Fang, W.; Chen, S.; Zhang, Y.; Ansah, E. O.; An, G.; Xiong, F.; Wu, Y. Effects of
endogenous cytokinin on physicochemical properties of superior and inferior grain starch
in rice. Die Starke, v. 75, p. 1-12, 2023. https://doi.org/10.1002/star.202200151.

Companhia Nacional de Abastecimento (Conab) (2022). Acompanhamento da Safra Brasileira
de Graos, Brasilia, v. 9, Safra 2021/22.

Companhia Nacional de Abastecimento (Conab). Acompanhamento da Safra Brasileira de
Graos: Safra 2023/24, 8° Levantamento, janeiro/2024. Brasilia, DF: Conab. 2024.

Ei, H. H.; Zheng, T.; Farooq, M. U.; Zeng, R.; Su, Y.; Zhang, Y.; Liang, Y.; Tang, Z.; Ye, X,;
Jia, X.; Zhu, J. Impact of selenium, zinc and their interaction on key e.nzymes, grain yield,
selenium, zinc concentrations, and seedling vigor of biofortified rice. Environmental
Science and  Pollution  Research, v. 27, p. 16940-16949,  2020.
https://doi.org/10.1007/s11356-020-08202-8.

Gao, S.; Xiao, Y.; Xu, F.; Gao, X.; Cao, S.; Zhang, F.; Wang, G.; Sanders, D.; Chu, C.
Cytokinin-dependent regulatory module underlies the maintenance of zinc nutrition in
rice. New Phytologist, v. 224, p. 202-215, 2019. https://doi.org/10.1111/nph.15962.



17

Gui, J.Y.; Rao, S.; Huang, X.; Liu, X.; Cheng, S.; Xu, F. Interaction between selenium and
essential micronutrient elements in plants: A systematic review. The Science of the total
environment, v. 853, p. 158673, 2022. https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2022.158673

Ikram, S.; Li, Y.; Lin, C.; Yi, D.; Heng, W.; Li, Q.; Tao, L.; Hongjun, Y.; Weijie, J Selenium
in plants: A nexus of growth, antioxidants, and phytohormones. Journal of plant
physiology, v. 296, 154237, 2024. https://doi.org/10.1016/j.jplph.2024.154237

Javid, M. G.; Sorooshzadeh, A.; Sanavy, S. A. M. M.; Allahdadi, I.; Moradi, F. Effects of the
exogenous application of auxin and cytokinin on carbohydrate accumulation in grains of
rice under salt stress. Plant growth regulation, v. 65, p. 305-313, 2011.
https://doi.org/10.1007/s10725-011-9602-1.

Ji, C.; Li, J.; Jiang, C.; Zhang, L.; Shi, L.; Xu, F.; Cai, H. Zinc and nitrogen synergistic act on
root-to-shoot translocation and preferential distribution in rice. Journal of Advanced
Research, v. 35, p. 187-198, 2022. https://doi.org/10.1016/j.jare.2021.04.005.

Jia, H.; Song, Z.; Wu, F.; Li, Y.; Han, D.; Yang, Y.; Zhan, S.; Cui, H. Low selenium increases
the auxin concentration and enhances tolerance to low phosphorous stress in tobacco.

Environmental and Experimental Botany, v. 153, p. 127-134, 2018.
https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2018.05.017.

Jiang, L.; Liu, C.; Cao, H.; Chen, Z.; Yang, J.; Cao, S.; Wei, Z. The role of cytokinin in selenium
stress response in Arabidopsis. Plant science: an international journal of experimental
plant biology, v. 281, p. 122—-132, 2019. https://doi.org/10.1016/j.plantsci.2019.01.028

Jiaying, M. A.; Tingting, C. A.; Jie, L. A. B.; Weimeng, F. A.; Baohua, F.; Guangyan, L. A.;
Hubo, L. A.; Juncai, L. A. B.; Zhihai, W. B.; Longxing, T. A.; Guanfu, F. Functions of
nitrogen, phosphorus and potassium in energy status and their influences on rice growth
and development. Rice science, V. 29, p. 166—178, 2022.
https://doi.org/10.1016/].rsci.2022.01.005.

Kawakami, Y.; Bhullar, N.K. Molecular processes in iron and zinc homeostasis and their
modulation for biofortification in rice. Journal of Integrative Plant Biology, v. 60, p.1181-
1198, 2018. https://doi.org/10.1111/jipb.12751.

Lei, Z.; Li, Q.; Tang, Y.; Zhang, H.; Han, C.; Wang, X.; Zhao, X.; Shi, G. Selenium enhanced
nitrogen accumulation in legumes in soil with rhizobia bacteria. Journal of cleaner
production, v. 380, €134960, 2022. https://doi.org/10.1016/j.jclepro.2022.134960

Lessa, J. H. L.; Araujo, A. M.; Ferreira, L. A.; Junior, E. C. S.; Oliveira, C.; Corguinha, A. P.
B.; Martins, F. A. D.; Carvalho, H. W. P.; Guilherme, L. R. G.; Lopes, G. Agronomic
biofortification of rice (Oryza sativa L.) with selenium and its effect on element
distributions in biofortified grains. Plant Soil, v. 444, p. 331-342, 2019.
https://doi.org/10.1007/s11104-019-04275-8

Li, S.; Zhao, B.; Yuan, D.; Duan, M.; Qian, Q.; Tang, L.; Wang, B.; Liu, X.; Zhang, J.; Wang,
J.; Sun, J.; Liu, Z.; Feng, Y. Q.; Yuan, L.; Li, C. Rice zinc finger protein DST enhances
grain production through controlling Gnla/OsCKX2 expression. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, v. 110, p. 3167-3172,
2013. https://doi.org/10.1073/pnas.1300359110.



18

Liang, Y.; Su, Y.; Li, L.; Huang, X.; Panhwar, F.H.; Zheng, T.; Tang, Z.; Ei, H.H.; Farooq,
M.U.; Zeng, R.; Zhang, Y.; Ye, X.; Jia, X.; Zheng, L.; Zhu, J. Quick selenium
accumulation in the selenium-rich rice and its physiological responses in changing
selentum environments. BMC Plant Biology, v. 19, p. 559, 2019.
https://doi.org/10.1186/s12870-019-2163-6

Lima, L.W.; Pilon-Smits, E.A.H.; Schiavon, M. Mechanisms of selenium hyperaccumulation
in plants: A survey of molecular, biochemical and ecological cues. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - General Subjects, v. 1862, p. 2343-2353, 2018.
https://doi.org/10.1016/j.bbagen.2018.03.028

Longchamp, M.; Castrec-Rouelle, M.; Biron, P.; Bariac, T. Variations in the accumulation,
localization and rate of metabolization of selenium in mature Zea mays plants supplied
with selenite or selenate. Food Chemistry, v. 182, p. 128-135, 2015.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.02.137

Malheiros, R. S. P.; Costa, L. C.; Avila, R. T.; Pimenta, T. M.; Teixeira, L. S.; Brito, F. A. L.;
Zs0gon, A.; Aratjo, W. L.; Ribeiro, D. M. Selenium downregulates auxin and ethylene

biosynthesis in rice seedlings to modify primary metabolism and root architecture. Planta,
v. 250, p. 333-345, 2019. https://doi.org/10.1007/s00425-019-03175-6.

Meng, F.; Xiang, D.; Zhu, J.; Li, Y.; Mao, C. Molecular mechanisms of root development in
rice. Rice, v. 12, p. 1-10, 2019. https://doi.org/10.1186/s12284-018-0262-x

Pavla, J.; Novak, J.; Koukalova, V.; Luklova, M.; Brzobohaty, B.; Cemy, M. Cytokinin at the
Crossroads of Abiotic Stress Signalling Pathways. International Journal of Molecular
Sciences, v. 19, p. 2450, 2018. https://doi.org/10.3390/ijms19082450

Peleg, Z.; Reguera, M.; Tumimbang, E.; Walia, H.; Blumwald, E. Cytokinin-mediated
source/sink modifications improve drought tolerance and increase grain yield in rice
under water-stress. Plant biotechnology journal, v. 9, p. 747-758, 2011.
https://doi.org/10.1111/5.1467-7652.2010.00584.x.

Ramireddy, E.; Chang, L.; Schmiilling, T. Cytokinin as a mediator for regulating root system
architecture in response to environmental cues. Plant Signaling & Behavior, v. 9, e27771,
2014. https://doi.org/10.4161/psb.27771

Reis, H. P. G.; Barcelos, J. P. Q.; Silva, V. M.; Santos, E. F.; Tavanti, R. F. R; Putti, F. F.;
Young, S. D.; Broadley, M. R.; White, P. J.; Reis, A. R. Agronomic biofortiication with
selenium impacts storage proteins in grains of upland rice. Journal of the Science of Food
and Agriculture, v. 100, p. 1990-1997, 2020. https://doi.org/10.1002/jsfa.10212

Ribeiro, D. M.; Silva Junior, D. D.; Cardoso, F. B.; Martins, A. O.; Silva, W. A.; Nascimento,
V. L.; Aratijo, W. L. Growth inhibition by selenium is associated with changes in primary
metabolism and nutrient levels in Arabidopsis thaliana. Plant, cell & environment, v. 39,
p. 2235-2246, 2016. https://doi.org/10.1111/pce.12783

Rivas, M. A.; Friero, 1.; Alarcon, M. V.; Salguero, J. Auxin-cytokinin balance shapes maize
root architecture by controlling primary root elongation and lateral root development.
Frontiers n Plant Science, V. 13, €836592, 2022.
https://doi.org/10.3389/fpls.2022.836592.



19

Roda, F. A.; Marques, 1.; Batista-Santos, P.; Esquivel, M. G.; Ndayiragije, A.; Lidon, F. C.;
Swamy, B. P. M.; Ramalho, J. C.; Ribeiro-Barros, A. I. Rice biofortification with zinc
and selenium: A transcriptomic approach to understand mineral accumulation in flag
leaves. Frontiers in Genetics, V. 11, p. 543, 2020.
https://doi.org/10.3389/fgene.2020.00543.

Scheible, W.-R.; Lauerer, M.; Schulze, E.-D.; Caboche, M.; Stitt, M. Accumulation of nitrate
in the shoot acts as a signal to regulate shoot-root allocation in tobacco. Plant Journal, v.
11, p. 671-691, 1997. https://doi.org/10.1046/7.1365-313x.1997.11040671 .x.

Shah, S.; Cai, L.; Li, X.; Fahad, S.; Wang, D. Influence of cultivation practices on the
metabolism of cytokinin and its correlation in rice production. Food Energy Security, v.
12, p. 488, 2023. https://doi.org/10.1002/fes3.488.

Singh, R.; Upadhyay, A.K.; Singh, D.P. Regulation of oxidative stress and mineral nutrient
status by selenium in arsenic treated crop plant Oryza sativa. Ecotoxicology and
environmental safety, V. 148, p. 105-113, 2018.
https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2017.10.008

Teixeira, L. S.; Pimenta, T. M.; Brito, F. A. L.; Malheiros, R. S. P.; Arruda, R. S.; Aragjo, W.
L.; Ribeiro, D. M. Selenium uptake and grain nutritional quality are affected by nitrogen
fertilization in rice (Oryza sativa L.). Plant Cell Reports, v. 40, p. 871-880, 2021.
https://doi.org/10.1007/s00299-021-02685-6.

Thorat, A.; Dahiphale, A.; Bodake, P.; Mhaskar, N.; Meshram, N.; Kadam, J.; Bhagat, S.;
Khavanekar, O.; Parve, M.; Chavan, A.; Gavit, F. Impact of organic, inorganic, and
integrated production systems on growth and yield of rice (Oryza sativa L.). International
Journal of Research in  Agronomy, v. 7, p. 183-187,  2024.
https://doi.org/10.33545/2618060X.2024.v7.11¢.205

Vadlamudi, K.; Upadhyay, H.; Singh, A.; Reddy, M. Influence of zinc application in plant
growth: An Overview. European Journal of Molecular & Clinical Medicine, v. 7, p. 2321-
2327, 2020.

Wang, C.; Wang, G.; Gao, Y.; Lu, G.; Habben, J. E.; Mao, G.; Chen, G.; Wang, J.; Yang, F.;
Zhao, X.; Zhang, J.; Mo, H.; Qu, P.; Liu, J.; Greene, T.W. A cytokinin-activation enzyme-
like gene improves grain yield under various field conditions in rice. Plant molecular
biology, v. 102, p. 373388, 2020. https://doi.org/10.1007/s11103-019-00952-5.

Wang, Y.D.; Wang, X.; Wong, Y.S. Proteomics analysis reveals multiple regulatory
mechanisms in response to selenium in rice. Journal of Proteomics, v. 75, p. 1849-1866,
2012. https://doi.org/10.1016/].jprot.2011.12.030

Zhang, L.; Hu, B.; Deng, K.; Gao, X.; Sun, G.; Zhang, Z.; Li, P.; Wang, W.; Li, H.; Zhang, Z.;
Fu, Z.; Yang, J.; Gao, S.; Li, L.; Yu, F.; L1, Y.; Ling, H.; Chu, C. NRT1.1B improves
selenium concentrations in rice grains by facilitating Selenomethinine translocation. Plant
Biotechnology Journal, v. 17, p. 1058-1068, 2019. https://doi.org/10.1111/pbi.13037

Zhang, L.; Hu, B.; Li, W_; Che, R.; Deng, K.; Li, H.; Yu, F.; Ling, H.; Li, Y.; Chu, C. OsPT2,
a phosphate transporter, is involved in the active uptake of selenite in rice. New Phytol,
v. 201, p. 1183-1191, 2014. https://doi.org/10.1111/nph.12596



20

Zhao, M.; Lin, Y.; Chen, H. Improving nutritional quality of rice for human health. Theoretical
and Applied Genetics, v. 133, p. 1397-1413, 2020. https://doi.org/10.1007/s00122-019-
03530-x

Zhao, X. Q.; Mitani, N.; Yamaji, N.; Shen, R.F.; Ma, J.F. Involvement of silicon influx
transporter OsNIP2;1 in selenite uptake in rice. Plant Physiology, v. 153, p.1871-1877,
2010. https://doi.org/10.1104/pp.110.157867



21

CAPITULO I — EFEITOS DA APLICACAO DE SELENIO E ZINCO NA PRODUCAO
E QUALIDADE NUTRICIONAL DE GRAOS DE PLANTAS DE ARROZ (Oryza sativa
L.



22

RESUMO

A deficiéncia de selénio (Se) e zinco (Zn) na dieta humana ¢ um problema de saude global que
pode ser minimizado pelo enriquecimento de culturas basicas na alimentagao com Se € Zn. No
entanto, ndo estd claro como a aplicacdo combinada de Se e Zn afetam o rendimento ¢ a
qualidade nutricional do grao de arroz. No presente estudo, o Se reverteu parcialmente os efeitos
negativos do aumento da concentragao de citocininas no sistema radicular nas plantas tratadas
com Zn, ao passo que melhorou o rendimento de graos dessas plantas em fun¢do do acimulo
de citocininas nas paniculas de arroz. Além disso, a concentra¢do de Se nos graos de arroz foi
positivamente associada ao fornecimento de Zn as plantas. Isso foi favorecido pelo aumento da
expressao de NRT1.1B, que codifica um transportador de nitrato, nas raizes e folhas bandeira
das plantas de arroz supridas com Zn. Além disso, o Se elevou a expressao de OsSULTRI.2,
OsPT2 e OsNIP2.1 na raiz e nas folhas bandeira, aumentando a capacidade de absor¢do de Se
pela raiz, bem como o acumulo de Se nos graos. A aplicacdo de Se ndo alterou a expressao de
OsZIP1, OsZIP4, OsZIP6 e OsZIPS8 nas raizes e nas folhas bandeira de arroz. Assim, o aumento
na concentragdo de Zn nas raizes e graos das plantas de arroz tratadas com Zn foi independente
da aplicagdo de Se. Adicionalmente, a suplementacdo das plantas com Se promoveu efeito
positivo na concentragdo de proteinas nos graos em resposta a disponibilidade de Zn, ao passo
que as concentracdes de N, S, Mg, Ca, Fe e Cu nos graos aumentaram independente do
fornecimento de Zn. De maneira geral, os resultados revelaram que o Se e o Zn atuam de forma

sinérgica para melhorar o rendimento e a composic¢ao nutricional de graos de arroz.

Palavras-chave: Expressdo génica; Citocininas; Composicao nutricional de graos; Rendimento

de graos.
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ABSTRACT

The deficiency of selenium (Se) and zinc (Zn) in the human diet is a global health problem that
can be minimized by enriching staple crops with Se and Zn. However, it is not clear how the
combined application of Se and Zn affects the yield and nutritional quality of rice grains. In the
present study, Se partially reversed the negative effects of increased cytokinin concentration in
the root system of Zn-treated plants, while improving the grain yield of these plants due to
cytokinin accumulation in rice panicles. Furthermore, the Se concentration in rice grains was
positively associated with Zn supply to the plants. This was facilitated by increased expression
of NRT1I.1B, which encodes a nitrate transporter, in the roots and flag leaves of Zn-supplied
rice plants. Additionally, Se elevated the expression of OsSULTRI.2, OsPT2, and OsNIP2.1 in
the root and flag leaves, enhancing Se absorption capacity by the root as well as Se
accumulation in the grains. Se application did not alter the expression of OsZIPI, OsZIP4,
OsZIP6, and OsZIPS in the roots and flag leaves of rice. Thus, the increase in Zn concentration
in the roots and grains of Zn-treated rice plants was independent of Se application. Additionally,
Se supplementation had a positive effect on protein concentration in the grains in response to
Zn availability, while concentrations of N, S, Mg, Ca, Fe, and Cu in the grains increased
regardless of Zn supply. Overall, the results revealed that Se and Zn act synergistically to

improve the yield and nutritional composition of rice grains.

Keywords: Gene expression; Cytokinins; Nutritional composition of grains; Grain yield.
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1 INTRODUCAO

O selénio (Se) e o zinco (Zn) sdo nutrientes minerais essenciais para a saude humana
(Rodacetal., 2020). A deficiéncia desses minerais constitui um grave problema de saude publica
(Avery e Hoffmann, 2018; Mangueze et al., 2018). Estima-se que aproximadamente um tergo
da populacao mundial seja afetada pela deficiéncia de Zn e que cerca de um bilhdo de pessoas
sejam afetadas pela deficiéncia de Se (Jones et al., 2017; Menguer et al., 2018). A principal
fonte de exposicao ao Se e ao Zn para a maioria das pessoas se da pelo consumo de cereais
(Mangueze et al., 2018; Zhang e Chu, 2022). Entretanto, a concentragao de Zn e Se nos cereais
¢ relativamente baixa, reflexo da baixa disponibilidade desses minerais nos solos para serem
absorvidos pelas plantas (Mangueze et al., 2018; Alam et al., 2020). Uma estratégia para elevar
o contetdo de Zn e Se nos cereais ¢ a biofortificagdo agrondmica (Zhang e Chu et al., 2022). A
biofortificagdo agrondmica tem como objetivo elevar a concentragdo de minerais de interesse
na parte comestivel das plantas, através da introducao destes minerais via adubacao (Alam et
al., 2020). Dessa forma, a fertilizacdo com Zn e Se de culturas consideradas bésicas para a
populagdo, como o arroz (Oryza sativa L.), representa uma forma eficiente de melhorar a
ingestao desses minerais pela populagdo (Prauchner, 2014; Lidon et al., 2019). O arroz ¢ a base
da alimentac¢ao para mais da metade da populacao mundial e ¢ uma importante fonte de calorias
e minerais para a dieta humana (Ramos et al., 2022). Assim, a cultura do arroz tem sido alvo
de estudos de biofortificacdo com minerais essenciais a saide humana (Zhang e Chu, 2022).

As raizes das plantas de arroz obtém Se do solo predominantemente nas formas de
selenato e selenito (Wang et al., 2020). Ao ser absorvido, o selenato ¢ facilmente transportado
das raizes para a parte aérea onde ¢ assimilado a selenocisteina e selenometionina (Longchamp
etal., 2015; Wang et al., 2020). Por outro lado, o selenito, apds ser absorvido, ¢ transferido para
os plastidios da raiz onde ¢ rapidamente metabolizado a selenometionina e tende a se acumular
nas raizes (Wang et al., 2020). A absorcao e o transporte de selenato em arroz sao regulados
por um transportador de sulfato, OsSULTRI.2 (Liang et al., 2019). Em contrapartida, a absor¢ao
de selenito pelas raizes ¢ mediada por OsP72, um transportador de Pi (Zhang et al., 2014) e por
OsNIP2.1, um transportador de influxo de silicio (Zhao et al., 2010). Entretanto, o acimulo de
Se nas raizes de arroz catalisado por OsSULTRI.2, OsNIP2.1 e OsPT2 foi acompanhado por
um leve aumento no transporte para a parte aérea (Gupta e Gupta, 2017). OsNRTI.1B, um
transportador de absorc¢do de nitrato, aumenta a absor¢ao de Se orgénico pelas raizes de plantas
de arroz (Zhang et al., 2019). Além disso, a superexpressdo de OsNRTI.1B, que codifica um

transportador de nitrato no arroz, melhorou significativamente a translocagdo de
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selenometionina das raizes para a parte aérea, o que foi associado ao aumento do acumulo de
Se no grao quando as plantas de arroz foram fertilizadas com Se (Zhang et al., 2019). Como o
Zn regula positivamente a expressao de NRT1.IB em arroz (Ji et al., 2022), ¢ possivel que a
capacidade de NRTI.1B de regular a absor¢do e o transporte de Se em plantas de arroz seja
dependente da disponibilidade de Zn durante a estacdo de crescimento. O Zn ¢ absorvido pelas
raizes das plantas principalmente na forma de Zn?* (Kawakami e Bhullar, 2018). A absorcio
e o transporte de Zn em arroz sao regulados por transportadores da familia ZIP, principalmente
OsZIP1, OsZIP4, OsZIP6 ¢ OsZIPS (Kawakami ¢ Bhullar, 2018; Ji et al., 2022). Entretanto,
pouco se sabe sobre como a aplicacdo de Se afeta a captagdo e acumulacdo de Zn em plantas
de arroz.

O Se ndo ¢ considerado um nutriente essencial para as plantas (Boldrin et al., 2013).
Entretanto, quando aplicado em baixas concentragdes, proporciona efeitos benéficos (Lima et
al., 2019). O fornecimento de Se pode regular de forma positiva a eficiéncia do sistema
antioxidante, a taxa de assimilagdo de CO2 e a transpiracdo, aumentando a producdo de
biomassa de plantas de arroz (Zhang et al., 2014; Malheiros et al., 2020; Andrade et al., 2018).
Além disso, o aumento da absor¢do de Se pode afetar positivamente a producdo de graos de
arroz como resultado do aumento do nimero de perfilhos por planta, graos por panicula e
porcentagem de graos cheios (Liu et al., 2020). Adicionalmente, o Se afeta a concentragao de
proteinas como globulina, glutelina, prolamina e albumina bem como a concentracdo de
minerais no grao de arroz (Teixeira et al., 2021). Por exemplo, o selenito aplicado ao solo
reduziu a concentragdo de ferro, manganés, cobre € Zn nos graos de arroz, ao mesmo tempo em
que aumentou as concentracdes de calcio, magnésio e molibdénio em resposta ao aumento do
fornecimento de nitrogénio (Teixeira et al., 2021). O arroz ¢ uma boa fonte de elementos
minerais importantes para a nutricdo humana (Saleh et al., 2019). Nesse contexto, a fertilizagao
com Zn também tem impacto direto na producdo e na concentragdo de minerais nos graos
(Zulfigar et al., 2021). Por exemplo, a fertilizagdo com Zn aumentou o numero de graos por
panicula e o indice de colheita das plantas de arroz, bem como o contetdo de proteinas nos
graos (Nahar et al., 2020). Além disso, a fertilizagdo com Zn aumentou as concentracdes de
ferro nos graos (Fang et al., 2008), mas reduziu a concentracdo de fosforo no arroz (Wang et
al., 2018). Esses resultados destacam a flexibilidade do Se e do Zn em modular a qualidade
nutricional dos graos do arroz. As relagdes entre diferentes nutrientes tem sido foco de varios
estudos fisiologicos, trazendo evidéncias de que a alteracdo de um ou mais nutrientes no meio

de cultivo das plantas pode afetar a concentragdo de outros nutrientes, seja de maneira
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antagonica ou sinérgica (Ji et al., 2022). Até o momento, no entanto, pouco ¢ conhecido sobre
o efeito combinado do Se e do Zn na produgdo e na composi¢ao nutricional dos graos de arroz.

O Zn ¢ um elemento essencial para o crescimento e desenvolvimento das plantas (Ji et
al., 2022). Esse micronutriente participa da ativacao de enzimas que regulam diversos processos
importantes nos vegetais, como a manuten¢do de membranas bioldgicas, fixacdo de carbono,
sintese de proteinas, sintese de clorofilas, expressao génica, fertilidade e sintese de hormonios
vegetais (Ei et al., 2020). A fertilizacdo com Zn tem um efeito direto na biossintese das
citocininas, afetando a produgao e os niveis de Zn nos graos de arroz (Gao et al., 2019). Além
disso, as citocininas podem regular positivamente a atividade e fun¢do do meristema apical
caulinar, que ¢ um parametro determinante da produ¢do de grdos em arroz (Li et al., 2013).
Dessa forma, ¢ possivel que a fertilizagdo com Zn eleve os niveis de citocinina no meristema
apical de plantas de arroz aumentando a producdo de graos. Além disso, as citocininas podem
alterar as relacdes fonte e dreno e modular a concentragdo de importantes minerais em arroz,
como Zn, Fe e Mn (Peleg et al., 2011). Apesar dos relatos na literatura sobre o efeito do Zn no
desenvolvimento reprodutivo do arroz, pouco se sabe atualmente sobre o efeito combinado do
Zn e do Se no desenvolvimento reprodutivo e no armazenamento de produtos de reserva como
amido, aminoécidos e proteinas nos graos do arroz. Assim, o entendimento da relacdo entre a
aplicacdo de Se e Zn em plantas de arroz abrira novas perspectivas para melhorar a produgado e
a composi¢ao nutricional dos graos.

Aqui testou-se a hipotese de que a absorcdo e o transporte de Se pelas raizes de arroz
sao aumentados pelo fornecimento de Zn, regulando, assim, a composi¢ao nutricional de graos
de arroz em termos de produtos de reserva e importantes minerais. Avaliou-se também os
efeitos do Zn e do Se sobre a biossintese de citocininas. Adicionalmente, foi avaliado o efeito
combinado do fornecimento de Se e Zn no desenvolvimento das plantas de arroz, porque a
variagdo na disponibilidade desses minerais durante a estagdo de crescimento das plantas pode
modificar o crescimento vegetativo e reprodutivo do arroz (Gao et al., 2019; Teixeira et al.,

2021).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e condicoes de cultivo

Sementes de arroz (Oryza sativa L. ssp japonica cv Oochikara) foram obtidas de plantas

cultivadas em casa de vegetagdo em Vicosa (20°45°S, 42° 54°W, 650 m altitude), Minas Gerais,
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Brasil. A germinagdo das sementes e o crescimento inicial das plantulas foi feito conforme
descrito por Malheiros et al. (2020). Em seguida, as plantulas foram cultivadas em vasos
plasticos de 10 L de capacidade, contendo uma mistura 1:1 (v/v) de substrato comercial
(Tropstrato HT, Mogi Mirim, Brasil) e solo. Todos os vasos foram preenchidos com 7,5 kg de
solo experimental (com base no peso seco). As caracteristicas quimicas do solo experimental
estdo descritas na Tabela S1. As plantas de arroz foram mantidas até o final do ciclo em casa
de vegetacdo com temperatura do ar controlada (30/25 °C, dia/noite) e iluminagdo natural.
Durante a primeira semana as plantas foram irrigadas diariamente até atingir a capacidade de
campo. ApOs a primeira semana foram aplicados 500 mL das seguintes solu¢des ao substrato
de cultivo das plantas: 0 uM de selenato de sodio + 0 uM de zinco-EDTA (controle), 0 uM de
selenato de sodio + 250 uM de zinco-EDTA, 10 uM de selenato de so6dio + 0 uM de zinco-
EDTA, 10 uM de selenato de sddio + 250 uM de zinco-EDTA. A solu¢do de selenato de sodio
foi aplicada semanalmente e a solugdo de zinco-EDTA quinzenalmente, ao longo do

experimento. Nos demais dias da semana a irrigacao foi feita até atingir a capacidade de campo.

2.2 Parametros produtivos

Para a determinagdo dos parametros de produtivos, as plantas foram coletadas ao final
do ciclo e separadas em raizes, colmos, folhas e graos. Os tecidos das plantas foram submetidos
a secagem em estufa a 70°C com circulacao for¢ada de ar, até atingir peso constante. Com base
no valor de biomassa seca, obtido para cada uma das diferentes partes, foram estimados os
parametros agrondmicos: biomassa seca de raizes, colmos, folhas e grados bem como a biomassa
total e a razdo raiz/parte aérea (g de massa seca radicular g'! de biomassa da parte aérea).
Determinou-se, também, o indice de colheita (g de biomassa seca de grios g™! de biomassa seca

total) e o nimero de graos de cada panicula.

2.3 Quantifica¢ao de citocininas

Foram quantificadas as seguintes formas de citocininas nas raizes e paniculas jovens de
plantas de arroz: zeatina, N¢®-isopenteniladenina (iP), zeatina ribosideo (ZR) e N¢®-
isopenteniladenosina (iPR). Para a quantificagdo de citocininas foram coletados cerca de 1
grama de raizes de plantas de arroz com 45 dias de idade e 1 grama de paniculas jovens (<1, 5

cm) de plantas de arroz no inicio do periodo reprodutivo. O material foi congelado € moido em
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nitrogénio liquido e, posteriormente, acondicionado em freezer a -80°C até analise. A extrag@o
e determinacdo de citocinina por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foram
realizadas de acordo com o método descrito por Song et al. (2013). Amostras padrao de fragao
de citocinina (zeatina, zeatina ribosideo, N®-isopenteniladenina e N®-isopenteniladenosina)

foram obtidas da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

2.4 Analise mineral

Cerca de cem graos de cada tratamento foram selecionados das sementes produzidas de
forma aleatoria e descascados. Os graos foram secos em estufa, a 60 °C, até atingir peso
constante e depois foram armazenados em sacos ziplock até a andlise. Apds secagem, os graos
foram triturados em moinho do tipo Willey (CINELAB CE-430; 8 laminas, 1725 rpm, peneira
de 20 mesh). As amostras (500 mg) foram submetidas a digestao nitro-perclérica (10:1, v/v) e
analisadas quanto a concentracdo de P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn e Zn usando um
espectrofotometro de emissao dtica em plasma induzido (ICP-OES, Perkin-Elmer, Shelton, CT)
conforme descrito por Wheal et al. (2011). A concentragdo de N nos graos foi determinada
conforme o método de combustio de (Mufioz-Huerta et al., 2013). A concentragdo de selénio

nos graos e na raiz foram determinados conforme El Mehdawi et al. (2018).

2.5 Analises bioquimicas

As andlises bioquimicas foram realizadas nas mesmas amostras utilizadas para
determinagdo mineral por ICP-OES. A extracdo e a quantificagdo das proteinas de reserva
(albumina, prolamina, globulina e glutelina) e proteinas totais foram realizadas de acordo com
a metodologia descrita por Reis et al. (2020), utilizando 100 mg de graos moidos. A
quantificagdo dos agucares soliveis, amido e aminoacidos totais foi realizada conforme Cross

et al. (2006), utilizando 50 mg de graos moidos.

2.6 PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR)

A extracao do RNA total dos tecidos da raiz e da folha bandeira, moidos e congelados,
bem como a sintese de cDNA foram realizadas conforme descrito por Malheiros et al. (2020).

As amostras de raizes e folhas bandeira foram coletadas no fim do dia. A RT-qPCR foi realizada
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com uma mistura de cDNA, SYBR Green Master Mix e primers gene-especificos (Tabela S2)
de acordo com Schippers et al. (2008). As sequéncias de oligonucleotideos utilizadas para a
expressao de OsNRTI1.1A, OsNRTI1.1B, OsSULTRI.2, OsPT2, OsNIP2.1, ZIP1, ZIP4, ZIP6,
ZIPS, CYP73543 e CYP735A44 foram retiradas de Ji et al. (2022), Teixeira et al. (2021), Liu et
al. (2019) e Gao et al. (2019). O gene housekeeping do arroz ACTIN (0s03g50885) foi usado
como controle interno para normalizar os dados de expressdo génica: ACT = CT (gene) - CT

(ACTIN), onde CT significa limiar de ciclo.

2.7 Analise estatistica

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado com 4 tratamentos em esquema
fatorial (2 x 2) composto por dois niveis de Zn e dois niveis de Se com quatro repeti¢des cada.
A unidade experimental do experimento foi composta por quatro plantas por vaso. Todos os
resultados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA), e as médias foram comparadas

pelo teste Tukey (P < 0,05), utilizando o software estatistico R.

3 RESULTADOS

3.1 O Se modula a biomassa e a producao de arroz em resposta a disponibilidade de Zn

De maneira geral a biomassa da parte aérea, a fotossintese liquida e as demais
caracteristicas de crescimento das plantas de arroz ndo foram afetadas pelo fornecimento de Zn
ou Se (Figura la, S1 e S2). A biomassa da raiz foi significativamente reduzida nas plantas
tratadas com Se ou Zn individualmente, quando comparados com as plantas controle (Figura
1b). Entretanto, as plantas tratadas com a combinag¢ao de Zn e Se, apresentaram maior biomassa
de raiz, em relacdo as plantas tratadas com Zn ou Se individualmente (Figura 1b). De forma
semelhante, a suplementacao das plantas com Se ou Zn individualmente reduziu a razao
raiz/parte aérea, em relagdo as plantas controle (Figura 1¢). Enquanto as plantas tratadas com
Zn e Se em combinagdo apresentaram maior razao raiz/parte aérea em relacdo as plantas
tratadas com Zn ou Se individualmente (Figura 1c). Todavia, ndo foi observado efeito
significativos dos tratamentos sobre a producao de biomassa total das plantas de arroz (Figura

1d).
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Tendo em vista que a disponibilidade de Zn no solo afeta a concentracao de citocininas
em plantas de arroz (Gao et al., 2019), foi avaliado a concentracdo de diferentes formas de
citocinina nas raizes de plantas de arroz, em resposta a aplicacdo de Zn e Se. Foi observado que
as raizes obtidas das plantas tratadas apenas com Zn apresentaram concentracao de zeatina, N°-
isopenteniladenina (iP), zeatina ribosideo (ZR) e N®-isopenteniladenosina (iPR) superior em
relacdo as raizes obtidas das plantas controle (Figura 1 e-h). A aplicacdo isolada de Se nao
alterou a concentragdo de zeatina, iP, ZR e iPR nas raizes das plantas de arroz, em relagdo as
raizes das plantas controle (Figura 1 e-h). Em contraste, a aplicacdo de Se nas plantas tratadas
com Zn reduziu as concentragdes de zeatina, iP, ZR e iPR nas raizes em relagdo as plantas
tratadas apenas com Zn (Figura 1 e-h). Adicionalmente, foi avaliado a expressao dois paralogos
de CYP7354, CYP735A3 e CYP735A4, relacionados com a biossintese de citocininas, nas
raizes e nas folhas das plantas de arroz. Os niveis de transcritos de CYP735A3 e CYP735A4
ndo foram alterados nas folhas das plantas de arroz em resposta a aplicacdo de Zn e Se
individualmente ou em combinacdo (Figura 1 i-j). Entretanto, as plantas tratadas com Zn
apresentaram niveis mais elevados de transcritos de CYP735A e CYP735B na raiz em relacao

as plantas controle ou aquelas tratadas apenas com Se (Figura 1 i-j).
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Figura 1. Efeito da aplicacdo de Se e Zn, isolados ou em combinacdo, nos pardmetros de
crescimento e no acimulo de diferentes formas de citocinina na raiz e expressao de génica de
genes de biossintese de citocininas nas raizes e folhas bandeira de plantas de arroz. a. Biomassa
da parte aérea. b. Biomassa da raiz. ¢. Razdo raiz/parte aérea. d. Biomassa total. e. Zeatina. f.
Neé-isopenteniladenina g. Zeatina ribosideo h. N¢-isopenteniladenosina. i. Expressado relativa de
CYP735A3 j. Expressao relativa de CYP735A4. Asteriscos representam diferencga estatistica
entre os tratamentos com Zn dentro da mesma condicdo de Se. Hashtags representam diferenca
estatistica entre os tratamentos com Se dentro da mesma condi¢do de Zn. Teste Tukey (P <
0,05). Os dados sao média + erro padrao de um experimento, com quatro repeticdes cada.
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Observou-se ainda que plantas tratadas com Zn e Se em combinacdo apresentaram
incremento no nimero de graos por panicula de 25% em relagdo as tratadas apenas com Se e
14% em relacdo as plantas tratadas apenas com Zn (Figura 2b). Entretanto, ndo foi observado
nenhum efeito significativo do Se e do Zn, aplicados individualmente, no nimero de graos por
panicula, em relacdo as plantas controle (Figura 2b). A biomassa de graos e o indice de colheita
das plantas de arroz ndo foram alterados pelo fornecimento de Zn ou Se individualmente, em
relagdo ao controle (Figura 2¢-d). Entretanto, as plantas tratadas com Zn e Se em combinagao
apresentaram maior biomassa de graos, em relacdo as plantas tratadas com Se ou Zn
individualmente (Figura 2a,c). O indice de colheita das plantas tratadas com a combinagdo de
Zn e Se aumentou em 18% em relagdo as plantas tratadas apenas com Se ¢ 6% em relagdo as
plantas tratadas apenas com Zn (Figura 2d). O nlimero de paniculas por planta e o nimero de
perfilhos por planta ndo foi afetado pelo fornecimento de Zn ou Se, individualmente ou em
combinagdo (Figuras 2e e S2). O tratamento das plantas de arroz com Zn ou Se individualmente
reduziu a porcentagem de grios cheios, em relagdo as plantas controle (Figura 2f). Em
contraste, as plantas tratadas com Zn e Se em combinacdo, apresentaram maior porcentagem
de graos cheios em relagdo as plantas tratadas com Zn e Se aplicados de forma isolada (Figura
21).

Dada as evidéncias de que as citocininas regulam a producao de graos em plantas de
arroz em fung¢do da disponibilidade de Zn (Gao et al., 2019), quantificou-se a concentracao de
diferentes formas de citocinina em paniculas jovens de plantas de arroz, em resposta a aplicagao
de Zn e Se. Foi observado que as paniculas jovens obtidas das plantas tratadas com Zn e Se em
combinagdo apresentaram concentragdes de zeatina, iP, ZR e iPR expressivamente mais
elevadas em relacdo as paniculas obtidas de plantas tratadas com Zn ou Se aplicados de forma
isolada (Figura 2g-j). Entretanto, a aplicagdo de Zn e Se individualmente, ndo alterou
significativamente a concentra¢do de zeatina, iP, ZR e iPR nas paniculas, em relacdo as

paniculas obtidas das plantas do controle (Figura 2g-j).
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Figura 2. Efeito dos tratamentos com Se e Zn, isolados ou em combinagdo, na producao de
graos e no acimulo de diferentes formas de citocinina em paniculas jovens de plantas de arroz.
a. Fenotipo das plantas aos 130 dias de cultivo. A barra de escala representa 26 cm. b. Numero
de grios por panicula. ¢. Biomassa de grios por planta. d. Indice de colheita e. Nimero de
paniculas por planta. f. Porcentagem de graos cheios. g. Zeatina h. N°-isopenteniladenina i.
Zeatina ribosideo j. N°¢-isopenteniladenosina. Asteriscos representam diferenga estatistica entre
os tratamentos com Zn dentro da mesma condi¢do de Se. Hashtags representam diferenca
estatistica entre os tratamentos com Se dentro da mesma condi¢do de Zn. Teste Tukey (P <
0,05). Os dados sao meédia + erro padrao de um experimento, com quatro repeticdes cada.
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3.2 A absorc¢io e 0 acakmulo de Zn e Se nos graos de arroz esta associada a disponibilidade

de zinco no solo

Para entender o mecanismo molecular do efeito do fornecimento de Zn e Se na absor¢ao
e acumulo de Zn e Se em plantas de arroz, analisou-se os niveis de expressdo génica dos
transportadores de Zn e Se nas raizes e folhas bandeira de plantas de arroz tratadas com Zn e/ou
Se. Os resultados mostraram que os niveis de expressao dos genes transportadores de nitrato de
OsNRT1.14 e OsNRTI.1B foram maiores nas raizes ¢ nas folhas bandeira das plantas tratadas
com Zn, em relacdo as plantas ndo tratadas com Zn (Figuras 3a e S3). Além disso, o efeito da
suplementagdo de Zn sobre a expressdo de OsNRT1.IA e OsNRTI.1B foi independente do
fornecimento de Se, ja que a aplicacdo de Zn combinada ao Se produziu uma expressdo desses
genes semelhante a das plantas tratadas apenas com Zn, tanto nas raizes quanto nas folhas
bandeira (Figuras 3a e S3). O tratamento das plantas de arroz com Zn nio alterou a expressao
de OsSULTR1.2 e OsNIP2.1 nos tecidos da raiz e das folhas bandeira quando comparadas as
plantas ndo tratadas com Zn (Figura 3b, d). Entretanto, foi observado aumento significativo na
abundancia dos transcritos de OsSULTR1.2 e OsNIP2.1 nas raizes e nas folhas bandeira das
plantas tratadas com Se, em relagdo as plantas ndo tratadas com Se (Figura 3b, d). O tratamento
das plantas com Se elevou a expressdao de OsP72 nas raizes e nas folhas bandeira em
comparagao as plantas nao tratadas com Se (Figura 3¢). Todavia, o tratamento das plantas com
Zn ndo alterou significativamente a expressdo de OsPT2 nas raizes, em relagdo as plantas nao
tratadas com Zn (Figura 3c). Em contraste com as raizes, o fornecimento de Zn reduziu a
expressao de OsPT2 nas folhas bandeira das plantas tratadas com Se em relagdo as plantas
tratadas apenas com Se (Figura 3c). Os resultados mostraram ainda que o fornecimento de Se
ndo altera significativamente a abundancia dos transcritos de OsZIPI, OsZIP4, OsZIP6 e
OsZIP8 nas raizes e nas folhas bandeira das plantas de arroz (Figura 3e-h). Por outro lado, a
suplementagao das plantas com Zn elevou o nivel de transcritos de OsZIP1, OsZIP4, OsZIP6 e
OsZIPS8 nas raizes e nas folhas bandeira, em relacao as plantas ndo tratadas com Zn (Figura 3e-

h).



35

abs b c d
Folha OsNRT1.1B OsSULTR1.2 OsPT2 OsNIP2.1
410-Zn  Zzn 0,94 1L Zn 0,34 I Zn 0,42 . Zn 0,53
O+Zn  gg 0,00 Se 0,00 Se 0,00 Se 0,00
3t ZnxSe 0,64 | ZnxSe0,39] | ZnxSe 0,03 | Zn x Se 0,39
* * # #
g 2 F B —I— B - i—} 1 F i#* 1 r —t —I— B
© —
o
Hin Hn 1fin" y N
Hin B N 1 T
Q.
517 1 * * ;
2] 7 | _— Ly
— I
3¢ * * 1t e o I pr i B #
> I
4 L 4 L 4 L 4 L
Zn 0,00 Zn 0,00 Zn 0,27 Zn 0,48
5t Se 0,68 1t Se 0,75 1t Se 0,00 1t Se 0,00
5 Raiz Zn x Se 0,44 Zn x Se 0,57 Zn x Se 0,54 Zn x Se 0,23
e 5 f g h
Folha OszIP1 OsZIP4 OsZIP6 OsZIP8
4 Zn 0,00 1 r Zn 0,00 1 Zn 0,00 i r Zn 0,00
Se 0,36 Se 0,77 Se 0,93 Se 0,36
3! ZnxSe0,93] | ZnxSe 0,49{ | ZnxSe0,27] | Zn x Se 0,44 |
© .| || | = - . x|
=2 . —
© . —— —E K3
ql % I I I
3 [0 N Eu NN BN N Em
B
o 0
(O]
= LA L L e L] T L
< 1+ 1 r r
Lu *
4 L i L B L i .
Zn 0,00 Zn 0,00 Zn 0,00 Zn 0,00
5t Se 0,38 1t Se 0,69 1t Se 0,12 1t Se 0,75
Raiz Zn x Se 0,29 Zn x Se 0,57 Zn x Se 0,36 Zn x Se 0,95
6 0 10 0 10 0 10 0 10

Doses de selénio (uM)

Figura 3. Efeito do Zn e do Se na expressao génica de transportadores relacionados a absor¢ao
e transporte de Se e Zn nos tecidos da raiz e folha bandeira. a-h. Niveis de expressdo relativa
de OsNRTI.1B, OsSULTRI.2, OsPT2, OsNIP2.1, ZIP1, ZIP4, ZIP6 e ZIPS, na raiz e folha
bandeira. Os niveis de acumulo de transcritos foram medidos usando primers especificos de
OsNRTI1.1B, OsSULTRI1.2, OsPT2, OsNIP2.1, ZIP1, ZIP4, ZIP6 ¢ ZIPS, por RT-qPCR e
normalizados usando ACTIN como padrdo interno. Asteriscos representam diferenca estatistica
entre os tratamentos com Zn dentro da mesma condicao de Se. Hashtags representam diferenca
estatistica entre os tratamentos com Se dentro da mesma condi¢do de Zn. Teste Tukey (P <
0,05). Os dados sao meédia + erro padrao de um experimento, com quatro repeticdes cada.

Dada as evidéncias de que os niveis de transcritos de OsNRT1.1B, OsSULTRI.2, OsPT2,
OsNIP2.1, ZIP1, ZIP4, ZIP6 e ZIP§ na raiz ¢ nas folhas bandeira afetam a absor¢do ¢ o
transporte de Se e Zn em plantas de arroz (Liang et al., 2019; Zhang et al., 2019; Ji et al., 2022),
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analisamos o efeito da alteracdo da abundancia de transcritos na concentracao de Zn ¢ Se nas
raizes, nas folhas e nos graos de plantas de arroz. O tratamento das plantas com Zn elevou a
concentracdo de Zn nas raizes, folhas e graos de arroz de forma independente do Se, pois o
tratamento com Zn sozinho ¢ em combinacao com Se apresentaram valores semelhantes (Figura
4a-c). Entretanto, ¢ interessante notar que as plantas tratadas com Se sozinho apresentaram
reducdo na concentragdo de Zn nas folhas e nos graos, mas nao na raiz, em relacdo as plantas
controle (Figura 4a-c). A concentragdao de Se ndo foi alterada nas raizes e nas folhas, mas
aumentou nos graos das plantas tratadas com Zn sozinho em relagado as plantas controle (Figura
4d-f). Entretanto, o tratamento das plantas com Se sozinho elevou a concentragdo de Se nas
raizes, nas folhas e graos de arroz, em relacdo as plantas controle (Figura 4d-f). Além disso, foi
observado que quando o Zn ¢ aplicado em associagdo com o Se a concentragdo de Se nas raizes

e nos graos das plantas de arroz ¢ superior em relagdo as plantas tratadas com Se ou Zn sozinhos

(Figura 4d-f).
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Figura 4. Efeito dos tratamentos com Se e Zn, isolados ou em combinagdo, no acumulo de
zinco e selénio em diferentes 6rgaos de plantas de arroz. a. Concentracao de zinco na raiz b.
Concentracdo de zinco nas folhas ¢. Concentragdo de zinco nos graos d. Concentra¢do de
selénio na raiz e. Concentragdo de selénio nas folhas f. Concentracao de selénio nos graos.
Asteriscos representam diferenca estatistica entre os tratamentos com Zn dentro da mesma
condi¢do de Se. Hashtags representam diferenca estatistica entre os tratamentos com Se dentro
da mesma condi¢do de Zn. Teste Tukey (P < 0,05). Os dados sdo média + erro padrao de um
experimento, com quatro repeticdes cada.
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3.3 O Se afeta 0 acimulo de minerais e produtos de reserva nos graos em resposta ao

fornecimento de Zn

O fornecimento de Zn ndo alterou a concentragao de N, Mg, S e Ca nos graos das plantas
de arroz em relagdo as plantas ndo tratadas com Zn (Figura 5a-d). Entretanto, um significante
incremento nas concentragdes de N, Mg, S e Ca foi observado nos graos das plantas tratadas
com Se, quando comparados aos graos das plantas ndo tratadas com Se (Figura 5a-d). O
tratamento com Zn aumentou a concentracdo de P nos graos em relacao aos graos das plantas
ndo tratadas com Zn (Figura 5e). Entretanto, o tratamento das plantas com Se ndo alterou a
concentragdo de P nos grios das plantas de arroz (Figura 5¢). Nao houve diferenca nas
concentragdes de K entre os tratamentos (Figura 5f). Os resultados mostraram também que as
plantas suplementadas com Se apresentaram maior concentracao de Fe nos graos em relacdo as
plantas ndo tratadas com Se (Figura 5g). E interessante notar que embora a aplicagdo de Zn ou
Se ndo tenha alterado de forma significativa a concentra¢do de Cu e Mn nos grios, a
concentracdo de Cu nos graos das plantas tratadas com Se e Zn em combinagdo tendem a ser
maior que nos demais tratamentos (Figura S4). Em contrapartida, a concentragcdo de Mn nos
graos das plantas tratadas com Zn e Se em combinagdo apresentam uma reducdo em relagao
aos demais tratamentos (Figura S4). Nao houve diferenca nas concentragdes de B entre os
tratamentos (Figura S4). A concentracao de P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu nas raizes das plantas de
arroz ndo diferiram entre os tratamentos (Figura S5).

De maneira geral, a concentragdo de albumina nos grdos ndo foi afetada pelo
fornecimento de Zn ou Se as plantas de arroz (Figura 5h). A concentracdo de prolamina nos
graos das plantas tratadas com Se foi maior do que nos graos das plantas ndo tratadas com Se
(Figura 51). Entretanto, ndo foi observado efeito significativo da aplicacdo de Zn sobre a
concentragdo de prolamina nos graos (Figura 51). A concentragdo de globulina e de glutelina
nos graos das plantas tratadas com Se ou Zn sozinhos foi maior do que nos graos das plantas
controle (Figura 5j,k). Os resultados revelam ainda que as plantas tratadas com Se e Zn em
combina¢do apresentaram maior concentra¢do de globulina e glutelina nos graos do que as
plantas tratadas com Zn ou Se sozinhos (Figura 5j, k). A concentra¢do de proteinas totais nos
graos das plantas tratadas com Se ou Zn sozinhos foi maior do que nos graos das plantas
controle (Figura 51). Adicionalmente, a concentracdo de proteinas totais nos graos das plantas
tratadas com Zn e Se em combinagdo aumentou 33,5% em relacdo as plantas tratadas apenas

com Zn e 11% em relagdo as plantas tratadas somente com Se (Figura 51). Nao foram
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observadas diferencas significativas na concentra¢do de aminoécidos totais, aciicares soluveis

e amido nos graos de arroz entre os diferentes tratamentos (Figura S4).
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Figura 5. Alteragdes na composicdo mineral e de proteinas nos graos de plantas de arroz
tratadas com Se e Zn. a. Nitrogénio. b. Magnésio. ¢. Enxofre. d. Calcio. e. Fosforo. f. Potassio.
g. Ferro. h. Albumina. i. Prolamina. j. Globulina. k. Glutelina. 1. Proteinas Totais. Asteriscos
representam diferenca estatistica entre os tratamentos com Zn dentro da mesma condicao de Se.
Hashtags representam diferenca estatistica entre os tratamentos com Se dentro da mesma
condi¢do de Zn. Teste Tukey (P <0,05). Os dados sao média + erro padrdo de um experimento,
com quatro repetigdes cada.
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4 DISCUSSAO

A disponibilidade de nutrientes nos solos dos campos de producdao sofre uma
consideravel flutuacdo durante a estagdo de crescimento das plantas (Gao et al., 2019). Neste
contexto, as plantas desencadeiam uma série de respostas fisioldgicas e hormonais para adaptar
0 seu crescimento e desenvolvimento as mudangas na disponibilidade de nutrientes (Gao et al.,
2019). O fornecimento de Zn regula positivamente a biossintese de citocininas em arroz (Gao
etal., 2019; Cao et al., 2022). As citocininas estimulam o crescimento da parte aérea de plantas
de arroz (Li et al., 2013), ao passo que inibem o crescimento radicular (Rivas et al., 2022). De
fato, no presente estudo foi observado uma redug@o na razio raiz/parte aérea e na biomassa de
raizes, ao passo que a concentracao de zeatina, iP, ZR e iPR aumentou nas raizes das plantas de
arroz tratadas com Zn sozinho, em relagdo as plantas do controle (Figura 1). Entretanto, o Se
recuperou parcialmente a biomassa das raizes das plantas tratadas com Zn (Figura 1). No
presente estudo, a aplicacdo de Se nas plantas tradadas com Zn reduziu a concentragdo de
zeatina, iP, ZR e iPR nas raizes, em relagdo as plantas tratadas apenas com Zn, aliviando a
repressdao do crescimento da raiz mediado pelo Zn (Figura 1). Além disso, o Se, em baixas
concentragdes, estimula a biossintese de auxina em tabaco, remodelando a arquitetura do
sistema radicular e aumentando a biomassa de raizes (Jia et al., 2018). Dessa forma, ¢ possivel
que o Se também esteja atuando alterando a razdo auxina/citocinina no sistema radicular.
Entretanto, andlises complementares sdo necessarias para entender melhor a forma com qual o
Zn e o Se interagem com as vias hormonais em plantas de arroz.

A aplicag¢do de Zn alterou os niveis de transcritos na raiz dos pardlogos de CYP735A,
que participam da biossintese de citocininas em plantas (Wu et al., 2017; Gao et al., 2019), mas
ndo alterou a expressdo desses genes nas folhas bandeira (Figuras 1 e 2). Além disso, foi
observado que a aplicacdo de Se aumentou substancialmente as concentracdes de zeatina, iP,
ZR e iPR nas paniculas das plantas tratadas com Zn. Entretanto, o acimulo de citocininas na
parte aérea ¢ determinado pelo transporte das citocininas sintetizadas na raiz e € essencial para
o rendimento de graos da cultura do arroz (Wu et al., 2017; Zhao et al., 2019). Adicionalmente,
foi relatado que a aplicacdo de Se no meio de cultivo pode alterar o transporte de citocinina da
raiz para a parte aérea em plantas de Arabdopsis (Lehotai et al., 2016). Dessa forma, o acimulo
de citocininas na panicula e sua eliminagdo parcial das raizes das plantas tratadas com Zn e Se
em combinacdo, sugere um aumento na translocagao das citocininas da raiz para a parte aérea
induzida como efeito da aplicacdo de Se. Neste contexto, os principais componentes que

determinam o rendimento de graos de arroz, como o nimero de paniculas por planta, nimero
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de graos por panicula e peso de graos (Li et al., 2013), foram aumentados nas plantas tratadas
com Zn e Se em combina¢ao, mas ndo nas plantas tratadas apenas com Zn. Em conjunto esses
resultados indicam que o Se pode modular a a¢ao das citocininas nas plantas de arroz de forma
diferencial, amenizando os efeitos negativos das citocininas no sistema radicular e
incrementando a producgdo de graos. Tendo em vista que a deficiéncia de Zn ¢ um disturbio
generalizado em arrozais, um equilibrio entre a fertilizagdo com Zn e Se precisa ser alcancado
para melhorar a produgao de graos bem como a qualidade nutricional dos graos de arroz.

Em plantas de arroz, os genes que codificam transportadores de nitrato, NRT1.14 e
NRTI.1B (Figuras 3 e S3), sdo positivamente regulados pelo fornecimento de Zn (Ji et al.,
2022). NRT1.1B, por sua vez, apresenta atividade de transporte de Se da raiz para a parte aérea,
melhorando a concentragdo de Se nos graos de arroz (Zhang et al., 2019). No entanto, a atuagdo
de NRTI.1B coordenada pelo Zn e sua interagdo com Se ¢ pouco conhecida, principalmente
durante o estagio reprodutivo de plantas de arroz. Neste estudo, a aplicagao de Zn elevou a
expressdo de OsNRTI.IB nas raizes e nas folhas bandeira (Figura 3), provavelmente
aumentando o transporte de Se da raiz para os graos de arroz (Zhang et al., 2019; Teixeira et
al., 2021). Consequentemente, a concentragdo de Se nas raizes e nos graos das plantas de arroz
tratadas com Se aumentou de forma dependente do fornecimento de Zn (Figura 4). Estes
resultados sugerem que o aumento na concentracdao de Se nos graos mediado por OsNRTI.1B
¢ dependente da disponibilidade de Zn no solo. A absorcao de Se pelas raizes das plantas de
arroz ¢ mediada por varios transportadores de elementos i6nicos (Liang et al., 2019). Aqui, a
aplicacdo de Se elevou a expressdo de OsSULTR1.2, OsPT2 e OsNIP2.1 nas raizes das plantas
de arroz independente da disponibilidade de Zn no solo (Figuras 3 e 4), contribuindo para o
aumento da assimilagdo e absor¢ao de Se pelas raizes (Su et al., 2023). O fornecimento de
selenato as plantas imita a deficiéncia de enxofre e induz a expressdo de genes que codificam
transportadores de enxofre, como os OsSULTRI.I e OsSULTRI.2 (Cardoso et al., 2023),
melhorando a concentragdo de Se nas raizes e na parte aérea (Figura 4). Adicionalmente, o Se
regulou positivamente a expressao de OsSULTRI.2, OsPT2 e OsNIP2.1 nas folhas bandeira,
que desempenham um papel crucial na biofortificacdo das sementes (Krishna et al., 2020).
Juntos, esses resultados sugerem que o Zn € necessario para o acimulo de Se nos grdos, mas
que a absor¢ao nao esta necessariamente ligada ao aumento do transporte de Se.

No presente estudo, a adi¢dao de Zn elevou a expressao de OsZIP1, OsZIP4, OsZIP6 e
OsZIPS§ nas raizes e nas folhas bandeira de arroz de forma independente da aplicacdo de Se
(Figura 3). Os transportadores da familia ZIP sdo a rota primaria para a absor¢do, transporte e

distribuicao de Zn em plantas de arroz (Gao et al., 2019; Krishna et al., 2023). O aumento na
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expressao dos transportadores de Zn esta associado a elevagdo da concentragdo de Zn nos graos
(Jiet al., 2022). De fato, a concentragdo de Zn aumentou nas raizes, nas folhas e nos graos em
resposta ao tratamento com Zn, combinado ou nao ao Se (Figura 4). Entretanto, foi observado
que o tratamento das plantas com Se isoladamente, reduziu a concentragao de Zn nas folhas e
nos graos de arroz (Figura 4), como observado em estudo anterior com arroz (Teixeira et al.,
2021). O arroz ¢ uma das culturas basicas para cerca de metade da populagio mundial,
fornecendo micronutrientes essenciais para a saude humana (Ramos et al., 2022). Entretanto,
os graos de arroz sdao naturalmente pobres em Zn e Se (Mangueze et al., 2018). Segundo a
WHO/FAO (2004) a ingestao diaria recomendada de Se ¢ de 55-400ug/dia e a de Zn ¢ de 8-
45mg/dia. Considerando um consumo médio por pessoa de 180g de arroz por dia, os graos
provenientes das plantas tratadas com Se e Zn em combinagdo, forneceriam uma concentracao
de Se dentro da faixa adequada e cerca de 60% da ingestdo recomendada de Zn.

O Se e 0 Zn podem afetar a concentragdao de outros minerais importantes nos graos de
arroz (Boldrin et al. 2013; Mangueze et al., 2018; Teixeira et al., 2021). Teixeira et al. (2021),
por exemplo, observaram que a aplicacdo de Se reduzia as concentracdes de Fe, Mn, Cu e Zn,
mas aumentava a concentracdo de Mo e Mg com o aumento da disponibilidade de N. Entretanto,
na configuragdo experimental deste estudo, o Se aumentou a concentragdo de N, S, Mg, Ca e
Fe nos graos de forma independente ao fornecimento de Zn, quando comparados as plantas ndo
tratadas com Se (Figura 5). Esse aumento esta correlacionado ao aumento de N, S, Ca e Fe nas
folhas bandeira (Figura S6), que desempenha papel direto na entrega de minerais para os graos
de arroz (Li et al., 2023). Dessa forma, a aplicacdo de Se teve efeito sobre minerais que se
movem por difusdo, como o Fe, e também aqueles que se movem por fluxo de massa como N,
S, Mg e Ca (Alaoui et al., 2022). O aumento na concentragdao desses minerais nos graos pode
estar associado ao aumento da taxa transpiratoria promovida pelo tratamento com Se (Figura
S1), visto que a transpiracdo ¢ a principal for¢a que impulsiona o transporte de elementos
minerais das raizes para a parte aérea (Deng et al., 2022). Segundo Murphy et al. (2008), a
concentracdo de minerais nos graos pode ser reduzida quando a produgdo de graos ¢ aumentada,
o que configura o efeito da dilui¢do de minerais. Aqui, foi observado que as plantas tratadas
com Se em associacdo com o Zn apresentaram maior biomassa de graos (Figura 2), o que
ocorreu concomitantemente a elevagao de N, S, Mg, Ca e Fe nos graos (Figura 5). Estes
resultados indicam que o efeito de dilui¢dao parece nao ser um fator que afeta a concentragao de
N, S, Mg, Ca e Fe nos graos.

As proteinas de reserva representam o principal dreno de Zn e outros metais no

endosperma de cereais (Gao et al., 2022). Neste sentido, as proteinas de reserva sao as principais
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responsaveis pelo armazenamento de Se e Zn nas sementes de arroz, contribuindo
significativamente para a qualidade nutricional dos graos (Hu et al., 2018; Saleh et al., 2019;
Gao et al.,, 2022). Além disso, o Se depende principalmente de selenoproteinas para
desempenhar suas fungdes em humanos (Zhang e Chu, 2022). No presente estudo, o Se
aumentou a concentracdo de prolamina nos graos de forma independente ao fornecimento de
Zn (Figura 5). Entretanto, o efeito do Se no acimulo de globulina, glutelina e proteinas totais
nos graos de arroz foi dependente do fornecimento de Zn (Figura 5). O Zn tem efeito positivo
no conteudo de proteinas em cereais (Nahar et al., 2020; Gao et al., 2022) e parece ser necessario
para a resposta completa ao Se para o acimulo de proteinas nos graos de arroz. Dado que a
glutelina e a globulina correspondem a maior porgao de proteinas de reserva em arroz (Reis et
al., 2020; Gao et al., 2022), esses resultados sugerem que a propor¢do entre as proteinas de

reserva ¢ modulada pelo efeito combinado do Se ao fornecimento de Zn.

5 CONCLUSAO

O Se reverte parcialmente os efeitos negativos do aumento da concentragdo de
citocininas no sistema radicular nas plantas tratadas com Zn, ao passo que melhora o
rendimento de graos em funcao do acimulo de citocininas nas paniculas do arroz (Figura 6). O
aumento da expressdao de NRTI.1B, que codifica um transportador de nitrato que também
transporta Se, nas raizes e folhas bandeira das plantas de arroz supridas com Zn favorece o
acumulo de Se nas folhas bandeira e graos de arroz. Além disso, o fornecimento de Se as plantas
aumenta a capacidade de absor¢do de Se pela raiz e o acimulo de Se nos graos em funcao do
aumento da abundancia de transcritos de OsSULTRI.2, OsPT2 e OsNIP2.1 na raiz e nas folhas
bandeira (Figura 6). O fornecimento de Zn eleva a abundéncia de transcritos de OsZIPI,
OsZIP4, OsZIP6 e OsZIPS§ nas raizes e nas folhas bandeira de arroz de forma independente do
Se, e favorece a absor¢do e o acimulo de Zn nos graos de arroz (Figura 6). A suplementagdo
das plantas com Se melhora a concentracao de proteinas nos graos em resposta a disponibilidade
de Zn (Figura 6). Além disso, a suplementa¢ao das plantas de arroz com Se eleva a concentracao
de N, S, Mg, Ca, Fe e Cu nos graos de forma independente ao fornecimento de Zn. Em resumo,
0 Se e 0 Zn agem de forma sinérgica para melhorar a composi¢ao nutricional e o rendimento

de graos de arroz japonica.
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Plantas tratadas com zinco em relagdo as plantas ndo tratadas

Graos por panicula
Biomassa de graos
indice de colheita
Graos cheios (%)
Citocininas na panicula
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1 Transcritos de genes relacionados ao
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Figura 6. Visdo geral das respostas das plantas de arroz ao Se na presenca da fertilizagdo com
Zn em relagdo a ndo fertilizagdo. A combinagdo do Se com o Zn resultou em ganhos
quantitativos no rendimento de grdos em relacdo as plantas ndo tratadas com Se, devido ao
aumento da concentracdo de citocininas na panicula dessas plantas. Além disso, o0 aumento da
concentragdo de citocininas nas plantas tratadas com Zn reduziu a biomassa de raizes.
Entretanto, a adi¢ao de Se reverteu parcialmente esse efeito. Adicionalmente, a aplicagdo de Zn
e Se, sozinhos ou em combinagdo, regulou positivamente o acimulo de proteinas nos graos
quando comparadas as plantas controle. Observa-se ainda que a aplicacao de Zn e Se, sozinhos
ou em combinagdo, regulou positivamente o acumulo de minerais nos graos em funcao do
aumento na abundancia de transcritos de transportadores de genes relacionados ao transporte
de ions.
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Figura S1. Efeito dos tratamentos com Se e Zn, isolados ou em combinagao, nas trocas gasosas
e no acumulo de pigmentos em folhas de plantas de arroz. a. Taxa de assimilacdo liquida de
COas. b. Condutancia estomatica. ¢. Taxa de transpiracdo. d. Razao de CO2 intercelular-
atmosférico. e. Clorofila total f. Carotenoides. Asteriscos representam diferenca estatistica entre
os tratamentos com Zn dentro da mesma condi¢do de Se. Hashtags representam diferenca
estatistica entre os tratamentos com Se dentro da mesma condi¢do de Zn. Teste de Tukey (P <
0,05). Os dados sao meédia + erro padrao de um experimento, com quatro repeticdes cada.
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Figura S2. Efeito dos tratamentos com Se e Zn, isolados ou em combinacdo, nos parametros
de crescimento de plantas de arroz. a. Biomassa de colmos b. Biomassa de folhas ¢. Area foliar
total d. Nimero de perfilhos por planta. Asteriscos representam diferenca estatistica entre os
tratamentos com Zn dentro da mesma condi¢do de Se. Hashtags representam diferenca
estatistica entre os tratamentos com Se dentro da mesma condi¢do de Zn. Teste Tukey (P <
0,05). Os dados sdo média =+ erro padrao de um experimento, com quatro repeti¢oes cada.



54

5
Folha OsNRT71.1A
4 10-Zn  Zn 0,00
B+Zn  ge 0,44
3! Zn x Se 0,36
220 '
©
o 1 T ==
(@)
0
g 0
g1 :
2 | ’ *
3 L
41 Zn 0,00
5 | Se 0.88
Raiz Zn x Se 0,69
6 0 10

Dose de selénio (M)

Figura S3. Efeito do Zn e do Se na expressao génica de OsNRT1.1A nos tecidos da raiz e folha
bandeira. Os niveis de acumulo de transcritos foram medidos usando primers especificos de
OsNRTI.14, por RT-qPCR e normalizados usando ACTIN como padrdo interno. Asteriscos
representam diferenca estatistica entre os tratamentos com Zn dentro da mesma condigao de Se.
Teste Tukey (P < 0,05). Os dados sdo média + erro padrao de um experimento, com quatro
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Tabela S1. Propriedades quimicas do solo utilizado nos experimentos.

Propriedades Solo
pH 5.1
Zn (mg dm™) 5.2
P (mg dm™) 166.2
K (mg dm™) 730
Ca (cmol. dm™) 9.6
Mg (cmol, dm™) 5.2
Al (cmolc dm™) 0.1
H+Al (cmol. dm™) 4.6
CEC (cmol, dm™) 21.3
m (%) 0.6
V (%) 78.4
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P, fosforo; K, potassio; Ca, calcio; Mg, magnésio; Al, aluminio trocavel; H+AL
acidez trocavel; CTC, capacidade de troca de cations; m, saturagdo por
aluminio; e V, saturagdo por bases.



Tabela S2. Sequéncia de primers usados para RT-qPCR.

Nome Oligo Sequéncia 5°—3’ Referéncias

PT2 PT2-F CACAAACTTCCTCGGTATGCT Teixeira et al.
PT2-R GAAACCCCACAAATCCACAAC 2020

NIP2.1 NIP2.1-F GGGGCAATTTCAGGTGGATCG Teixeira et al.
NIP2.1-R TTCTGGGAGGAGCCTTCCTT 2020

NRTI.1IA  NRTI1.1A-F CCCACACCAAGCAATTCAGG Wang et al. (2018)
NRTI1.1A-R GTCTTCACCTCCTCCACGTC

NRTI1.1B NRTI.1B-F GGCAGGCTCGACTACTTCTA Teixeira et al.
NRTI1.1B-R AGGCGCTTCTCCTTGTAGAC ol

SULTR1.2 Sultrl.2-F TCAAAGAAGAACCCGCTAGAT Teixeira et al.

T (2021)

Sultrl.2-R GCAATTCCAAGGAAGCCTTTA

ACTINI Actinl-F "T:CCATCTTGGCATCTCTCAG Teixeira et al.
Actinl-R GTACCCGCATCAGGCATCTG o2l

ZIP1 ZIP1-F GTGGAGGAACCTGTGGACGA Liu et al. (2019)
ZIP1-R AGACGACGGTCATGAGGAAG

ZIP4 Z1P4-F CAGGGTTGTCTCCCAGGTTC Jietal. (2022)
ZIP4-R GGAGATCGACCAGGGACATG

ZIP6 Z1P6-F CGAGGAGGAAGCAGAAGATG Jietal. (2022)
ZIP6-R TGTCACCGAGAACATTACGC

ZIPS Z1P8-F GGTGCAGAGCAAAGGCAAGCT Jietal. (2022)
ZIP8-R AATTTCCTCTACATTAGTCCCT

CYP73543 CYP735A3-F g:TGGTGGAGGCCAAGGTC Gao et al. (2019)
CYP735A3-R TGCCGGTACTCGTCGGAGAT

CYP73544 CYP735A4-F GCTCGTCGAGGCCAAGGT Gao et al. (2019)
CYP735A4-R  GGCGGTAGTTGTCGGAGATG
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CAPITULO II — A BIOSSINTESE DE CITOCININA E AFETADA PELA
DISPONIBILIDADE DE SELENIO E NITRATO PARA REGULAR O
CRESCIMENTO DA PARTE AEREA E RAIZES EM PLANTULAS DE ARROZ

60
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RESUMO

O selénio (Se) e o nitrato t€ém o potencial de modificar a arquitetura da raiz do arroz, mas nao
esta claro como o Se esta ligado as mudangas no status de nitrato das plantulas de arroz. Assim,
as plantulas de arroz foram cultivadas em solugdes nutritivas contendo 0 ou 10 uM de Se que
foram suplementadas com 0,05 (condi¢do de baixa concentracdo de nitrato) ou 5,0 mM de
nitrato (condi¢do de alto concentracao de nitrato). A aplicagdo de Se em plantulas tratadas com
0,05 mM de nitrato levou ao acimulo de agucar na parte aérea € na raiz € aumentou as
concentragdes de citocinina na raiz, enquanto diminuiu as concentragdes de citocinina na parte
aérea em comparagdo com plantulas crescidas apenas com nitrato 0,05 mM. Isto, por sua vez,
resultou na diminuicdo do crescimento da parte aérea, enquanto a regulacdo negativa de OsXTH
e OsEXP afetou negativamente a expansdo da raiz. Por outro lado, o Se combinado com nitrato
5,0 mM nao afetou a concentragdo de acucar nos tecidos em comparacdo com plantulas em
nitrato 5,0 mM. Além disso, o Se regulou negativamente a biossintese de citocininas na parte
aérea e nas raizes de plantulas cultivadas sob nitrato 5,0 mM. A redugdo nas concentragdes de
citocinina pelo Se sob condi¢des de alta concentracao de nitrato diminuiu o crescimento da
parte aérea, mas aumentou o crescimento das raizes através da indu¢ao de OsXTH e OsEXP.
Assim, muitos dos efeitos do Se no crescimento da parte aérea e das raizes sdo devidos a uma

mudanga no status de nitrato das plantulas.

Palavras-chave: Expansao celular; Oryza sativa; Alocagao raiz - parte aérea; Selenito de sodio.
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ABSTRACT

Selenium (Se) and nitrate have the potential to modify rice root architecture, but it is unclear
how Se is linked to changes in the rice seedlings nitrate status. Thus, rice seedlings were grown
in nutrient solutions containing either 0- or 10-uM Se that were supplemented with 0.05 (low
nitrate condition) or 5.0 mM nitrate (high nitrate condition). Se application to seedlings treated
with low nitrate led to sugar accumulation in shoot and root and increased cytokinin
concentrations in root, while decreasing cytokinin concentrations in shoot compared with
seedlings in 0.05 mM nitrate alone. This, in turn, resulted in decreased shoot growth, while
downregulation of OsXTH and OsEXP negatively affected root expansion. On the other hand,
Se combined with 5.0 mM nitrate did not affect sugar concentration in tissues compared with
seedlings in 5.0 mM nitrate. Moreover, Se negatively regulated the cytokinin biosynthesis in
shoot and root of seedlings grown under 5.0 mM nitrate. The reduction in cytokinin
concentrations by Se under high nitrate condition decreased shoot growth, but increased root
growth through induction of OsXTH and OsEXP. Thus, many of the effects of Se in shoot and

root growth are due to a shift in nitrate status of the seedlings.

Keywords: Cell expansion; Oryza sativa; Shoot-root allocation; Sodium selenite.
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1 INTRODUCAO

O nitrogénio ¢ o nutriente mais importante para o crescimento ¢ desenvolvimento das
plantas, sendo o nitrato geralmente a principal fonte de nitrogénio inorganico embora também
haja a contribui¢do do amonio (Ye et al., 2022). Neste contexto, o nitrato em baixa concentragao
pode estimular o crescimento da raiz seminal do arroz, diminuindo a biossintese de citocinina
(Wang et al., 2020a). Como resultado, a reducao na concentragao de citocinina atua como um
regulador positivo da expressdo dos genes da expansina (EXP) e da xiloglucana
endotransglucosilase/hidrolase (XTH), resultando na expansdo da raiz seminal. Por outro lado,
0 aumento na oferta de nitrato aumenta a expressdo dos genes isopentenil transferase (IPT) e
citocromo P450 monooxigenase (CYP735A), resultando no acimulo de citocinina e inibi¢ao
do alongamento da raiz primaria do arroz (Pavll et al., 2018; Shah et al., 2023). Tomados em
conjunto, estes estudos sugerem que o nitrato ¢ eficaz na modulagdo do crescimento do sistema
radicular, modificando a dindmica da parede celular. Curiosamente, o acimulo de citocinina na
raiz mediado pelo fornecimento de nitrato foi acompanhado por um aumento no transporte de
citocinina para a parte aérea através do transportador ABCG14 (Poitout et al., 2018). Assim, ¢
possivel que a taxa relativa de crescimento da parte aérea e da raiz seja modulada por sinais de
citocinina relacionados ao status de nitrato das plantulas.

A estratégia de crescimento de plantulas € um dos principais fatores que determinam a
sobrevivéncia e a sucessdo populacional das plantas em seus habitats (Reed et al., 2022). Uma
estratégia adaptativa para plantulas ¢ alterar a morfologia das raizes para melhorar a exploragao
do solo em busca de nitrogénio (Lynch et al., 2023). Neste contexto, a resposta de crescimento
das plantulas a diferentes niveis de nitrogénio envolve modificacao nos padrdes de alocacao de
biomassa. Existe uma correlagdo positiva entre o fornecimento de nitrato e a alocagao raiz-parte
aérea em plantas de tabaco (Scheible et al., 1997). Nesse sentido, a fertilizagdo com alta
concentracdo de nitrogénio reduz a taxa de crescimento das raizes em comparagdo com o
crescimento da parte aérea, enquanto as plantas deficientes em nitrogénio tendem a reduzir o
crescimento da parte aérea e estimular o crescimento da raiz, de modo que as plantas possam
melhorar a absor¢do de minerais do solo (Puig et al., 2012; Hawkesford et al., 2023). No
entanto, até agora nao esta claro como a resposta dependente do nitrogé€nio ao acimulo de
citocinina atua para alterar a particdo da biomassa das plantulas de arroz para manter um
equilibrio funcional entre o crescimento da parte aérea e da raiz em resposta ao fornecimento

de nitrato.
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A aplicagdo isolada de selénio (Se) também modifica a arquitetura do sistema radicular
de plantulas de arroz por meio de alteragdes na biossintese de auxina e etileno (Malheiros et al.,
2019). Além disso, foi demonstrado que o Se pode modificar o metabolismo do carbono e do
nitrogénio na raiz e na parte aérea (Ribeiro et al., 2016). Como o Se regula positivamente o
acumulo de agucares nos tecidos vegetais (Dimkovikj e Van Hoewyk, 2014), ¢ possivel que a
capacidade do nitrogénio de regular a biossintese de citocininas nas plantas seja dependente da
disponibilidade de carbono. As raizes do arroz obtém Se na forma de selenito, principalmente
em solos de varzea onde o arroz irrigado ¢ produzido (Lima et al., 2018; Wang et al., 2020b).
A andlise molecular e fisiologica em Arabidopsis demonstrou que o tratamento com selenito
10 uM e 40 uM aumenta a expressao in situ do gene de resposta primaria indutivel por
citocinina (ARRS), que parece associado a inibigdo do crescimento radicular (Lehotai et al.,
2012). Na verdade, a expressao dos genes EXP ¢ regulada pelo selenito nas raizes das plantulas
de arroz (Malheiros et al., 2019). Estes estudos sugerem que o equilibrio entre nitrogénio e
citocinina desempenha um papel significativo durante o crescimento das plantas e que o Se
poderia de alguma forma afetar o equilibrio nitrogénio-citocinina. Apesar de muitos estudos
relatarem o efeito do nitrato e do Se isoladamente no crescimento das plantas (Lehotai et al.,
2012; Ribeiro et al., 2016; Poitout et al., 2018; Wang et al., 2020a), relativamente pouco se sabe
sobre o efeito do Se no controle do crescimento de plantulas de arroz apds exposi¢ao ao nitrato.
Uma questao em aberto, portanto, ¢ como as condi¢des de Se e nitrato podem interagir para
afetar o crescimento da parte aérea e das raizes das plantulas de arroz. Assim, a elucidagdo dos
mecanismos que controlam o crescimento das plantulas de arroz em resposta a aplicacdo de Se
e a fertilizagdo com nitrato ¢ necessaria para avaliar as consequéncias no desempenho das
plantulas durante a fase de crescimento vegetativo.

Neste estudo, testou-se a hipdtese de que o Se induz mudancas na interagdo entre o
fornecimento de nitrato e a biossintese de citocininas para mediar o controle do crescimento da
parte aérea e das raizes de plantulas de arroz. Além disso, foi investigado a capacidade do Se
de alterar a biossintese de agticar e, assim, regular a biossintese de citocininas € o crescimento

de plantulas de arroz em resposta a disponibilidade de nitrato.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Condicdes de cultivo e delineamento experimental
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Sementes de arroz (Oryza sativa L. ssp. japonica cv ‘Oochikara’) foram esterilizadas na
superficie, embebidas e germinadas conforme descrito por Malheiros et al. (2020). Apds a
germinagao, as plantulas com radicula de 2 cm de comprimento foram transferidas para vasos
de 1,5 L (20 plantulas por vaso) preenchidos com solugdes nutritivas de Hoagland e Arnon
(1950) contendo 0 ou 10 uM de Se, suplementadas com 0,05 (baixa concentragdao de nitrato)
ou nitrato 5,0 mM (condicao de nitrato elevado). Além disso, as plantulas foram cultivadas na
solucao de Hoagland e Arnon suplementada com 10 uM de selenito de sédio. O pH foi ajustado
diariamente para 5,5 e a solugdo foi renovada a cada 2 dias. Os experimentos hidroponicos
foram realizados em uma camara de crescimento (Forma Scientific Inc., Marietta, OH, EUA)
sob ciclo dia/noite de 16/8 horas (30/24 °C) com umidade relativa de 60/75% e 150 umol de
fotons m™ s de intensidade de luz. Apds 7 dias de crescimento, as plantulas foram colhidas,
cuidadosamente enxaguadas em dgua desionizada e depois utilizadas para as andlises seguintes.
Os valores plotados sdo a média de trés experimentos separados, com cinco réplicas para
ensaios fenotipicos, concentragdes de citocinina, agucares, nitrato e selénio, e trés réplicas para

expressao génica.

2.2 Avaliacao do Crescimento Vegetativo

A cada colheita, a parte aérea e a raiz foram separadas com bisturi e em seguida o
comprimento da parte aérea e da raiz foi medido com paquimetro Vernier. As raizes do arroz
foram transferidas imediatamente para etanol a 30% (v/v) para evitar qualquer dessecagao e,
em seguida, os sistemas radiculares foram escaneados usando um scanner de mesa e analisados
usando o software de processamento de imagem WinRhizo pro V 2008b (Regent Instruments
Inc.; Québec, QC, Canadd) conforme descrito por Zhu et al. (2005). A parte aérea e as raizes
foram posteriormente colocadas em sacos de papel e secas em estufa a 60 °C até massa

constante para determina¢do da massa seca.

2.3 Quantificacio de nitrato, selénio e acucares

Para analise de Se nas plantulas de arroz, a parte aérea e a raiz foram secas a 60 °C até
que a massa constante fosse digerida em 4cido nitrico e a andlise Optica de plasma

indutivamente acoplado foi realizada conforme descrito anteriormente em El Mehdawi et al.

(2018).
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A andlise de agucar total e nitrato foi realizada utilizando 100 mg de amostras
liofilizadas de parte aérea e raiz. Agucares e nitratos nos tecidos da parte aérea e radicular de
plantulas de arroz foram extraidos e quantificados conforme descrito por Cross et al. (2006).
Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pogos e as absorbancias de aguicar e nitrato
foram medidas em 340 nm e 540 nm, respectivamente, usando um leitor Elisa (Tunable

Microplate Reader, VersaMax, Sunny Vale, CA, EUA).

2.4 Analise de citocinina

A extracdo e determinagdo de citocinina de amostras de 0,3 g de parte aérea e raiz de
plantulas de arroz por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foram realizadas de
acordo com o método descrito por Song et al. (2013). Amostras padrao de fragdao de citocinina
(zeatina, zeatina ribosideo e N°-isopenteniladenina) foram obtidas da Sigma-Aldrich (St. Louis,

MO, EUA).

2.5 PCR Quantitativo em Tempo Real (RT-qPCR)

O RNA total fo1 isolado de tecidos radiculares congelados usando o reagente Trizol®
(Ambion, Life Technology, Carlsbad, CA, EUA) e tratado com DNase. Posteriormente, o
cDNA foi sintetizado a partir de 2 pg de RNAs totais utilizando transcriptase reversa
SuperscriptTM III (Invitrogen, Darmstadt, Alemanha), de acordo com o protocolo do
fabricante. As reacdes de PCR foram realizadas utilizando SYBR Green PCR Master Mix e
primers especificos de genes e analisadas em um sistema de PCR em tempo real Step-OnePlus
(Applied Biosystems, Foster, CA, EUA). Sequéncias de oligonucleotideos utilizadas para
expressdao dos genes EXP e XTH foram selecionadas da literatura e demonstraram regular a
expansao celular em plantulas de arroz (Wang et al., 2020a; Malheiros et al., 2019). Ubiquitina
(Os03g13170) e Actina (Os03g50885) foram utilizadas como padrdes internos (Figueiredo et
al., 2012; Li et al., 2016). A expressdo relativa foi normalizada com base nesses dois genes e
expressa como valores relativos contra plantulas de arroz sob condigdes de baixo concentragdo
de nitrato. A abundancia relativa de transcritos foi calculada usando o método AACT (Livak et

al., 2001). Os primers utilizados para RT-qPCR estdo listados na Tabela S1.
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2.6 Analise Estatistica

Os experimentos foram delineados em distribui¢do inteiramente casualizada. O modelo
Two-way ANOVA (p < 0,05) foi aplicado para comparar as médias dos parametros medidos
com os fatores concentracdo de selénio e nitrato. O teste F foi utilizado para avaliar as diferencas
entre as concentracdes de nitrato dentro de cada concentracao de Se e vice-versa. Todas as

analises estatisticas foram realizadas utilizando o software estatistico R versdo 4.1.0.

3 RESULTADOS

O nitrato aumentou o alongamento da parte aérea do arroz de maneira dependente da
dose (Figura Sla). O efeito maximo significativo induzido pelo nitrato ocorreu em 5,0 mM
quando o comprimento da parte aérea foi aumentado em 42% em comparacdo com a condi¢ao
de nitrato muito baixo (0,01 mM de nitrato). Por outro lado, os resultados revelaram que o
comprimento da raiz primaria das plantulas de arroz aumentou com o aumento do fornecimento
de nitrato, atingindo o valor méximo no fornecimento 6timo de nitrato (0,05 mM de nitrato) e
depois diminuiu quando o fornecimento de nitrato foi aumentado ainda mais (Figura S1b). Para
caracterizar os efeitos do Se no crescimento de plantulas em resposta a mudancas na
concentragdo de nitrato, plantulas de arroz foram cultivadas em solu¢des nutritivas contendo 0
ou 10 uM de Se que foram suplementadas com 0,05 (condi¢ao de baixo nitrato) ou 5,0 mM de
nitrato (condicao de alto nitrato) (Figura 1a). A aplica¢do de Se em plantulas tratadas com baixa
concentragao de nitrato levou a inibigdo do comprimento da raiz primaria (15%), comprimento
das raizes laterais (30%), numero de raizes laterais (31%), volume da raiz (40%) e biomassa
radicular (15%) em comparacgiao com plantulas cultivadas apenas com nitrato 0,05 mM (Figura
1b-f). Além disso, o comprimento da raiz primaria, o comprimento das raizes laterais, o nimero
de raizes laterais, o volume da raiz e a biomassa radicular aumentaram em plantulas tratadas
com Se cultivadas sob nitrato 5,0 mM em comparacao com plantulas cultivadas em nitrato 0,05
mM tratadas com Se, mas ndo em plantulas tratadas apenas com nitrato, levando a uma

interacdo N X Se (Figura 1b-f).
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Figura 1. Efeitos dos tratamentos com Se e nitrato, isoladamente e em combinagdo, no
crescimento de plantulas de arroz. a. Fenotipo de plantas de arroz cultivadas por 7 dias sob
tratamentos com Se e nitrato. A barra de escala representa 2 cm. b. Comprimento da raiz
primdria. ¢. Comprimento total das raizes laterais. d. Numero de raizes laterais. e. Volume total
da raiz. f. Biomassa radicular. g. Comprimento da parte aérea. h. Biomassa da parte aérea. i.
Razao raiz/raiz. Em cada painel, a analise de variancia para o efeito do nitrato (N) e do selénio
(Se) ¢ mostrada junto com o valor p, onde um valor p menor que 0,05 representa que o fator ou
ambos os fatores (N x Se) afeta o resultado. Os asteriscos (*), quando mostrados, indicam
médias estatisticamente diferentes entre plantas ndo tratadas e tratadas com Se nas mesmas
condigdes de nitrato (p < 0,05). Hashtags (#), quando mostradas, indicam médias
estatisticamente diferentes entre plantas cultivadas sob nitrato 0,05 mM e nitrato 5 mM dentro
do mesmo tratamento com Se (p <0,05). Os dados sao média + erro padrao de trés experimentos
separados, com cinco repeti¢des de 10 plantulas cada.
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O comprimento da parte aérea e a biomassa da parte aérea diminuiram nas plantulas
tratadas com Se sob 0,05 mM e 5,0 mM de nitrato em comparagdo com as plantulas cultivadas
apenas com nitrato (Figura 1g, h). Por outro lado, o comprimento e a biomassa da parte aérea
aumentaram sob 5,0 mM de nitrato tanto nas plantulas tratadas com Se como nas nao tratadas
em comparacdo com as plantulas em 0,05 mM de nitrato. Além disso, houve uma interagdo N
x Se significativa para a relacdo parte aérea/raiz (Figura 1i). Nesse sentido, houve resposta
dependente de Se para relagdo parte aérea/raiz, que foi modificada pelo fornecimento de nitrato.

Para verificar o efeito do tratamento com Se na biossintese de citocinina ¢ agucares, bem
como no acumulo de nitrato e Se em resposta ao nitrato, mediu-se as concentragdes de zeatina,
zeatina ribosideo, isopenteniladenina, agucares soluveis, nitrato ¢ Se na parte aérea e raizes de
plantulas tratadas com Se cultivadas sob oferta crescente de nitrato. Em compara¢do com nitrato
0,05 mM, as concentragdes de zeatina, zeatina ribosideo e isopenteniladenina na parte aérea
aumentaram em plantulas ndo tratadas e tratadas com Se cultivadas com nitrato 5,0 mM (Figura
2a-c). Houve também uma diminui¢ao nas concentracdes de zeatina e zeatina ribosideo na parte
aérea de plantulas tratadas com Se em compara¢do com as nado tratadas em ambas as condigdes
de nitrato (Figura 2a, b). As concentracdes de zeatina, zeatina ribosideo e isopenteniladenina
nas raizes mostraram uma interagdo N x Se significativa (Figura 2a-c). Em comparagdo com o
nitrato sozinho, as concentragdes de citocinina aumentaram significativamente nas raizes de
plantulas tratadas com Se cultivadas com nitrato 0,05 mM. No entanto, o Se combinado com
nitrato 5,0 mM diminuiu as concentragdoes de zeatina (39%), zeatina ribosideo (40%) e
isopenteniladenina (47%) nas raizes em compara¢do com plantulas cultivadas sob nitrato 5,0
mM (Figura 2a-c). O tratamento com Se aumentou a concentragdo de aglcares totais em 82%
e 44% na parte aérea e na raiz, respectivamente, em comparacao com plantulas ndo tratadas
com Se cultivadas em nitrato 0,05 mM (Figura 2d). Por outro lado, a concentragdo de agucares
totais na parte aérea e na raiz ndo foi significativamente afetada pelo Se em nitrato 5,0 mM. Um
aumento significativo na concentracao de nitrato foi observado tanto na parte aérea quanto na
raiz de plantulas cultivadas em nitrato 5,0 mM em comparagdo com plantulas cultivadas em
nitrato 0,05 mM sob ambas as condi¢gdes de Se (Figura 2e). Curiosamente, a concentracao de
nitrato na parte aérea mostrou uma interagdo N x Se significativa, exibindo uma redug¢a@o nas
plantulas tratadas com Se em comparacao com as nao tratadas, na concentracao de nitrato 5,0
mM. Além disso, o proprio selenito aumentou significativamente a concentragao de Se total na
parte aérea e na raiz em comparacdo com plantulas ndo tratadas com selenito em ambas as

condi¢des de nitrato (Figura 2f).
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Dada a evidéncia de que a exposi¢ao de plantulas de arroz ao Se em combinacdo com o
aumento da oferta de nitrato resultou em alteracdo no alongamento da raiz primdria e lateral,
quantificamos a expressao de mRNA de genes que codificam proteinas envolvidas na expansao
celular. Neste contexto, genes relacionados a expansao celular, incluindo OsEXP13, OsEXPAS,
OsEXPAI14, OsEXPB2, OsEXPB3, OsXTH2, OsXTHI3 e OsXTHI5 foram regulados
positivamente em raizes de plantulas de arroz tratadas com Se em nitrato 5,0 mM em
comparag¢do com Se combinado com 0,05 mM nitrato, revelando interagdes N % Se (Figura 3a-
h). Sob nitrato 0,05 mM, houve uma regulacao negativa na expressao de OsEXPAS, OsEXPA14,
OsEXPB2, OsEXPB3, OsXTH2, OsXTH13 e OsXTH15 nas raizes de plantulas tratadas com Se
em comparagdo com as ndo tratadas (Figura 3b-h). Além disso, a expressao de OsEXPI3,
OsEXPAS, OsEXPAI14, OsXTH13 e OsXTH15 foi induzida em raizes de plantulas tratadas com
Se em comparagcdo com as ndo tratadas, em nitrato 5,0 mM (Figura 2a-c,g,h). Houve uma
diminuicdo na expressdo do gene OsEXPAI4 em raizes de plantulas ndo tratadas com Se
cultivadas em nitrato 5,0 mM em comparagao com nitrato 0,05 mM (Figura 3c). Os tratamentos

ndo tiveram efeito na expressdao do gene OsXTH4 em raizes de plantulas de arroz (Figura 31).
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Figura 3. Efeitos dos tratamentos com Se e nitrato, isoladamente e em combinagdo, na
expressdo de genes relacionados a expansdo celular em raizes de plantulas de arroz. (a — i)
Niveis de expressao relativa de OsEXPI3, OsEXPAS, OsEXPAI4, OsEXPB2, OsEXPB3,
OsXTH?2, OsXTH13, OsXTH15 e OsXTH4, na raiz. Em cada painel, a analise de variancia para
o efeito do nitrato (N) e do selénio (Se) ¢ mostrada junto com o p-valor, onde um p-valor menor
que 0,05 representa que o fator ou ambos os fatores (N x Se) afeta o resultado. Os asteriscos
(*), quando mostrados, indicam médias estatisticamente diferentes entre plantas nao tratadas e
tratadas com Se nas mesmas condi¢gdes de nitrato (p < 0,05). Hashtags (#), quando mostradas,
indicam médias estatisticamente diferentes entre plantas cultivadas sob nitrato 0,05 mM e
nitrato 5,0 mM dentro do mesmo tratamento com Se (p < 0,05). Os dados sdo média + erro
padrao de trés experimentos separados, com trés réplicas cada.
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4 DISCUSSAO

A disponibilidade de Se modifica a arquitetura do sistema radicular em plantulas de
arroz, o que esta associado ao aumento do alongamento da raiz primaria ¢ a diminuigao das
raizes laterais (Malheiros et al., 2019). A arquitetura do sistema radicular também ¢ regulada
por outros minerais, incluindo o nitrogénio, que tem um efeito positivo tanto na biossintese
quanto na sinaliza¢ao de citocininas (Kamada-Nobusada et al., 2013). Os resultados do presente
estudo mostraram que o fornecimento de Se as plantulas tratadas com baixo concentragdo de
nitrato aumentou as concentra¢des de citocininas nas raizes, ¢ os agucares derivados da
fotossintese foram responsaveis pela indugdo, resultado que foi associado a alteragdes
fenotipicas no sistema radicular. Além disso, a aplicagdo de Se em plantulas tratadas com alta
concentragdo de nitrato resultou em um papel antagénico do Se e do nitrato na regulacdo da
biossintese de citocinina, o que impactou o crescimento da parte aérea e a arquitetura do sistema
radicular das plantulas de arroz.

Foi documentado que a disponibilidade reduzida de nitrogénio inibe a biossintese de
citocininas e estimula o alongamento da raiz primaria de plantulas de arroz (Wang et al., 2020a).
Consistente com esta visdo, este estudo revelou que o alongamento da raiz primaria aumentou
em plantulas tratadas com baixa concentracdo de nitrato em comparagcdo com plantulas
crescidas em alto nitrato devido a uma diminui¢ao nas concentragdes de zeatina e zeatina
ribosideo. Todavia esse efeito ndo foi verificado em raizes de plantulas tratadas com Se
cultivadas em condi¢@o de baixo nitrato (Figuras 1 e 2). A este respeito, a aplicagdo de Se em
plantulas tratadas com baixa concentracdo de nitrato aumentou as concentragdes de citocinina
nas raizes e diminuiu ndo apenas o tamanho das raizes, mas também o niimero de raizes laterais
em comparagdo com plantulas cultivadas apenas com nitrato 0,05 mM (Figuras 1 e 2). A
diminui¢do nas concentragdes de citocinina causa o alongamento das células radiculares,
aumentando a expressao dos genes EXP e XTH nas raizes de plantulas de arroz cultivadas sob
condi¢do de deficiéncia de nitrogénio (Wang et al., 2020a). Nesta configuragcdo experimental,
o Se combinado com nitrato 0,05 mM diminuiu a expressdo de OsEXPAS, OsEXPAIA4,
OsEXPB2, OsEXPB3, OsXTH2, OsXTHI3 e OsXTHI5 nas raizes em comparacdo com
plantulas cultivadas apenas em nitrato 0,05 mM (Figura 3). Estes resultados implicam que o Se
medeia a regulacdo negativa dos genes EXP e XTH através da indugdo da biossintese de
citocinina em resposta a baixa disponibilidade de nitrato. Além disso, este estudo sugere que o
efeito do Se na biossintese de citocinina em raizes de plantulas tratadas com baixa concentragao

de nitrato ¢ dependente de mudancas nas concentracdes de aglicar na parte aérea, 0 que por sua
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vez aumentou a concentragdo de citocinina nas raizes (Figura 2). Esse achado ¢ consistente com
relatos anteriores de que os agucares gerados pela fotossintese nas folhas causam aumento na
biossintese de citocininas nas raizes das plantas Arabidopsis (Kiba et al., 2019; Sakakibara et
al., 2021). Curiosamente, as plantulas crescidas com nitrato 0,05 mM associado a fertilizagao
com Se apresentam proporc¢des parte aérea/raiz semelhantes e concentragdes diminuidas de
zeatina e zeatina ribosideo na parte aérea em comparagdo com plantulas crescidas apenas com
nitrato 0,05 mM (Figuras 1 e 2). Assim, € provavel que a relagdo parte aérea/raiz s aumente
quando a citocinina se acumula na parte aérea, ¢ que esta resposta possa ser separada do efeito
da concentragdo de acucar na parte aérea. De fato, a maior relagdo parte aérea/raiz de plantulas
ndo tratadas com Se em comparagdo com plantulas tratadas com Se cultivadas com nitrato 5,0
mM foi relacionada ao acumulo de zeatina, zeatina ribosideo e isopenteniladenina na parte aérea
(Figuras 1 e 2).

A aplicagdo de nitrato nas raizes atua como um sinal para induzir a sinalizacdo da
citocinina nas folhas (Sakakibara et al., 1999). Os resultados do presente estudo indicaram que
o acumulo de nitrato e citocinina na parte aérea de plantulas de arroz cultivadas em 5,0 mM foi
acompanhado pela inibicdo do alongamento da raiz primaria e um aumento na rela¢do parte
aérea/raiz em comparacao com plantulas tratadas com Se combinado com aumento da oferta de
nitrato (Figuras 1 e 2). Foi apontado que o acumulo de nitrato na parte aérea das plantas de
tabaco foi positivamente correlacionado com uma inibi¢do do crescimento radicular e um
aumento na relagdo parte aérea/raiz (Scheible et al., 1997). Parece possivel, portanto, que o Se
tenha alterado o acimulo de nitrato e a biossintese de citocininas em plantulas de arroz
cultivadas sob condi¢des de alta concentragdo de nitrato. Consistente com esta observagao,
plantulas de arroz tratadas com Se cultivadas sob nitrato de 5,0 mM apresentaram diminui¢ao
do crescimento da parte aérea, o que foi acompanhando de uma redug@o nas concentragdes de
zeatina, zeatina ribosideo e isopenteniladenina na parte aérea e na raiz, enquanto exibiu um
aumento na biomassa da raiz em comparagdo com plantulas fornecidas com nitrato 5,0 mM
(Figuras 1 e 2). Além disso, a aplicagdo de Se em plantulas tratadas com alta concentracao de
nitrato resultou na regulacdo positiva de OsEXPI3, OsEXPAS, OsEXPAI4, OsXTHI3 e
OsXTH15 nas raizes em comparagao com plantulas sob concentragao de nitrato 5,0 mM, o que
por sua vez aumentou o tamanho da raiz (Figuras 1 e 3). Assim, foi proposto que a regulacao
positiva dos genes EXP e XTH nas raizes de plantulas cultivadas sob alto suprimento de nitrato
¢ mediada por Se através da inibi¢ao da biossintese de citocininas. De fato, as concentra¢des de
zeatina, zeatina ribosideo e isopenteniladenina nas raizes do arroz aumentaram com o

tratamento com Se sob baixa concentragcdao de nitrato, mas nao sob condi¢des de alto nitrato,
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devido as interagdes Se x nitrato (Figura 2). Nesse sentido, houve resposta dependente de Se
para acumulo de citocinina nas raizes das plantulas de arroz, que foi modificada pelo
fornecimento de nitrato. Juntos, esses achados sugerem que a reducao no tamanho da parte
aérea devido ao tratamento com Se sob condi¢des de alto nitrato pode ser atribuida a menor
translocagdo de citocinina entre a raiz e a parte aérea.

Os resultados deste estudo estdo integrados em um modelo apresentado na Figura 4, no
qual a baixa concentracao de nitrato causa uma diminui¢ao nas concentragdes de citocinina nas
raizes e reduz a translocagdo para a parte aérea. Assim, a inibi¢ao do acumulo de citocinina na
raiz e na parte aérea pela condi¢do de baixo nitrato aumenta o alongamento da raiz priméria e
diminui o tamanho da parte aérea das plantulas de arroz. Além disso, o Se mais a baixa
concentracdo de nitrato leva ao aumento da concentracao de aglicar na parte aérea e na raiz, ao
aumento das concentracOes de citocinina na raiz e a inibi¢ao da taxa absoluta de crescimento
da raiz. Por outro lado, a condigdo elevada de nitrato aumenta a biossintese de citocininas na
raiz e a translocacdo para a parte aérea, levando a diminuicdo do alongamento da raiz primaria
e ao aumento do tamanho da parte aérea. Além disso, o Se regula negativamente a biossintese
de citocinina nas raizes de plantulas de arroz cultivadas sob condi¢des de alto nitrato,
diminuindo assim a transloca¢do de citocinina para a parte aérea. Assim, a redugdo nas
concentragdes de citocinina por Se associado a condi¢ao de alto nitrato, diminui o tamanho da
parte aérea, enquanto aumenta o alongamento da raiz primdria ¢ a biomassa total da raiz.
Curiosamente, a fertilizagdo com Se e nitrogénio melhora a composi¢@o nutricional dos graos
de arroz (Teixeira et al., 2021). Isto, juntamente com o fato de que o Se combinado com o
nitrato afeta o crescimento das plantulas de arroz, sugere um papel proeminente do Se e do

nitrogénio na melhoria do desempenho das plantas de arroz.



76

(a) Parte aérea (b)
|, Alongamento ! it
J e biomassa da

parte aérea

Alongamento
e biomassa da
parte aerea

JICK] MSe] —s P[Acucares] TMCK1, MSel
VCK Transporte 4 Se transporte P CK transporte|,  /'Se transporte
| A Transporte de acticares |
{ CK biossintese MSe] PCK biossintese |, «— P[Se]
[(0.0smmNOs | [ Adigao dese | MCK] [ somMNO; | [ Adigho dese |
1 Alongamento da raiz | Alongamento da raiz pri.méria JAlongamento daraiz  1Alongamento da raiz
primaria | Nimero de raizes laterais priméria primaria
|, Volume total de raizes ABiomassa de raizes
Raiz |, Biomassa radicular

Figura 4. Esquema que resume os efeitos dos tratamentos com Se e nitrato, isoladamente e em
combinagdo, no crescimento de plantulas de arroz. Diagramas de plantulas de arroz cultivadas
sob condig¢des de baixo concentracdo de nitrato a. e alto concentracao de nitrato b. isoladamente
e em combinacdo com Se. O tratamento de plantulas de arroz com nitrato 0,05 mM diminui a
biossintese de citocininas na parte aérea e na raiz, o que pode entdo aumentar o alongamento
da raiz primaria enquanto diminui o tamanho da parte aérea em comparagao com plantulas
cultivadas em nitrato 5 mM. Além disso, a aplicagdo de Se em plantulas tratadas com baixo
concentragdo de nitrato aumenta as concentragdes de acucar na parte aérea e na raiz € aumenta
as concentragdes de citocinina na raiz, enquanto diminui o tamanho da raiz em comparagao
com plantulas apenas com nitrato 0,05 mM. Por outro lado, plantulas cultivadas em nitrato 5,0
mM apresentam altas concentracdes de citocinina na raiz e na parte aérea, o tamanho da parte
aérea aumenta e o alongamento da raiz primaria diminui em compara¢do com plantulas em
nitrato 0,05 mM. Além disso, o Se regula negativamente a biossintese de citocininas nas raizes
de plantulas de arroz cultivadas sob condi¢des de alto concentracdo de nitrato, diminuindo
assim a translocacao de citocinina para a parte aérea em comparagdo com plantulas apenas com
5,0 mM de nitrato. A reducdo nas concentragdes de citocinina pelo Se sob condi¢des de alto
concentracao de nitrato diminui o tamanho da parte aérea, enquanto aumenta o tamanho da raiz.

5 CONCLUSAO

Em resumo, a aplica¢do de Se em plantulas tratadas com baixa concentrag@o de nitrato
diminui o tamanho das raizes e da parte aérea através da alteragcdo do equilibrio de agucares e
citocininas. O acimulo de actcar na parte aérea sob aplicacdo de Se em plantulas tratadas com
baixa concentracdo de nitrato provavelmente esta relacionado a redug¢do no crescimento
radicular, no qual a estimulagdo da biossintese de citocinina e o acimulo de agucar nas raizes
estdo ligados. Neste caso, os resultados indicam que o Se regula o metabolismo do agucar e a

biossintese de citocininas para lidar com a condi¢do de baixo nitrato. O aumento da oferta de
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nitrato induz a biossintese de citocininas nas raizes, enquanto o Se resulta em efeitos opostos.
Portanto, o aumento do tamanho das raizes das plantulas de arroz provavelmente ocorre através
da inibicdo da biossintese de citocininas. Neste caso, as diminui¢cdes nas concentracdes de
citocininas nas raizes estdo associadas a um aumento na expressao de genes relacionados a
expansdo celular, incluindo OsEXP13, OsEXPAS, OsEXPA14, OsXTH13 e OsXTH15, que por
sua vez alteram a arquitetura radicular em plantulas de arroz. Além disso, o Se diminui o
crescimento da parte aérea das plantulas de arroz sob condi¢des de alto nitrato, diminuindo a

translocacgdo de citocinina entre a raiz e a parte aérea.
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Figura S1. Efeito do nitrato na parte aérea e na raiz de plantulas de arroz. O comprimento da
parte aérea e da raiz primaria foram avaliados 7 dias apds o inicio da incubacao das plantulas
de arroz em solugdes de nitrato. a. Curva dose-resposta de nitrato para comprimento da parte
aérea. b. Curva dose-resposta de nitrato para comprimento da raiz primaria. Valores com a
mesma letra ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% pelo teste de Duncan. Os dados sdao
média = erro padrao de trés experimentos separados, com cinco repeticoes de 10 plantulas cada.
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Tabela S1. Sequéncias de primers usadas para PCR em tempo real.

Sequéncia de Primers

Nome Forward Reverse

OsEXP13  ACCAAAGGGTTCCTTGCATGA ACTTGGAGCCCTTCACGTCC
OsEXPAS  TACACCTCCTCGGCTCAGTTCTAC TGCCACGTCGATCAAAGCATAC
OsEXPAI4 CCCGGTTATCTACCAAAGGGTTCC AGTCGTGCCCGTTAATGGTAAAC
OsEXPB2  CAACCAGTACCCGTTCATGTCC GTTGTTGGTGCACCGTATCTGG
OsEXPB3  TGCGGGTTCAAGAACACCAACC GGGTGGTTGACGCATCTTATCTGG

OsXTH?2 TGATCGCGTTCTTCGTGGAC TCCACAGGCTGGAGTAGAGC
OsXTH4 TCTGGAATGCCGATGACTGG GCAAGCGATAGCCCTGTAGT
OsXTHI13  GGTGTTCCGCAACTACCAGA CCCATATGCTCGAGTAGGCG
OsXTHI5  CAGTGTGACATCACGTGGGA TTGGTCCGGAGCATACAACC
OsUBQS5 ACCACTTCGACCGCCACTACT ACGCCTAAGCCTGCTGGTT

OsACTIN  TGGATTGGAGGATCCATCTTGGC  CCTTGGCAATCCACATCTGCTG




CAPITULO III - EFEITOS DA CITOCININA E DO SELENIO NOS ASPECTOS
FISIOLOGICOS E DA PRODUCAO DE PLANTAS DE ARROZ (Oryza sativa L.)
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RESUMO

As citocininas e o selénio (Se) podem modular a producgao e modificar a composi¢do nutricional
de graos de arroz. No entanto, ndo esta claro como a aplicagdo combinada de citocinina e Se
afetam o rendimento, o enchimento e a qualidade nutricional do grdo de arroz. No presente
estudo, a citocinina melhorou o enchimento de graos e os pardmetros de rendimento do arroz
independente da disponibilidade do Se. No entanto, a citocinina reduziu a biomassa de raizes,
mesmo nas plantas tratadas com Se. Por outro lado, a citocinina aumentou a taxa de fotossintese
liquida durante o inicio do enchimento dos grdos, melhorando a capacidade das folhas em
produzir fotoassimilados para sustentar o desenvolvimento dos grdos. Notavelmente, a
citocinina alterou a composi¢ao das proteinas de reserva, aumentando a concentracao total de
proteinas nos graos, mesmo na auséncia de fertilizagdo com Se. No entanto, quando aplicado
em conjunto com a citocinina, o Se aumentou a concentracao de aminoacidos nos graos de arroz
em comparagdo com graos de plantas tratadas apenas com citocinina ou Se. Além disso, a
citocinina exerceu um forte efeito inibitorio na absor¢ao e acumulacao de micronutrientes nas
raizes e graos de arroz, e esse efeito ndo foi revertido pela fertilizacdo com Se. No entanto, a
absor¢ao e o acimulo de Se nos graos de arroz sao mantidos, mesmo em presenca de citocinina.
Este estudo abre novas perspectivas para pesquisas futuras sobre o papel das citocininas e do

Se no desenvolvimento e na qualidade dos graos de arroz.

Palavras-chave: Alometria; Hormonio; Minerais; Selenito de sodio.
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ABSTRACT

Cytokinin and selenium (Se) can modulate the production and modify the nutritional
composition of rice grains. However, it is not clear how the combined application of cytokinin
and Se affects yield, filling, and the nutritional quality of rice grains. In the present study,
cytokinin improved grain filling and rice yield parameters regardless of Se availability.
However, cytokinin reduced root biomass, even in Se-treated plants. On the other hand,
cytokinin increased the net photosynthesis rate during the early grain filling stage, enhancing
the leaves' capacity to produce assimilates to support grain development. Remarkably,
cytokinin altered the composition of reserve proteins, increasing the total protein concentration
in grains, even in the absence of Se fertilization. However, when applied together with
cytokinin, Se increased the amino acid concentration in rice grains compared to grains from
plants treated only with cytokinin or Se. Additionally, cytokinin exerted a strong inhibitory
effect on the absorption and accumulation of micronutrients in rice roots and grains, and this
effect was not reversed by Se fertilization. However, Se absorption and accumulation in rice
grains are maintained, even in the presence of cytokinin. This study opens new perspectives for

future research on the role of cytokinins and Se in the development and quality of rice grains.

Keywords: Allometry; Hormone; Minerals; Sodium selenite.
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) tem um papel vital na alimentagdo e subsisténcia de mais da
metade da populagdo global (Zhang et al., 2021). Assim, o crescimento acelerado da populagdo
mundial combinado ao desenvolvimento econémico tem gerado uma crescente demanda por
aumentos na produgdo de arroz (Panda et al., 2018). Entretanto, a otimizagao do rendimento de
graos deve ser feita mantendo a qualidade nutricional dos alimentos, visto que a desnutrigao
por micronutrientes, particularmente o selénio (Se), afeta mais da metade da populagdao em
paises em desenvolvimento (Jameson e Song, 2015; Gao et al., 2019). Portanto, aprimorar o
rendimento de grios e a qualidade nutricional desse cereal ¢ fundamental para garantir a
seguranga alimentar global (Shah et al., 2023). Diversos estudos tem relatado a aplicagdo de
citocininas como estratégia de gerenciamento do aumento do rendimento de graos em cereais,
especialmente em arroz, trigo ¢ milho (Zhang et al., 2021; Islam et al., 2021; Hosseini et al.,
2022). Todavia, um efeito significativo das citocininas ¢ a inibicdo da atividade dos
transportadores de nutrientes, podendo comprometer a absor¢ao de nutrientes pelas raizes de
arroz e a concentracdo de minerais nos graos (Gao et al., 2019). Por outro lado, a suplementacdo
de plantas com Se pode melhorar os componentes de rendimento do arroz bem como otimizar
as caracteristicas nutricionais de graos de arroz (Boldrin et al., 2013; Reis et al., 2020; Teixeira
et al., 2021). No entanto pouco se sabe como a aplicagdo combinada de citocininas e o
fornecimento de Se afeta o rendimento e a qualidade nutricional de graos de arroz.

A citocinina ¢ um hormdnio vegetal que desempenha importante papel em diversos
processos do crescimento e desenvolvimento vegetal, incluindo o desenvolvimento da parte
aérea e o controle do processo de divisdo celular (Panda et al., 2018; Pavli et al., 2018; Wang
et al., 2020). Além disso, as citocininas controlam o perfilhamento, as relacdes fonte e dreno, a
arquitetura da panicula, o rendimento de graos de arroz e a resposta aos nutrientes (Peleg et al.,
2011; Wang et al., 2020; Chen et al., 2023). O rendimento de graos ¢ determinado pelo nimero
de graos por panicula, pelo nimero de graos por planta e pela biomassa de graos (Peleg et al.,
2011; Li et al., 2013). Durante o desenvolvimento da panicula, o meristema da inflorescéncia ¢
crucial na determinagdo do nimero de graos e reducdes na sua atividade podem reduzir o
numero de ramifica¢des da panicula e a producao de graos. Neste sentido, aumentos nos niveis
de citocininas estdo associados a um aumento na atividade do meristema da inflorescéncia do
arroz aumentando o numero de 6rgdos reprodutivos e resultando em maior produgdo de graos
(Lietal., 2013). Por exemplo, foi observado que reducdes nos niveis de OsCKX2, uma oxidase

de citocinina, gera acimulo de citocininas nas inflorescéncias aumentando o nimero de 6rgaos
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reprodutivos, melhorando consequentemente o rendimento de graos (Koprna et al., 2016; Guo
et al., 2020; Zhang et al., 2021).

Além disso, o enchimento de graos ¢ uma etapa fundamental para a formagao do
rendimento do arroz (Chen et al., 2023). O rendimento de graos do arroz ¢ influenciado, em
grande parte, pelas relagdes fonte e dreno, nas quais as espiguetas sdo os principais drenos de
fotoassimilados enquanto as folhas superiores e a folha bandeira sdo a fonte primaria de
carboidratos (Peleg et al., 2011). Neste contexto, as citocininas modulam a forga e o tamanho
do dreno mediando a divisdo celular e o aumento no nimero de células do endosperma,
controlando, assim, a exportagdo de fotoassimilados para os drenos (Javid et al., 2011). No
entanto, os graos de arroz apresentam enchimento assincrono a depender da sua posi¢ao na
panicula. Os grdos inferiores das paniculas apresentam uma taxa de enchimento mais lenta,
menor capacidade de obter fotoassimilados € menor enriquecimento do endosperma em relagao
aos graos superiores (Chen et al., 2022). Neste contexto, a aplicacdo de citocininas em plantas
pode regular negativamente a expressao CKX e positivamente a expressdo de genes do ciclo
celular em grdos inferiores de paniculas de arroz, melhorando significativamente o enchimento
de graos (Panda et al., 2018).

A aplicagdo de citocininas em plantas de arroz pode também aumentar a atividade da
fonte para melhorar o enchimento de graos inferiores de paniculas de arroz (Zhang et al., 2010).
Neste contexto, a disponibilidade de Se e aumentos nos niveis de citocininas nas plantas podem
melhorar a taxa assimilagdo liquida de CO», a transpiracdo nas folhas e a produ¢do de actcares
(Zhang et al., 2014; Pavlu et al., 2018; Das et al., 2019; Malheiros et al., 2020; Wang et al.,
2020). Adicionalmente, elevagdes nos niveis endogenos de citocininas podem regular
positivamente a biossintese € o transporte de sacarose, amido e proteinas em graos de arroz
(Chen et al., 2022). O amido ¢ o principal componente do endosperma da semente de arroz e
sua biossintese ¢ um processo crucial para a formag¢ao do rendimento de graos. Assim, enzimas
importantes para a biossintese de sacarose e amido como a sacarose sintase (SuSy), a adenosina
difosfato glicose pirofosforilase (AGPase) e a sintase do amido (StS) em graos inferiores de
paniculas de arroz podem ter sua atividade modulada pela aplicagdo de citocinias e estdo
positivamente correlacionadas a aumento na atividade do dreno e do enchimento de graos (Chen
et al., 2023). Embora o Se e as citocininas apresentem efeitos sobre o metabolismo primario
de plantas de arroz, ainda nao estd claro como o Se em conjunto com a citocinina influenciam
a producdo de fotoassimilados e o enchimento de graos de plantas de arroz.

No que diz respeito a qualidade nutricional de graos de arroz, o Se apresenta uma certa

flexibilidade para modificar a composi¢ao nutricional de graos de arroz. Por exemplo, a
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suplementagdo de plantas de arroz com 10 uM de selenito de s6dio aumentou as concentragdes
de N, Ca, Fe, Se e proteinas enquanto houve uma tendéncia de reduzir as concentragdes de Mn,
Cu, Zn nos graos de arroz com o aumento na concentracao da adubac¢do nitrogenada (Teixeira
et al., 2021). As citocininas, por sua vez, atuam nas respostas de aquisi¢ao de nutrientes em
plantas e regulam negativamente a expressao de diversos transportadores de minerais como Zn,
Si, Mn, B, Cu, K e Mg em plantas de arroz (Gao et al., 2019). Além disso, as citocininas regulam
negativamente a tolerancia ao selenito em Arabidopsis thaliana. Mutantes deficientes na
biossintese de citocininas apresentam a expressao de genes de transportadores de Pi da familia
PHT reduzida (Jiang et al., 2019). Um menor nivel de expressdo destes transportadores reduziu
a absor¢do e acumulo de Se no Arabidopsis. Assim, os efeitos inibitérios da deficiéncia de
citocininas na expressdo de transportadores de Pi e no acumulo de Se foram revertidos pela
aplicagdo de citocininas (Jiang et al., 2019). O Se ¢ absorvido pelas raizes das plantas de arroz
principalmente nas formas de selenito e selenato. A absor¢ao de selenito ¢ majoritariamente
mediada por transportadores de Pi, OsPT2, e por transportadores de influxo de silicio, OsNIP2.1
(Zhao et al., 2010; Zhang et al., 2014). O selenato, por sua vez, ¢ absorvido por transportadores
de sulfato, OsSULTRI.2 (Liang et al., 2019). Além disso, OsNRTI.IB, um transportador
relacionado a absorg¢do de nitrato, aumenta a absor¢ao de Se organico pelas raizes de plantas de
arroz (Zhang et al., 2019). No entanto, ainda permanece incompreendido como niveis de
citocinina podem afetar a expressao de OsPT2, OsNIP2.1 ¢ OsSULTRI.2 para modular a
captagdo de Se pelas raizes e o acimulo de Se nos graos de arroz.

Neste capitulo, testou-se a hipotese de que a absor¢do e o transporte de nutrientes
minerais pelas raizes de arroz sdo modificados pela aplicacdo de Se e citocinina nas plantas,
regulando, assim, a composi¢ao nutricional de graos de arroz em termos de produtos de reserva
e micronutrientes. Adicionalmente, avaliou-se o efeito da aplicagdo de citocinina sobre a
absor¢ao e acimulo de Se no grao. Também foi avaliado o efeito da aplicagdo de Se e citocinina
no enchimento e na producao de graos de arroz, uma vez que a variagao nos niveis de citocininas
e a disponibilidade de Se durante a estagdo de crescimento das plantas pode modificar a
producdo e a alocagdo de fotoassimilados afetando o crescimento vegetativo e reprodutivo do

arroz.

2 MATERIAL E METODOS
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2.1 Material vegetal e condicoes de cultivo

Sementes de arroz (Oryza sativa L. ssp japonica cv Oochikara) foram obtidas de plantas
cultivadas em casa de vegetagdao em Vicosa (20°45°S, 42° 54°W, 650 m altitude), Minas Gerais,
Brasil. A germinagdo das sementes e o crescimento inicial das plantulas foi feito conforme
descrito por Malheiros et al. (2020). Em seguida, as plantulas foram cultivadas em vasos
plasticos de 10 L de capacidade, contendo uma mistura 1:1 (v/v) de substrato comercial
(Tropstrato HT, Mogi Mirim, Brasil) e solo. Todos os vasos foram preenchidos com 7,5 kg de
solo experimental (com base no peso seco). As caracteristicas quimicas do solo experimental
estdo descritas na Tabela S1. As plantas de arroz foram mantidas até o final do ciclo em casa
de vegetacdo com temperatura do ar controlada (30/25 °C, dia/noite) e ilumina¢do natural.
Durante a primeira semana as plantas foram irrigadas diariamente até¢ atingir a capacidade de
campo. Apds a primeira semana, as plantas foram tratadas com: 0 uM de selenato de sodio + 0
uM de benziladenina (controle), 0 uM de selenato de soédio + 50 uM de benziladenina, 10 uM
de selenato de sodio + 0 uM de benziladenina, 10 uM de selenato de sédio + 50 uM de
benziladenina. A solugdo de selenato de s6dio (500 mL) foi aplicada semanalmente no substrato
de cultivo das plantas e a solugdo de benziladenina foi pulverizada uniformemente na parte
aérea das plantas quinzenalmente ao longo do experimento. Nos demais dias da semana a

irrigacdo foi feita normalmente até atingir a capacidade de campo do substrato de cultivo.

2.2 Parametros produtivos

Para a determinacao dos parametros produtivos, as plantas foram coletadas ao final do
ciclo e separadas em raizes, colmos, folhas e graos. Os tecidos das plantas foram submetidos a
secagem em estufa a 70°C com circulacdo for¢ada de ar, até atingir peso constante. Com base
no valor de biomassa seca, obtido para cada uma das diferentes partes, foram estimados os
parametros agrondmicos: biomassa seca de raizes, colmos, folhas e graos bem como a biomassa
total e a razdo raiz/parte aérea. Determinou-se, também, o indice de colheita, o nimero de graos
de cada panicula, o nimero de perfilhos por planta, nlimero de paniculas por planta, nimero de
ramificagdes primarias, numero de graos por planta, porcentagem de graos cheios e peso de mil

graos.

2.3 Trocas gasosas
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Parametros de trocas gasosas como a taxa de assimilacdo liquida de carbono (A4), a
condutancia estomatica (gs), a concentracao subestomatica de CO2 (Ci) e a taxa transpiratoria
(E), foram determinados com um analisador de gases a infravermelho (Li 6400XT, Li-Cor,
Lincoln, NE, USA). As avaliacdes de trocas gasosas foram realizadas entre 09:00 e 11:00 h sob
radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA) de 1000 umol m™? s™' e 410 umol de CO2 mol™ ar, nas
folhas bandeira na fase de enchimento de graos. Todas as medi¢des foram realizadas em

condi¢des ambientes de temperatura e DPV.

2.4 Analise mineral

A analise dos minerais foi realizada nos tecidos da raiz e dos graos maduros de plantas
de arroz. Para isso, cerca de cem graos de cada tratamento foram selecionados das sementes
produzidas de forma aleatdria e descascados. Os graos e amostras de raizes de arroz foram secos
em estufa, a 60 °C, até atingir peso constante e depois foram armazenados em sacos ziplock até
a andlise. ApoOs secagem, os graos e as raizes foram triturados em moinho do tipo Willey
(CINELAB CE-430; 8 laminas, 1725 rpm, peneira de 20 mesh). As amostras (500 mg) foram
submetidas a digestao nitro-perclorica (10:1, v/v) e analisadas quanto a concentracdo de P, K,
Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn e Zn usando um espectrofotdometro de emissao dtica em plasma induzido
(ICP-OES, Perkin-Elmer, Shelton, CT) conforme descrito por Wheal et al. (2011). A
concentragdo de N nos graos e nas raizes foram determinadas conforme o método de combustao
de (Mufioz-Huerta et al., 2013). A concentracao de Se nos graos e nas raizes foi determinada

conforme El Mehdawi et al. (2018).

2.5 Analises bioquimicas e pigmentos

Graos inferiores de paniculas de arroz na fase inicial do enchimento foram coletadas 6
dias apo6s a antese, no final do periodo de luz, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas.
Cerca de 50 mg de amostra fresca macerada foram utilizados para quantificar agticares soluveis,
amido, proteinas totais e aminoacidos. As analises bioquimicas nos graos maduros das plantas
de arroz foram realizadas nas mesmas amostras utilizadas para determina¢ao mineral por ICP-
OES. A quantificacdo dos agucares soliveis, amido e aminoécidos totais foi realizada conforme

Cross et al. (2006), utilizando 50 mg de graos maduros moidos.
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A extragdo e a quantificacdo das proteinas de reserva (albumina, prolamina, globulina e
glutelina) e proteinas totais dos graos maduros foram realizadas de acordo com a metodologia
descrita por Reis et al. (2020), utilizando 100 mg de graos moidos.

Os teores foliares de clorofilas a e b e de carotenodides foram determinados por meio de
extratos obtidos apds a maceracdo de 10 discos de folhas bandeira de 3,7 mm de diametro

utilizando-se de acetona 80%, conforme Lichtenthaler (1987).

2.6 Analise estatistica

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado com 4 tratamentos em esquema
fatorial (2 x 2) composto por dois niveis de citocinina e dois niveis de Se com quatro repetigdes
cada. A unidade experimental do experimento foi composta por quatro plantas por vaso. Todos
os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), e as médias foram

comparadas pelo teste Tukey (P < 0,05), utilizando o software estatistico R.

3 RESULTADOS

3.1 A citocinina modula o acimulo de biomassa e a producido de arroz de forma

independente da disponibilidade de Se

As plantas de arroz tratadas com citocinina apresentaram maior nimero de ramificagdes
primarias em suas paniculas, em relacao as plantas ndo pulverizadas com citocinina (Figura la,
b). Todavia, o nimero de ramificacoes primdrias das paniculas ndo foi alterado pelo
fornecimento de Se (Figura 1a, b). As plantas pulverizadas com citocinina ndo suplementadas
com Se apresentaram aumento de 20% no niimero de graos por panicula em relagdo as plantas
do controle. Ja as plantas pulverizadas com citocinina e suplementadas com Se apresentaram
aumento de 37% no numero de graos por panicula em relagdo as plantas suplementadas apenas
com Se. Por outro lado, a suplementacdo das plantas de arroz com Se reduziu o nimero de graos
por panicula em relacdo as plantas ndo tratadas com Se (Figura 1¢). A interagdo citocinina x Se
ndo foi significativa para os niveis de aclcares e amido nos graos. Observou-se ainda que
plantas tratadas somente com citocinina apresentaram um incremento de 19% no nimero de
graos por planta em relagdo as plantas do controle. Enquanto as plantas pulverizadas com
citocinina e suplementadas com Se apresentaram um aumento de 54% no ntimero de graos por

planta em relacdo as plantas tratadas somente com Se. Adicionalmente, ndo foi observado efeito
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significativo do selénio no nimero de graos por planta, em relagdo as plantas nao tratadas com
Se (Figura 1d). As plantas tratadas somente com citocinina ndo apresentaram alteragao no peso
de mil graos em relacdo as plantas do controle. Entretanto, as plantas tratadas com citocinina
em conjunto com Se apresentaram peso de mil graos superior em relagdo as plantas tratadas
apenas com Se. Observou-se ainda que o Se elevou o peso de mil graos das plantas pulverizadas
com citocinina, em relagdo as plantas tratadas somente com citoninina. O Se sozinho ndo alterou
o peso de mil graos em relacao as plantas do controle (Figura le). As plantas tratadas somente
com citocinina apresentaram aumento de 11% no indice de colheita em relag@o as plantas do
controle. As plantas pulverizadas com citocinina e suplementadas com Se apresentaram
aumento de 17% no indice de colheita em relacdo as plantas suplementadas apenas com Se. Por
outro lado, a suplementacdo das plantas de arroz com Se ndo alterou o indice de colheita, em
relacdo as plantas ndo tratadas com Se (Figura 1f). A aplicacdo de citocininas nas plantas
também alterou a produgdo de biomassa das plantas de arroz. Observou-se que as plantas
tratadas apenas com citocinina apresentaram um incremento de 24% na biomassa de graos em
relacdo as plantas do controle. J4 as plantas pulverizadas com citocinina e suplementadas com
Se apresentaram aumento de 45% na biomassa de grdos em relagdo as plantas fertilizadas
apenas com Se. Entretanto, a suplementacdo das plantas de arroz com Se ndo alterou a biomassa
de graos produzida, em relacdo as plantas ndo tratadas com Se (Figura 1g). O tratamento com
citocinina ndo alterou significativamente o niimero de paniculas por planta, em relacdo as
plantas ndo pulverizadas com citocinina. Adicionalmente, o Se ndo alterou significativamente
o numero de paniculas por planta em rela¢do as plantas do controle. Entretanto, observou-se
um aumento de 20% no nimero de paniculas por planta no tratamento com citocinina em
conjunto com Se, em relagdo as plantas pulverizadas apenas com citocinina. Além disso, a
porcentagem de graos cheios das plantas de arroz ndo foi alterada pelos tratamentos (Figura

S1).
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Figura 1. Efeito dos tratamentos com Se e citocinina, isolados ou em combinacdo, nos
parametros de rendimento de graos de plantas de arroz. a. Imagem das paniculas das plantas de
arroz. b. Numero de ramificagdes primdrias por panicula ¢. Numero de graos por panicula d.
Numero de grios por planta e. Peso de mil grdos f. Indice de colheita g. Biomassa de grios.
Asteriscos representam diferenca estatistica entre os tratamentos com citocinina dentro da
mesma condi¢do de Se. Hashtags representam diferenca estatistica entre os tratamentos com Se
dentro da mesma condi¢ao de citocinina. Teste Tukey (P < 0,05). Médias de quatro repeti¢des
+ erro da média.
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As plantas tratadas somente com citocinina apresentaram aumento de 51% no numero
de perfilhos por planta em relagdo as plantas do controle. Ja as plantas tratadas com citocinina
mais Se apresentaram aumento de 58% no numero de perfilhos por planta em relagdo as plantas
fertilizadas apenas com Se. E interessante notar ainda que as plantas tratadas com citocinina
mais Se apresentaram uma tendéncia de aumento no nimero de perfilhos em relacdo as plantas
tratadas somente com citocinina. Por outro lado, a suplementagdo das plantas de arroz com Se
nao alterou o nimero de perfilhos por planta, em relacao as plantas ndo tratadas com Se (Figura
2a). Adicionalmente, a aplicacdo de citocinina no arroz aumentou a biomassa de colmos ¢ a
biomassa total das plantas em relacdo as plantas ndo tratadas com citocininas. Todavia, o Se
ndo alterou significativamente esses parametros de crescimento (Figura 2b, h). A aplicagdo de
citocinina isolada ou em combinagdo com Se nao alterou a biomassa de folhas. Por outro lado,
a biomassa de folhas foi incrementada nas plantas tratadas com Se em relacdo as plantas ndo
suplementadas com Se (Figura 2c). Entretanto, a biomassa da parte aérea ndo foi alterada
significativamente pelos tratamentos (Figura 2d). A citocinina reduziu a area foliar especifica
em relagdo as plantas ndo tratadas com citocinina. Todavia, a fertilizagdo das plantas com Se
ndo alterou significativamente a area foliar especifica das plantas de arroz (Figura 2e). Ao
contrario do que se observou na parte aérea, o tratamento das plantas com citocinina ¢ a
suplementagdo das plantas com Se, isoladamente, reduziu a biomassa do sistema radicular e a
razao raiz/parte aérea em relagdo as plantas do controle. Em contrapartida, o tratamento das
plantas com citocinina combinada com Se ndo alterou a biomassa de raizes e a razao raiz/parte

aérea das plantas de arroz em relacdo as plantas tratadas somente com citocinina ou Se (Figura

1f,g).
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Figura 2. Efeito dos tratamentos com Se e citocinina, isolados ou em combinag¢do, na producao
de biomassa de plantas de arroz. a. Numero de perfilhos b. Biomassa de colmos ¢. Biomassa

de folhas d. Biomassa da parte aérea e. Area foliar especifica f. Biomassa de raizes g. Razio

raiz e parte aérea h. Biomassa total. Asteriscos representam diferenca estatistica entre os
tratamentos com citocinina dentro da mesma condi¢do de Se. Hashtags representam diferenca
estatistica entre os tratamentos com Se dentro da mesma condicdo de citocinina. Teste Tukey
(P <0,05). Médias de quatro repeticdes + erro da média.
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3.2 A aplicacio de citocinina incrementa a fotossintese liquida e modula o acimulo de
fotoassimilados em graos inferiores de paniculas de arroz no inicio do enchimento de

graos

As plantas tratadas somente com citocinina apresentaram aumento de 20% na
fotossintese liquida em relag@o as plantas do controle. O tratamento com citocinina mais Se
aumentou em 21% a fotossintese liquida do arroz, quando comparado as plantas suplementadas
apenas com Se. Por outro lado, o Se por si s6 ndo alterou a fotossintese liquida das plantas de
arroz (Figura 3a). Comportamento semelhante foi observado para as taxas transpiratorias das
plantas de arroz. As plantas pulverizadas com citocinina apresentaram acréscimo nas taxas
transpiratorias em relagdo as plantas ndo tratadas com citocinina. O Se ndo alterou
significativamente a transpiracdo das plantas de arroz (Figura 3b). Por outro lado, as
concentragdes de clorofilas e carotenoides ndo foram alteradas pelo tratamento das plantas com
citocinina. As plantas tratadas com Se apresentaram maior concentragdo dos pigmentos
fotossintéticos nas folhas em relacdo as plantas ndo fertilizadas com Se (Figura 3c, d). Para
avaliar como o Se e a citocinina afetam o enchimento de graos de arroz, as concentragdes de
acucares soluveis ¢ amido foram quantificadas em graos inferiores de paniculas de arroz
coletadas 6 dias ap0s a antese das inflorescéncias. Observou-se que a aplicagao de citocininas
1soladamente aumentou o contetido de agucares soltiveis em 21% e de amido em 68% nos graos
em relacdo ao controle. Adicionalmente, a citocinina em conjunto com o Se aumentou a
concentragcdo de agucares soluveis (25%) e de amido (87%) nos grdos em enchimento em
relagdo ao tratamento apenas com Se. Entretanto, o Se ndo alterou as concentragdes de aglicares
soluveis e amido nos graos em enchimento, quando comparado com os graos das plantas nao

tratadas com Se (Figura 3e,f).
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Figura 3. Efeito dos tratamentos com Se e citocinina, isolados ou em combinagdo, nas trocas
gasosas e¢ nas concentragdes de pigmentos nas folhas bandeira bem como no actimulo de
acucares e amido nos graos inferiores de paniculas de arroz aos 6 dias apds a antese. a. Taxa de
assimilagdo liquida de CO2. b. Taxa de transpiracdo. c. Clorofila total. d. Carotendides. e.
Acucares soluveis. f. Amido. Asteriscos representam diferenga estatistica entre os tratamentos
com citocinina dentro da mesma condi¢do de Se. Hashtags representam diferenga estatistica
entre os tratamentos com Se dentro da mesma condi¢do de citocinina. Teste de Tukey (P <
0,05). Médias de quatro repeti¢des + erro da média.

3.3 Efeitos do Se e da citocinina na composicio nutricional dos griaos maduros de arroz

A concentracdo de agticares soliveis em graos de arroz completamente desenvolvidos
ndo foi alterada pela citocinina ou pela fertilizagdo com Se (Figura 4a). Entretanto, a citocinina
reduziu a concentracao de amido nos graos, quando comparado com os graos das plantas nao
tratadas com citocinina. Por outro lado, a concentracdo de amido nos graos ndo foi alterada pela
suplementagdo das plantas com Se (Figura 4b). Os grdos das plantas tratadas com citocinina
apresentaram maior concentracao de aminoéacidos em relacdo aos graos das plantas ndo tratadas
com citocinina. De forma semelhante, as plantas suplementadas com Se apresentaram maior
concentracdo de aminoacidos totais nos graos em relagdo os graos das plantas nao tratadas com
Se. Observou-se ainda que as plantas tratadas simultaneamente com citocinina e Se
apresentaram um incremento na concentragdo de aminodcidos nos graos em rela¢do aos graos

das plantas tratadas apenas com citocinina ou Se (Figura 4c).
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Figura 4. Efeito dos tratamentos com Se e citocininas, isolados ou em combinacdo, na no
acumulo de produtos de reserva dos graos de arroz. a. Acgulcares soltiveis b. Amido c.
Aminodcidos livres totais d. Proteina solavel total e. Albumina f. Globulina g. Prolamina h.
Glutelina. Asteriscos representam diferencga estatistica entre os tratamentos com citocinina
dentro da mesma condicdo de Se. Hashtags representam diferenca estatistica entre os
tratamentos com Se dentro da mesma condi¢do de citocinina. Teste de Tukey (P < 0,05).
Meédias de quatro repeti¢des + erro da média.
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A aplicagdo de citocinina nas plantas resultou em um aumento na concentragao de
proteina soluvel total, especificamente associada com um aumento na concentragao de glutelina
e redu¢do na concentragao de prolamina nos graos em relacao aos graos das plantas nao tratadas
com citocinina. Por outro lado, as concentragdes de proteinas totais, glutelina e prolamina nao
foram alteradas pela fertilizagdo das plantas com Se (Figura 4d, g, h). As concentragdes de
albumina e globulina nos graos de arroz ndo foram alteradas pela pulverizagao das plantas com

citocinina ou pela adi¢cdo de Se (Figura 4e, f).

3.4 A citocinina afeta a absorc¢ao e a alocacdo de elementos minerais para as sementes

independentemente da disponibilidade de selénio no solo

A aplicagao de citocinina e a suplementagdo com Se, isoladas ou em combinagao, nao
alteraram significativamente as concentracdes de N, Mg e Ca nos tecidos das raizes de plantas
de arroz (Figuras 5a, b, c). A pulverizagdo das plantas com citocinina ndo alterou
significativamente a concentracao de S nas raizes de arroz, em relagdo as raizes das plantas ndo
tratadas com citocinina. Entretanto, o Se aumentou a concentracao de S nos tecidos das raizes
de arroz, em relagdo as plantas ndo suplementadas com Se (Figura 5d). As raizes das plantas
tratadas com citocininas apresentaram concentragdes de P e K mais elevada em relagao as raizes
das plantas ndo suplementadas com citocininas (Figura Se, f). No entanto, o Se nao alterou as
concentragdes de P e K nas raizes, quando comparado com as raizes das plantas ndo tratadas
com Se (Figura 5Se, f).

Com relacao aos micronutrientes, observou-se a citocinina reduziu as concentragdes de
Fe, Mn, B, Cu e Zn nos tecidos das raizes em relacao as plantas ndo tratadas com citocininas.
Por outro lado, a suplementagdo das plantas com Se aumentou a concentragao de Fe nas raizes
em relagdo ao controle, mas ndo alterou as concentracoes de Mn, B, Cu ¢ Zn nas raizes em
relagdo as plantas ndo tratadas com Se (Figura 5g-k). A citocinina ndo afetou as concentragdes
de Se nos tecidos das raizes das plantas de arroz. Todavia, a suplementagdo das plantas com Se
promoveu um incremento na concentragdo de Se nos tecidos das raizes de plantas de arroz em

relacdo as raizes das plantas ndo tratadas com Se (Figura 51).
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Figura 5. Efeito dos tratamentos com Se e citocininas, isolados ou em combinagdo, na
composi¢do mineral das raizes de arroz. a. Nitrogénio b. Magnésio ¢. Enxofre d. Célcio e.
Fosforo f. Potassio g. Ferro h. Manganés. i. Boro j. Cobre k. Zinco 1. Selénio. Asteriscos
representam diferenga estatistica entre os tratamentos com citocinina dentro da mesma condi¢ao
de Se. Hashtags representam diferenga estatistica entre os tratamentos com Se dentro da mesma
condicdo de citocinina. Teste Tukey (P < 0,05). Médias de quatro repeti¢des =+ erro da média.
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4 DISCUSSAO

Em arroz, a aplicagdo de citocininas melhora o crescimento e o desenvolvimento das
plantas e regula positivamente o rendimento de graos de arroz (Tao et al., 2020; Wang et al.,
2020). Embora o Se, em baixas concentracdes seja considerado um elemento benéfico as
plantas, seus efeitos sobre a producao de graos de arroz sdo menos pronunciados (Teixeira et
al., 2021). Alguns estudos tém relatado uma melhoria nas taxas fotossintéticas e no acamulo de
biomassa em resposta a aplicacdo de Se e que isso pode estar relacionado ao aumento da
producdo de graos de plantas de arroz (Zhang et al., 2014; Luo et al., 2019). Entretanto, no
presente estudo foi demonstrado que o efeito da citocinina no desenvolvimento vegetativo e na
producdo de graos de arroz ¢ independente da fertilizagdo com Se. Niveis mais elevados de
citocininas estimulam o crescimento e a ramificacdo da parte aérea (Zhang et al., 2021). Além
disso, os niveis de citocininas nos tecidos do arroz sdo fatores determinantes na arquitetura da
panicula, afetando o numero de ramificagdes e o nimero de graos por panicula (Zhang et al.,
2021). Aqui foi observado que a suplementagao das plantas de arroz com citocinina aumentou
a ramificacdo das paniculas, o nimero de graos por panicula, o nimero de graos por planta e a
biomassa de graos (Figura 1). Estes trés ultimos componentes sdo os principais pardmetros que
compoe o rendimento de plantas de arroz (Peleg et al., 2011; Li et al., 2013). Isso pode estar
relacionado a uma redu¢do na expressao de oxidases de citocininas (CKX) na panicula em
fun¢do do tratamento das plantas com citocinina, promovendo, assim, um actmulo de
citocininas no meristema da inflorescéncia e aumentando o niumero de 6rgaos reprodutivos
(Koprna et al., 2016; Guo et al., 2020; Zhang et al., 2021).

As citocininas estimulam o desenvolvimento da parte aérea, mas inibem o
desenvolvimento da raiz (Li et al., 2013; Rivas et al., 2022), reduzindo a razio raiz parte aérea
(Figura 2). O tratamento das plantas de arroz com citocinina melhorou o perfilhamento das
plantas, embora esse efeito ndo tenha sido convertido em maior nimero de paniculas nas plantas
(Figuras 2 e S1). No entanto, a citocinina reduziu a area foliar especifica das plantas de arroz,
independentemente da fertilizagdo com Se (Figura 2). A redugdo na area foliar especifica esta
relacionada ao aumento nas taxas fotossintéticas (Meziane and Shipley, 2001), o que foi
verificado neste estudo (Figura 3). Além disso, as citocininas favorecem a alocagdo do carbono
assimilado na parte aérea, em detrimento do sistema radicular, aumentando a producgdo de graos
(Beck, 1996). Neste sentido, os ganhos quantitativos no rendimento de graos das plantas de
arroz tratadas com citocinina podem ser atribuidos ao incremento na taxa de assimilagdo liquida

de CO; e na taxa de transpiragao no inicio do enchimento de graos (Figura 3).
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A fotossintese foliar fornece carboidratos para o desenvolvimento da panicula e para o
enchimento de graos, que ¢ uma etapa crucial para a producao das plantas (Zhang et al., 2021;
Chen et al., 2022). Neste contexto, as citocininas alteram a coordenagdo entre a capacidade da
fonte em fornecer fotoassimilados a medida que mantem a exportagao para os 6érgaos dreno em
crescimento (Javid et al., 2011; Peleg et al., 2011). O enchimento de graos em arroz ¢
assincrono, tendo inicio nos graos da posi¢do superior da panicula e posteriormente nos graos
da posicao inferior, que apresentam enchimento mais lento e incompleto (Chen et al., 2022).
Assim, as citocininas podem aumentar a sintese de aglcares soluveis e amido nos graos da
posi¢do inferior da panicula de arroz melhorando o enchimento desses graos, o que contribui
para o aumento da biomassa final de graos (Chen et al., 2023). A concentragdo de agucares
soluveis e amido em grdos inferiores de paniculas de arroz aos 6 dias apds a antese aumentou
nas plantas tratadas com citocinina de forma independente do Se (Figura 3). Esse resultado
sugere que o Se ndo alterou a regulagdo do metabolismo de carboidratos em resposta a
disponibilidade de citocinina. O acimulo de amido nos graos da posi¢ao inferior da panicula
na fase inicial de enchimento nas plantas tratadas com citocininas, pode estar relacionado ao
aumento da atividade dos drenos em fun¢do do aumento da atividade da SuSy, AGP e StS,
enzimas relacionadas a degradacao/sintese de sacarose e biossintese de amido (Chen et al.,
2022). Os resultados do presente trabalho mostram que a concentragdo de amido nos graos foi
reduzida ao final do ciclo nas plantas tratadas com citocinina (Figura 4), indicando que o efeito
benéfico das citocininas no acimulo de amido nos graos ¢ mais pronunciado no inicio do
enchimento de graos. Entretanto, essa redu¢do no acumulo de amido nos graos maduros ndo
prejudicou a biomassa final de graos de arroz (Figura 1 e 4), que foi positivamente regulada por
citocinina.

O arroz ¢ um alimento bésico na alimentacdo sendo fonte de proteinas e aminoacidos
essenciais para a populacdo humana (Amagliani et al., 2017). Estudos anteriores forneceram
informacdes de que o Se aumenta as concentragdes de proteina e aminodcidos nos graos de
arroz em resposta a fertilizacdo com nitrogénio (Teixeira et al., 2021). Os resultados desse
estudo mostram que os graos das plantas de arroz tratadas com Se ou citocinina, isoladamente,
apresentaram um aumento na concentragdo de aminodcidos. Entretanto, quando o Se e a
citocinina foram aplicados em conjunto, a concentragdo de aminoacidos nos graos foi ainda
maior quando comparado aos graos das plantas que receberam os tratamentos isolados (Figura
4), sugerindo um efeito aditivo do Se e da citocinina no acimulo de aminoacidos nos graos de
arroz. Entretanto, o Se ndo alterou significativamente as concentragdes das proteinas de reserva

e, consequentemente nao houve alteragdo nas concentracdes de proteinas totais, sugerindo que
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o Se ndo afeta a biossintese de proteinas nos graos de arroz possivelmente por ser um processo
compartimentalizado. Interessantemente, as citocininas por si s6 reduziram a concentracao de
prolamina, mas aumentaram significativamente a concentragcdo de glutelina nos graos (Figura
4). A fragdo de glutelina corresponde a 60-80% da proteina total de armazenamento dos graos
(Kawakatsu et al. 2010), assim, a citocinina também aumentou as concentragdes de proteinas
totais nos graos de arroz. O valor nutricional da glutelina ¢ superior, pois apresenta maior
conteido do aminodcido lisina em sua composi¢do e apresenta maior digestibilidade em
humanos (Ogawa et al, 1987). Neste sentido, a pulverizacdo das plantas com citocininas foi
capaz de alterar a proporcao das proteinas de reserva, aumentando a concentracao de proteinas
com maior valor nutricional no grao de arroz.

Os graos de arroz sdo fonte de importantes minerais essenciais para a saide humana
(Saleh et al., 2019; Zhang et al., 2021). O presente estudo indicou que o Se por si s tende a
aumentar as concentragdes de N, S, Ca, P, Fe, Mn B e Cu, ¢ a diminuir as concentragdes de Mg,
K e Zn nos graos de arroz (Figura 6). Esses resultados reforcam a flexibilidade que o Se tem
em modificar a concentracdo de importantes minerais em graos de arroz (Teixeira et al., 2021).
Entretanto, a redugdo observada na absor¢ao e acimulo de Fe, Mn, B, Cu ¢ Zn nas raizes e nos
graos de arroz induzida pela citocinina ndo foi revertida ou mesmo mitigada pela fertilizacao
com Se (Figuras 5 e 6). A quantidade de minerais nos graos € o resultado do equilibrio entre a
absor¢do pela raiz, distribuicdo e alocagdo nos graos (Yoneyama et al., 2016). As citocininas
regulam negativamente o desenvolvimento das raizes (Rivas et al.,, 2022), o que
presumivelmente poderia reduzir a absor¢do de nutrientes. Os resultados revelaram que a
aplicagdo de citocinina nas plantas de arroz reduziu drasticamente a biomassa de raizes e a razao
raiz parte aérea, e que a redugdo nesses parametros nao foi revertida pelo Se (Figura 2). Neste
contexto, a redugdo quantitativa nas concentragdes de micronutrientes pode ser explicada pela
redu¢@o na biomassa de raizes provocada pela citocinina, mesmo nas plantas tratadas com Se.
Além disso, esse efeito pode ser refor¢ado por uma possivel reducao na expressao de genes
relacionados ao transporte de ions tanto nas raizes quanto em folhas bandeira, visto que as
citocininas regulam negativamente a expressao de diversos transportadores de minerais (Gao et
al., 2019). Entretanto, a absorc¢ao pelas raizes e o acimulo de Se nos graos de arroz ndo foram
afetados pela citocinina. Curiosamente, a citocinina tendeu a elevar a concentracdo de Se nas
raizes e nos grios das plantas fertilizadas com Se (Figuras 5 e 6). E bem documentado que o
acumulo de Se nas raizes e nos graos de arroz ¢ controlado por OsSULTRI.2, OsPT2 e
NRTI.1B, transportadores relacionados a absorc¢ao de S, P e N (Gupta e Gupta, 2017; Liang et

al., 2019; Teixeira et al., 2021). Em conjunto, esses resultados sugerem que o efeito repressor
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das citocininas nos transportadores de nutrientes seja mais pronunciado para os transportadores
de micronutrientes, nao afetando, portanto, as vias de absor¢do e acimulo de Se nos graos de
arroz. Além disso, as concentragdes de N, Mg, S, Ca e P nos graos foram semelhantes nas
plantas tratadas e ndo tratadas com citocinina, enquanto a concentracao de K nos graos das
plantas tratadas com Se foi elevada pela aplicacdo de citocinina (Figura 6). As concentragdes
de N, Mg, S e Ca nas raizes também se mantiveram constantes nas plantas tratadas e nao tratadas
com citocinina, enquanto os niveis de P e K nas raizes foram aumentados nas plantas tratadas
com citocinina em relacao as raizes das plantas ndo tratadas (Figura 5). Em conjunto, esses
resultados relevam um possivel efeito diferencial das citocininas sobre a regulacdo dos

transportadores de macro e micronutrientes em plantas de arroz.

5 CONCLUSAO

A citocinina melhora as caracteristicas agrondmicas € os principais componentes de
rendimento de graos de arroz, independentemente da fertilizacdo das plantas com Se. Além
disso, a citocinina aumenta a taxa de fotossintese liquida das plantas de arroz no inicio do
enchimento dos graos, melhorando a capacidade das folhas em produzir fotoassimilados para
manter o enchimento dos graos em desenvolvimento. Observa-se ainda que a citocinina
modifica a composicao das proteinas de reserva, aumentando as concentracdes de proteinas
totais nos graos independentemente da fertilizacdo com Se. No entanto, o Se quando aplicado
juntamente com a citocinina incrementa as concentragdes de aminoécidos nos graos de arroz,
em relagdo aos graos das plantas tratadas isoladamente com citocinina ou Se. A citocinina inibe
a absor¢ao e acumulo de micronutrientes nas raizes e nos graos, e esse efeito ndo foi mitigado
pela fertilizagdo com Se. Isso pode estar associado a redug¢do da biomassa de raizes mediada
pela citocinina, mesmo nas plantas tratadas com Se. Entretanto, a absor¢do e o acimulo de Se

nas raizes e nos graos de arroz nao sao afetados pela citocinina.
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Figura S1. Efeito dos tratamentos com Se e citocininas, isolados ou em combinagdo, nos
parametros produtivos do arroz. a. Numero de paniculas por planta b. Peso de mil graos c.
Porcentagem de graos cheios. Asteriscos representam diferenca estatistica entre os tratamentos
com citocinina dentro da mesma condicdo de Se. Hashtags representam diferenga estatistica
entre os tratamentos com Se dentro da mesma condig¢ao de citocinina. Teste Tukey (P < 0,05).

Meédias de quatro repetigdes + erro da média.



Tabela S1. Propriedades quimicas do solo utilizado nos experimentos.

Propriedades Solo
pH 5.1
Zn (mg dm™) 5.2
P (mg dm™) 166.2
K (mg dm™) 730
Ca (cmol. dm™) 9.6
Mg (cmol, dm™) 5.2
Al (cmolc dm™) 0.1
H+Al (cmol. dm™) 4.6
CEC (cmol, dm™) 21.3
m (%) 0.6
V (%) 78.4

P, fosforo; K, potassio; Ca, calcio; Mg, magnésio; Al, aluminio trocavel; H+AL
acidez trocavel; CTC, capacidade de troca de cations; m, saturagdo por

aluminio; e V, saturagdo por bases.
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CONCLUSAO GERAL

Este estudo mostrou que as plantas de arroz adaptam seu crescimento e desenvolvimento
em resposta a mudangas nos niveis de selénio, zinco e nitrogénio no meio de cultivo das plantas.
Grande parte dessas respostas esta ligada a modificagdes no metabolismo de citocininas das
plantas de arroz. Os niveis de citocinina nas plantas de arroz aumentam em resposta a
disponibilidade de zinco, reduzindo a biomassa do sistema radicular das plantas de arroz. O
selénio recupera parcialmente a produgdo de biomassa de raizes nas plantas fertilizadas com
zinco via reducdo nos niveis de citocininas na raiz. O selénio melhora o rendimento de graos
das plantas tratadas com zinco em fun¢do do acumulo de citocininas nas paniculas. A
suplementagdo das plantas com selénio melhora a concentracdo de proteinas nos graos em
resposta a disponibilidade de zinco, ao passo que as concentracdes de N, S, Mg, Ca, Fe e Cu
nos graos aumentam independente do fornecimento de zinco. Observa-se ainda que a
suplementagdo das plantas com zinco aumenta a expressao de NRT1.1B favorecendo o acimulo
de selénio nos graos de arroz.

O fornecimento de selénio as mudas de arroz tratadas com 0,05 mM de nitrato altera o
equilibrio de agucares e citocininas, provocando alteragdes fenotipicas no sistema radicular e
na parte aérea das plantulas de arroz. Neste sentido, o selénio regula o metabolismo do acucar
e a biossintese de citocininas para lidar com a restri¢ao de nitrato. Por outro lado, em condi¢des
de alta concentragdo de nitrato (5,0 mM), o selénio inibe a biossintese de citocininas e aumenta
o tamanho do sistema radicular das plantulas de arroz regulando positivamente a expressao de
genes relacionados a expansdo celular. Ao mesmo tempo o selénio reduz a translocacdo de
citocinina da raiz para a parte aérea, reduzindo o crescimento da parte aérea das plantulas de
arroz.

A aplicagdo de citocinina nas plantas de arroz melhora as caracteristicas agrondmicas e
os principais componentes de rendimento de graos de arroz, independentemente da fertilizagao
das plantas com selénio. A citocinina estimula a fotossintese liquida das plantas de arroz,
melhorando a capacidade de produzir fotoassimilados para manter o enchimento dos graos em
desenvolvimento. A citocinina reduz a biomassa das raizes das plantas de arroz, e esse efeito
nao ¢ revertido pelo selénio. Em conjunto esses resultados sugerem que a redugao da biomassa
de raizes, mediada pela citocinina, impacta negativamente a capacidade de absorcao e acimulo
de micronutrientes nas raizes e nos graos de arroz, mesmo nas plantas tratadas com selénio. No

entanto, a absor¢do e o acimulo de selénio nos graos de arroz sdo mantidos. Além disso, a
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citocinina modifica a propor¢do das proteinas de reserva, aumentando as concentracdes de
proteinas totais nos graos independentemente da fertilizagdo com selénio.
Em resumo, os resultados do presente trabalho sugerem uma interagdo complexa entre

o selénio, zinco e nitrato na regulacao do metabolismo das citocininas em plantas de arroz.



