o

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA VEGETAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM FISIOLOGIA VEGETAL

DISSERTACAO DE MESTRADO EM FISIOLOGIA VEGETAL

SILICIO POTENCIALIZA AS TAXAS FOTOSSINTETICAS MEDIANTE UMA
MAIOR CONDUTANCIA MESOFILICA EM FOLHAS DE ARROZ INFECTADAS
POR Microdochium oryzae

Lucas Felisberto Pereira

Fabricio Avila Rodrigues
ORIENTADOR

VICOSA, JULHO DE 2015
MINAS GERAIS—- BRASIL



FichaCatalografica :: Fichacatalografica

2de3

Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da

Universidade Federal de Vicosa - CAmpus Vicosa

P436s
2015

Pereira, Lucas Felisberto, 1990-
Silicio potencializa as taxas fotossintéticas mediante

maior condutancia mesofilica em folhas de arroz infestadas

por Microdochium oryzae [ Lucas Felisberto Pereira. -
Vicosa, MG, 2015.
ix, 26f. :il. ; 29 cm.

Inclui apéndice.

Orientador : Fabricio de Avila Rodrigues.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de
Vicosa.

Referéncias bibliograficas: £.15-19.

1. Arroz - Doencas e pragas - Aspectos fisioldgicos.
2. Microdochium oryzae. 3. Silicio. 4. Analise foliar.
5. Fotossintese . I. Universidade Federal de Vicosa.
Departamento de Biologia Vegetal. Programa de
Pds-graduacao em Fisiologia Vegetal. II. Titulo.

CDD 22. ed. 633.189

https://www3.dti.ufv.br/bbt/ficha/cadastrarficha/visua...

11-11-2015 12:04



LUCAS FELISBERTO PEREIRA

SILICIO POTENCIALIZA AS TAXAS FOTOSSINTE,TICAS
MEDIANTE UMA MAIOR CONDUTANCIA MESOFILICA
EM FOLHAS DE ARROZ INFECTADAS POR Microdochium

oryzae

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacdo em Fisiologia Vegetal, para
obtencao do titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2015



LUCAS FELISBERTO PEREIRA

SILICIO POTENCIALIZA AS TAXAS FOTOSSINTE:I'ICAS
MEDIANTE UMA MAIOR CONDUTANCIA MESOFILICA
EM FOLHAS DE ARROZ INFECTADAS POR Microdochium

oryzae

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Poés-
Graduacdo em Fisiologia Vegetal, para
obtencéo do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 27 de Julho de 2015

Fabio Murilo DaMatta Kelly da Silva Coutinho Detmman
(Co-orientador)

Fabricio Avila Rodrigues
(Orientador)



A Deus, acima de todas as coisas
Aos meus pais, Geremias de Magalhdes Pereira e Aparecida Felisberto Pereira, e
aos meus irmaos, Marcos Vinicius Felisberto Pereira e Thamires Felisberto

Pereira, pelo amor incondicional, pelo carinho e pelas incessantes orac¢oes

OFERECO

A minha amada noiva Lorena Dantas do Nascimento

pelo amor, companheirismo e compreensao

DEDICO



iii
AGRADECIMENTOS

Agradeco a DEUS, pela oportunidade de estudar e me formar em uma das
melhores instituicdes Federais do pais.

Agradeco aos meus sogros, Margarete Dantas e Marcio Luis do Nascimento,
meus cunhados Marcos Vinicius Dantas do Nascimento, Kelly Dantas do
Nascimento e Tiago Dutra, pelas oracfes e conselhos.

Agradeco ao Prof. Fabricio de Avila Rodrigues, pela oriéotapela
competéncia, conselhos, amizade, e pelas conversas, através das quais cresci muito
tanto como profissional quanto como pessoa.

Agradeco ao Prof. Fabio Murilo DaMatta, pelo muito que me ensinou ao longo
de todo este periodo de conwivpela amizade, pelo apoio e pela coorientacéo.

Agradeco aos integrantes do Laboratorio de Interacdo Planta-Patégeno, Jonas,
Daniel Debona, Alessandro, Patricia, Carla, Carlos Aucique-Perez, Caroline, Wilka,
Renata, Ernesto, Emersom e Vinicius, pela amizade, acolhida e pelo auxilio nos
trabalhos de laboratorio.

Agradeco aos amigos de velha data, em especial ao Samuel, pela paciéncia e
humildade em ensinar o muito que sabe; ao Leandro Elias, pela amizade e pelos
momentos de descontracdo; ao Paulo Eduardo, pela grande amizade; a Kelly
Detmann, pelo grande carinho e amizade; ao Paulo Cavatte, Lilian Sanglard e Aline
pela amizade; ao Nelson, pelo estimulo e ao Rodrigo, um grande amigo para todas as

horas, a eles 0 meu carinho especial.



BIOGRAFIA

Lucas Felisberto Pereira, nasma cidade de Vigosa, no estado de Minas
Gerais, no dia 05 de Janeiro de 1990. Filho de Geremias de Magalhdes Pereira e
Aparecida Felisberto Pereira.

No ano de 2007, formou-se Técnico em Agroindustria pelo Instituto Federal
Sudeste Minas Gerais, no campus de Rio Por&ba.2009, iniciou 0 curso
superior em Agronomia, na Universidade Federal de Vigosa, concluindo-o em
2014, ano em que Ihe foi conferido o titulo de Engenheiro Agrénomo pela mesma
instituicdo. Ainda como graduando, foi bolsista de Iniciacao Cientifica por quatro
anos no Departamento de Biologia Vegetal, atuando no Laboratério de Nutricdo e
Metabolismo de Plantas sob orientacdo do Prof. Fabio Murilo DaMatta.

Em Fevereiro de 2014, ingressou no curso de Mestrado do Programa de
Pés-Graduacdo em Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa, Minas
Gerais, sob orientacdo do Prof. Fabricio de Avila Rodrigues, com dissertacio
defendida em Julho de 2015.

Em Marco de 2015 foi aprovado no concurso publico para provimento de
vaga para Professor do Ensino Bésico Técnico e Tecnoldgico do Instituto Federal

Goiano, cargo para o qual tomou posse em Junho de 2015.



SUMARIO
RESUMO L.t e et e et e e e et a e e e r e aa Vi
AB S T R A T e e viii
INTRODUGAO ...ttt ettt ettt ettt e st e eae et e et e ste et e are et e steseeereaneans 1
MATERIAL E METODOS ..ottt sttt eee e se e tess s sese s ssesene s 3
Crescimento das PIANTAS: ....... i 3
Inoculacao das plantas com MicrodoChium Oryzae............ccovvvvvvviiiiiiiiiniiee e, 3

Determinacédo dos parametros de trocas gasosas e da fluorescéncia da clorofila a.. 4

Estimativas da condutancia mesofilica ao, @§2), taxa de carboxilagdo maxima

(Vemay, taxa maxima de carboxilacdo limitada pelo transporte de elétrgrsgJ

analise quantitativa das limitacdes a fotosSintese.............evvvvveiiiiiiiiiii e, 5
Avaliacdo das plantas inoculadas e ndo inoculadas ............ccccccceeiieiiiieeeeeeeecceeeeeis 8
Determinacdo da concentragdo foliar de Si........ccccooviiiiiiiiiiiiiiiieeee e .8
Delineamento experimental e andlise estatistica dos dados ..........ccccceeeeeeeeeeeiiinnnnn, .8
RESULTADOS ...ttt e e et e e e e et et e e e e e e e et e e e e e enenans 9
DISCUSSAD ...ttt bbbttt 10
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cotitiiiiiiiiirisinieiseseseseee s 15

AP ENDICE . ... 20



Vi
RESUMO

PEREIRA, Lucas Felisberto, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2015. Silicio potencializa as taxas fotossintéticas mediante uma maior
condutancia mesofilica em folhas de arroz infectadas por
Microdochium oryzae. Orientador: Fabricio Avila Rodrigues.

O arroz (Oryza sativa) é um dos grdos mais consumidos no mundo, no entanto, as
perdas proporcionadas por patdégenos tém de reduzido grandemente sua
produtividade. Dentre estes, a escaldadura, causada pelo fungo Microdochium
oryzae, se destaca por ser uma das principais doencas encontradas no arroz. E sabido
ainda que, o Silicio (Si) é responséavel por conferir resisténcia a uma grande gama de
patégenos, em especial na cultura do arroz, incluindo M. oryzae. Para investigar o
gue proporciona essa maior resisténcia, plantas de arroz foram crescidas em solucao
nutritiva, supridas e nédo supridas com Si, inoculadas e ndo inoculadas com M.
oryzae. Foi encontrado que plantas supridas com Si possuiam menores severidades a
escaldadura do arroz, que foi relacionada aos maiores teores desse elemento nessas
plantas. As plantas supridas com Si e inoculadas, apresentaram maiores taxas
fotossintéticas (A), além de maiores rendimento fotoquimico maximo do
fotossistemdl (FSIl) (R/Fn), a eficiéncia na captura da energia de excitacao pelos
centros de reacdo do FSIl (") e taxa de transporte de elétrons (ETR),
demonstrando que nas plantas supridas com Si, a eficiéncia na captura e
transformacdo da energia luminosa em quimica era menos afetada quando o Si era
suplementado. A andlise da taxa aparente de carboxilacdo maxjma €\Wa taxa

de carboxilacdo que é limitada pelo transporte de elétrpp3 €dnbase G permitiu

inferir que, o Si ndo mitigou os danos bioquimicos proporcionados pela presenca do
fungo M. oryzae, uma vez que nenhuma diferenca estatistica foi encontrada. Desta
forma, os dados conduzem a interpretacdo de que a suplementacdo com Si permite

melhores A através da manutencdo de maiores condutancias mesofilitas (g
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proporcionando assim, menores limitagoes difusivas nas plantas inoculadas, uma vez
que a gn € grandemente afetada pela presenca do patdgeno na auséncia deste
elemento. Ainda, a analise quantitativa das limitacdes a fotossintese, corrobora com
0s resultados encontrados, uma vez que as fortes limitagdes mesofilicas observadas
quando o Si ndo era adicionado. Desta forma conclui-se que o fornecimenta do Si
cultura do arroz mitiga os efeitos deletérios proporcionados pela infeccdo causada
por M. oryzae, através da manutencdo da condutancia d@@sente nas camaras

subestométicas até os sitios de carboxila¢do da Rubisco.
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ABSTRACT

PEREIRA, Lucas Felisberto, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2015. Silicon enhances photosynthetic rates way increasing mesophyll
conductance in rice leaves infected with Microdochium oryzae. Adviser:
Fabricio Avila Rodrigues.
Rice (Oryza sativa) is one of the most consumed grains in the world, however, losses
provided by pathogens have greatly reduced productivity. Among these, scald,
caused by the fungus Microdochium oryzae, stands out as a major disease found in
rice. It is also known that, Silicon (Si) is responsible for conferring resistance to a
wide range of pathogens, especially in rice crops, including M. oryzae. To investigate
what this provides greater resistance, rice plants were grown in nutrient solution,
supplied and not supplied with Si, inoculated and not inoculated with M. oryzae. It
was found that plants supplied with Si had lower severities to scald of rice, which
was related to higher levels of aluminum in these plants. The plants supplied with Si
and inoculated, had higher photosynthetic rates (A), as well as higher maximum
photochemical efficiency of photosystem 1l (PSll)./f), the efficiency of
excitation energy capture by PSIl reaction centet¥KF’) and electron transport
rate (ETR), demonstrating that plants supplied with Si, the efficiency in the capture
and transformation of light energy into chemical was less affected when Si was
supplemented. The analysis of the apparent maximum rate of carboxylatigp (V
and carboxylation rate that is limited by the transport of electrorg (d C. base,
allowed to infer that the Si not mitigated the biochemical damage provided by the
fungus M. oryzae presence, since no statistical difference was found. Thus, the data
lead to the interpretation that supplementation with Si allows better by maintaining
the largest mesophyll conductanceg)(gdhus providing smaller diffusive limitations

on inoculated plants, since, @ greatly affected by the presence of the pathogen in
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the absence of this element. Furthermore, the quantitative analysis of limitations to
photosynthesis corroborates the results, since the mesophyll strong limitations
observed when the Si was not added. Thus, it is concluded that the supply of the Si in
rice culture mitigates the deleterious effects provided by the infection caused by M.
oryzae, by the maintenance of the giesent conductance substomatic to the sites

of carboxylation of Rubisco.



INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é um dos produtos agricolas de maior importancia
por ser a base da alimentacéao de grande parte da populagédo mfund@téncia de
doencas é um dos fatores que contribuem grandemente para reduzir a producdo de
graos de arroz, em cerca de 30% (Oerke, 2006). A escaldadura, causada pelo fungo
Monographella albescens (Thimen) Parkinson Sivanesan & C. Booth (forma
imperfeita Microdochium oryzae (Hashioka & Yokogi) Samuels & Hallett), tem
causado perdas na producdo de arroz, da ordem de 20 a 30%, principalmente em
plantios localizados em regides com elevada umidade e quando a infecgcéo pelo
fungo ocorre na fase do emborrachamento dos gréos (Ou, 1985; Prabhu et al., 2006).
Os sintomas da escaldadura nas folhas aparecem como pequenas lesdes de coloracao
verde-oliva sem margens definidas, as qsaigxpandem formando sucessbes de
faixas concéntricas com alternéncia das cores marrom-claro e escuro (Filippi et al.,
2005). A escaldadura tem sido controlada com a aplicagdo de fungicidas, uma vez
que a disponibilidade de cultivares resistentes aos orizicultores é limitada (Oerke,
2006; Filippi et al., 2005). Buscando uma estratégia para o controle da escaldadura
do arroz, Tatagiba et al. (2014) reportaram que uma maior concentragao foliar de
silicio (Si) reduziu a expansdo das lesGes da escaldadura nas folhas das plantas
supridas com esse elemento; essa resposta foi acompanhada de maiores
concentracdes de compostos fendlicos sollveis totais e de derivados de lignina-acido
tioglicélico e maiores atividades das enzimas peroxidases, polifenoloxidases
fenilalanina amodnia-liases e lipoxigenases.

A infeccdo de plantas por patdogenos de diferentes estilos de vida, tais como
Pyricularia oryzae, Microdochium oryzaeBipolaris oryzae em arroz, Puccinia
pisidii em eucalipto, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em feijoeiro e Fusarium

oxysporum f. sp. lycopersici em tomate, tem ocasionado reducdes na assimilacao
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liguida de carbono e na fluorescéncia da clorofila, sendo que, na maioria dos casos, a
limitacdo é atribuida a danos na maquinaria fotossintética das plantas ou por
limitagBes estométicas a fotossintese (Berghaus & Reisener, 1985; Diaz et al., 2001,
Mandal et al., 2008; Dalagnoll et al., 2012; Schwartz & Singh, 2013; Debona et al.,
2014; Tatagiba et al., 2014). Entretanto, estudos procurando demonstrar a
importancia da condutancia mesofilica,\gomo um fator limitante da capacidade
fotossintética de plantas em associacdo com limitacbes de naturezas estomética e
bioquimica, principalmente em se tratando de fatores de estresse bidticos, séo
extremamente raros na literatura (Flexas et al., 2008). Sampol et al. (2003) até entado
foram os Unicos a relatar que & ¢pi importante para explicar as reducdes
fotossintéticas em folhas de videira com sintomaSgtapevine fan leaf virus”; no

entanto, o papel dagno controle da fotossinteggara 0s muitos outros
patossistemas existentes nao tem sido estudado.

Detmannet al. (2012) demonstraram que plantas de arroz supridas com Si
apresentaram aumento no peso de 1000 graos e no humero de espiguetas culminando
com aumento na produtividade, o que foi explicado pelo aumento da taxa
fotossintética associada a um substancial aumento nos valorgs dasgplantas
supridas com Si. Entretanto a importancia desses aumentog propgprcionados
pela suplementacdo com Si apds a infec¢do por patdgenos nédo foi até entéo relatada
Desta forma, as limitac6es a fotossintese proporcionadas por patdégenos, podem estar
sendo erroneamente atribuidas a limitacbes de natureza bioquimica e estomatica
uma vez que, a limitacdo mesofilica pode corresponder a fracbes da ordem de 20 a
50% da limitacéo total a fotossintese (Griffiths & Helliker, 2013).

Na literatura atual, existe uma grande lacuna sobre as possiveis influéncias de
patogenos sobrengAinda, visto que, plantas de arroz supridas com Si apresentam

aumentos na.g 0s possiveis efeitos desses aumentos na interagcdo de plantas e
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patdgenos ndo foram até entdo esclarecidos. Desta forma, este trabalho teve como
objetivo verificar se os aumentos na @n plantas de arroz supridas com Si foram
supostamente responsé&vepelas maiores performances fotossintéticas quando

infectadas por M. oryzae.

MATERIAL E METODOS

Crescimento das plantas Plantas de arroz \{c Primavera) foram cultivadas em
vasos plasticos contendo 5 Hoe solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950),

foi constituida de: 1,0 mm®NO; L™; 0,25 mmoINHzH,PO, L™; 0,1 mmoINH,CI

L% 0,5 mmol MgSQ@.7H,0 L' 1,0 mmol Ca(N@), L™; 0,30 pmol CuSQ.5H,0 L

10,33 umol ZnSQ,.7H,0 LY 11,5 pmol HaBOs L% 3,5 pmol MnCl,.4H,0 L% 0,1

umol (NH4)6M07,0,4.4H,0 L™ 25 pmol FeSQ.7H,O L™ e 25 umol EDTA L*
bisédico. O &cido monosilicico, obtido pela passagem do silicato de potassio (PQ
Corporation, S&o Paulo) através de uma coluna contendo resina trocadora de cétions
(Amberlite IRA 410) (Ma et al.,, 2002), foi adicionado a solugé&o nutritiva nas
concentracdes de 0 e 2 mmol de Si L

Inoculacéo das plantas com M. oryzaeUtilizou-se o isolado UFV-DFP Mé12ed

M. oryzae, o qual se encontrava preservado em tubos de ensaio contendo batata
dextrose agar (BDAE coberto por 6leo mineral em geladeira €.4A0s 25 dias

antes da inoculacdo das plantas com M. oryzae, pedagcos de meio de cultura BDA
contendo micélio do fungo foram transferidos para placas de Petri contendo meio
BDA. Quando a coldnia do fungo atingiu 3 cm de diametro, o0 mesmo foi repicado
para novas placas de Petri contendo nBfdd\. As placas de Petri foram mantidas

em camara de crescimento tipo B.O.D. (temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12
horas), por 15 dias. Plantas com 50 dias de idade i@stacial de crescimento

reprodutivg (Matsuo & Hoshikawa, 1993) foram inoculadas com M. oryzae
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utilizando-se de discos de meio BDA (0,25%ckpntendo estruturas do fungo. Trés
discos foram equidistantemente colocados na face adaxial da sétima, oitava e nona
folhas do colmo principal, da base para o apice, de cada planta, e aderido a superficie
da folha com uma leve presséo. As plantas inoculadas foram colocadas em camara de
nevoeiro (temperatura de 25 + 4°C e umidade relativa de 90 = 5%) onde
permaneceram durante cinco dias, sob luz natural (maxima densidade de fluxo de
fétons dex 950 umol m % s%).

Determinacdo dos parametros de trocas gasosas e da fluorescéncia da clorofila

a. Os parametros de trocas gasosas taxa liquida de assimilacdo ,dACO
condutancia estomaticag(gconcentracao de GMas cavidades subestomaticag (C

e ataxa de transpiracéo (E), foram estimados em plantas inoculadas e nao inoculadas
com M. oryzae, supridas ou ndo de Si, das 9:00 as 13:00 h (horério solar), sob
irradiancia de 1000 pmol de fétongm’ e concentracéo externa de £(T,) de 400

pmol mol* ar. Trés sistemas portateis de trocas gasosas de fluxo aberto (LI-6400XT;
LI-COR Inc., Lincoln, NE) foram utilizados simultaneamente durante as avaliagdes.
Os parametros de fluorescéncia da clorofila a (Chl a) foram obtidos por meio de
camaras de fluorescéncia integradas na mesma pin¢a na qual os parametros de trocas
gasosas foram mensurados. Para a obtencédo da fluorescéncia igjcias @®lhas,
previamente adaptadas ao escuro (30 min), foram iluminadas com um fraco feixe de
luz actinica modulada (0,08mol m? s%). Para mensurar a fluorescéncia méaxima
(Fm), pulsos saturantes de luz branca de 86661 de fotons m™? s* foram aplicados
durante 0,8 s. Com base nos valores deeH, calculou-se o rendimento
fotoquimicoméximo do fotossistemt (FSII) (R/Fr,), como: K/Fm=[(Fm- Fo)/Fn].

Numa proxima etapa, com as folhas aclimatadas a luz, um pulso de saturacao (8000
umol m? s* 0,8 s) foi emitido de modo a se alcancar a fluorescéncia maxima

estando a folha adaptada a luz,’0F Em seguida, a luz actinica foi desligada e a
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iluminacdo na faixa do vermelho distantauf2ol m™ s*) foi aplicada nas folhas para

que a fluorescéncia inicial, ap0s a adaptacdo a Wiy, (Bsse mensurada. Assim, de
posse dos valores dos parametrgseFF,’, estimouse a eficiéncia na captura da
energia de excitacdo pelos centros de reacao do F3IFF=[(Fn’ - Fo’)/Fm)]

(Logan et al., 2007). A proporcao de luz absorvida pelas clorofilas associadas ao
FSII, a qual é utilizada na etapa fotoquimica da fotossintese, foi expressasgomo

= [(Fm’ -F9)/Fn’] (Genty et al, 1989). A taxa de transporte de transporte de elétrons
(J) foi calculada a partir da equacae dpsiafDFFF, em quex é a absortancia
foliar e B é o fator que leva em consideragéo o particionamento da energia luminosa
entre os dois fotossistemas, e DFFF é definida como a densidade de fluxo de fétons
fotossintéticos. O produi@p foi estimado segundo Valentini et al. (1995) a partir da
relacédo entrgps); € 0 rendimento quantimento quéantico aparente de fixagéo gde CO
(4co2), obtida variando a intensidade de luz sob condi¢cbes nao-fotorrespiratorias;
entretanto, devido as dificuldades de se determinatfipara as plantas inoculadas,
utilizou-se para essas o0 mesm® das plantas ndo inoculadas. A resposta de A as
diferentes concentracfes internas de, @€drvas A/Q) foi obtida a partir de um
conjunto de plantas para cada um dos quatro tratamentos. As medicfes iniciaram-se a
uma Gde 400 pmol C@mol™ e, uma vez atingido o “steady-state”, a concentragdo

de CQ foi gradualmente diminuida até 50 pmol thok, posteriormente,
gradualmente aumentada até 1600 umol ‘mddesse modo, as curvas AC
consistiram de 12 pontos com diferentes valores,dEifalmente, as correcdes para

o vazamento de CQlentro e fora da camara do LI-6400 foram aplicadas a todos os
dados de trocas gasosas de acordo com Rodeghiero et al. (2007).

Estimativas da condutancia mesofilica ao C® (gn), taxa de carboxilagdo

maxima (Vcmay), taxa maxima de carboxilacdo limitada pelo transporte de
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elétrons (Jnax) € analise quantitativa das limitacdes a fotossintes® concentracéo

cloroplastidica de C£C,) foi estimada de acordo com Harley et al. (1992), a saber:

C=([4JI+8A+R))/ (I-4(A+R)))

Em que J e A foram obtidos por meio de trocas gasosas e das medicbes de
fluorescéncia da Chl a conduzidas sob luz de saturagdoi &timada como sendo
a metade da respiracdo noturna (Niinemets et al., 2005, 2006, 200%b¥oe
definido como sendo o ponto de fotocompensaca@@ona auséncia de respiracao
mitocondrial. O valor conservado die para o arroz foi obtido de acordo cdmet
al. (2009).

A condutanciaao CO,, dos espacos intercelulares até seu sitio de fixacdo no
estroma dos cloroplastos, denominada condutancia mesofilizafd¢g estimadaa

partir da inclinacao de ¥s (G-C):

A=gn(Ci-Co)

de tal modo que a estimativa dgrgpresenta um valor médio obtido ao longo dos
pontos utilizados na relacéde €300umol mol * ar.

Uma vez que todos os métodos disponiveis para estimaageianse em
modelos que possuem varias suposi¢cdes, todas as limitacdes técnicas, além de fontes
de erro existentes devem ser consideradas de modo a obter estimativas confidveis
para este parametro (Pons et al., 2009). Assim, para se aumentar a confiabilidade dos
dados, a gtambém foi estimada utilizands® uma abordagem alternativa descrita
por Gu et al. (2010) como técnica de ajuste a curva por exaustivas otimizacdes
duplas (Exhaustive Dual Optimization (EDO)). Para tal, os dadesutvas A'G

foram enviados para ©®ak Ridge National LaboratdiyOakRidge, TN, Estados
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Unidos), que utiliza EDO para criar parametros a partir das curvaba€ados nos
modelos de Farquhar-von Caemmerer-Berry (1980). A média dos valorgpaeg
0S quatro tratamentos obtidos pelo método descrito por Harley et al. (1992), quando
combinados com as médias obtidas pela abordagem descrita por Gu et al. (2010),
resultaram em uma correlacdo linear significativa= 0,97, P < 0,01). Com base
nessa correlagdo, todos os valores abaixo analisados corresporadevalores
obtidos por meio do método descrito por Harley et al. (1992).

Os valores de Max€ Jmax foram calculados a partir das curvas Adftistando o
modelo mecanistico de assimilacdo do,@@oposto por Farquhar et al. (1989)
utiizando G baseado nos parametros cinéticos da Rubisco dependentes da
temperatura (Ke Kp) (Bernacchi et al., 2002). Desta forma, foi obtidoc@aye Jmax
em base C(Vemax G € Inax G) € G (Vemax Ce € Imax Cc). Os procedimentos de ajuste
das curvas estéo detalhados em Detmann et al. (2012). Posteriormente, os parametros
fotossintéticos Mnax Ci, Jnax Ci, Vemax Ce Jmax Ce € Om foram normalizados para 25°C
utilizando-se das equacfes de resposta a temperatura de acordo com Sharkey et al.
(2007).

As limitacbes fotossintéticas foram particionadas em seus componentes
funcionais: limitacdo estomatica (LS), mesofilica (LM) e bioquimica (LB). Para tal,
utilizaramseos valores de Asggm, Vemax I *, Cc € Kn = K¢ (1 + O/K;) com base no

método proposto pasrassi & Magnani (2005), a saber:

LS = ((9of'Gs) * (OAIC)) / (Got + (OAIC))
LM = ((Gto/Gm) % (OAICc)) / (Gott (OAICy))

LB :gtot/ (g:ot + (aNaCc))
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Em que gs € a condutancia estomatica ao 2@, é a condutancia mesofilica
difusdo do CQ e gt € a conduténcia totedo CO, desde o ambiente até os
cloroplastos (g@=21/[(1/g)+(1/gn)]).

0A0C; foi calculado tal como:

N IC. = [Vemad* + Km)] / (Cc + Kin)?

Avaliacdo das plantas inoculadas e nao inoculada®4 h Antes da avaliagdo do
experimento, as plantas inoculadas foram transferidas para uma casa de vegetagao
onde seriam avaliadas, por um periodo de para aclimatacdo. Os dados de trocas
gasosas, fluorescéncia da Chl a e as curvasféf@m analisadas na regiao logo
abaixo ou logo acima do disco contendo o micélio do fungo, na oitava e na nona
folha do colmo principal das plantas de cada repeticdo. As plantas nao inoculadas
foram analisadas juntamente e nas mesmas condi¢cdes que as plantas inoculadas.
Determinacdo da concentracdo foliar de SiAmostras da sétima, oitava e nona
folna do colmo principal das plantas das repeticdes de cada tratamento foram
coletadas as 120 (hai), lavadas em agua destilada e secas em estufa com ventilacédo
forcada de ar a 70°C até atingirem peso constante. Posteriormente, as folhas, sem
bainha, foram moidas em moinho tipo Thomas-Wiley, equipado com peneira de 20
mesh. A concentracao foliar de Si foi determinada de acordo com Korndoérfer et al.
(2004).

Delineamento experimental e andlise estatistica dos dadd@3.experimento foi
instalado em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 2, com
cinco repeticdes. Os fatores estudados foram: doses de Si (0 e 2SnmYl e

plantas inoculadas e ndo inoculadas com M. oryzae. Cada unidade experimental foi
constituida por um vaso plastico contendo cinco plantas de arroz. Os dados obtidos

foram submetidos a andlise de varidncia e as médias dos tratamentos foram
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comparadas pelo teste-t @ 0,05) utilizando o software SAS versdo 9.0 (SAS

Institute, Inc., Cary, NC).

RESULTADOS

A concentragao de Si foliar aumentou significativamente em 90% nas plantas
supridas com esse elemento em relacdo as plantas ndo supridas (Fig 1A).
severidade da escaldadura foi reduzida significativamente em 88% nas plantas
supridas com Si em comparagdo com as plantas ndo supridas com esse elemento
(Fig. 1B).

Para o fator inoculacéo das plantas, ndo houve efeito significativo apenas para
0s parametros;CLS e LB. Para o fator doses de Si, ndo houve efeito significativo
apenas para os parametros G, C., E, Vmax Cc € Jnax Cc. Para a interacéo
inoculagdo das plantas x doses de Si, houve efeito significativo apenas para o
parametro FF,, (Tabela 1).

Na presenca de Si, houve aumento significativo de 485% para A, de @

12% para F/Fy’, de 9 e 25% para ETR, de 219% para Mnax Ci, de 16e 35%

para Jax Ci, de 29 52% para g, respectivamente, para as plantas nao inoculadas e
inoculadas com M. oryzae (Figuras 2A, 3B e C, 4A e B e 5). O paramgkg F
aumentou significativamente em 8% apenas nas plantas supridas com Si e inoculadas
com M. oryzae. Nas plantas inoculadas com M. oryzae, houve redugdes significativas
de 62 e 43% para,Ale 56 e 55% para E, de B32% para g de59 e 48% para G,

de 21e 16% para F/Fy’, de 15e 8% para A, de 50 e 38% para ETR, de 70 e

53% para MnaxCi, de 39 e 21% paranCi, de 40 e 45% para¥axCe, de 23 e 15%

para 4ax Cc, de 68 e 54% parangrespectivamente, para plantas ndo supridas e

supridas com Si (Figuras 2A,B,CeD,3A,BeC,4A,B,CeDeb).



10

Na andlise quantitativa das limitacdes a fotossintese, observou-se diferenca
significativa para os fatores inoculacdo de plantas e doses de Si somente para LM.
Na presenca de Si, houve reducdo significativa de 15 e 27% para LM,
respectivamente, nas plantas ndo inoculadas e inoculadas. Nas plantas inoculadas
com M. oryzae, houve aumentos da de 33 e 21% para LM, respectivamente, para
plantas ndo supridas e supridas de Si (Figura 6B). As limitagOes difusivas totais
(LS+LM) corresponderam a 65% do total nas plantas inoculadas e ndo supridas com
Si enquanto que nas plantas supridas, os valores refeberitestacfes difusivas

corresponderam a 55% do total (Figura 6A e B).

DISCUSSAO

O Si tem sido responsavel por conferir resisténcia as plantas a fatores
estressantes de ordem abiotica e biot@ligues et al., 2003, 2004, 2005; Epstein,
2009; Resende et al.,, 2012; Aucique-Perez et al., 2014). No presente estudo,
observou-se que plantas supridas com Si apresentaram menor seveiadade
escaldadura associada a uma maior concentragéo foliar de Si.

O suprimento com proporcionou Si maiores valores de A nas plantas nao
inoculadas, corroborando, assim, com os resultados relatados por Detmann et al.
(2012), o quais atribuiraesses aumentos aos incrementos @mAdnda, a infec¢éo
das folhas de arroz por M. oryzae proporcionou redugdesem magnitude similar
a reportada por Tatagiba et al. (2015), reflexo da maior severidade e de danos
relacionados a magquinaria fotossintética. Entretanto, o Si mitigou os efeitos
deletérios da infeccdo causada por M. oryzae, uma vez que o0s valores de A foram
superiores em relacdo aos das plantas nédo supridas com Si. Dados similares foram

encontrados por Aucique-Perez et al. (2014), em que o Si aparentemente mitigou 0s
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efeitos deletérios do patégeno Pyricularia oryzae em plantas de trigo, acarretando,
em decorréncia, maiores valores de A

O parametro gé um dos principais fatores que limitam A e qualquer fator
estressante que proporcione sua reducéo pode implicar em redugao nos valores de A
pois reduz-se sobremaneira o influxo de,Qlesde a atmosfera até as cavidades
subestométicas (Flexas, 2004). Dessa forma, fica evidente que o Si ndo contribui
para manutencdo das gias plantas infectadas e, embora as reducbes apds a
inoculagdo sejam significativas, a importancia deagno um fator limitante para a
fotossintese foi menor se comparado as limitac6es mesofilicas e bioquimicas.

Patdgenos necrotréficos, de maneira geral, produzem enzimas liticas que
degradam a parede celular das folhas culminando em profundos impactos no
metabolismo fotossintético (Scholes, 2009). Dessa forma, os parametros de
fluorescéncia da clorofila a vém sendo utilizados de maneira eficiente para
identificar danos maquinaria fotossintética ocasionados por patdégenos, 0s quais que
podem estar associados a reducdes gmnFF,’/Fn’ ¢ ETR (Debona et al., 2014,
Aucique-Perez et al., 2015; Tatagiba et al., 2015). As reducbes nos parametros de
fluorescéncia da chl a nas plantas inoculadas e ndo supridas com Si demonstram a
ocorréncia de danos a maquinaria fotossintética devido as reducdegFgntdm
possivel ocorréncia de fotoinibicdo e reducdo na performance fotossintética das
plantas. Ainda, a reducdo conjunta da ETR e da eficiéncia com que a energia de
excitacdo € capturada pelos centros de reacdo do PSIl abertos (definida como
F.’/Fr’), gera um excesso de poder redutor, que pode culminar em danos
fotooxidativos (Maxwell and Johnson, 2Q0@ucique-Perez et al.,, 2015. )
Entretanto, nas plantas supridas com Si, observaearalores significativamente
maiores nos parametros de fluorescéncia da chl a, permitindo deduzir que as reacdes

dependentes da luz e a conversao desta em energia quimicaforam maiores nas plantas
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supridas com Si mesmo apdés a inoculacdo, resultando em maior eficiéncia
fotossintética.

Vemax € Jmax SA0 parametros que expressam a maxima atividade da Ribulose-
1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenasse (Rubisco) e a taxa maxima de transporte de
elétrons, respectivamente (von Caemmerer, 20@)V.max € dependente da
quantidade de proteinas Rubisco presente na éalha das proteinas que compdem
as membranas dos tilacOidés reducdes nos valores dgn € Jmax EXPressos em
base ¢ para as plantas infectadas por M. oryzae indicam, a ocorréncia de forte
limitacdo bioquimica a fotossintese (von Caemmerer, 2000). Entretanto, nas plantas
inoculadas e nao supridas com Si em relagsisupridas com esse elemen&s,
reducdes observadas nos valores desses parametros foram mais proeminentes
permitindo postular que o Si estaria atuaedonivel bioquimico aliviando, assim,
as limitacBes bioquimicas decorrentes da infec¢ao por M. oryzae. Entretanto, existem
muitos relatos de que as reducdes observadasgav/e JnaxCi sdo decorrentes de
reducbes emyge que, apos analisag)x Cc € Jnax Cc as reducdes desaparecem, uma
vez que os efeitos de,doram desconsiderados (Flexas et al., 2002, 2007). Assim,
considerando que n&o houve efeito do Si pakax\Cc € Jnax Cc, 0S maiores valores
obtidos para A em plantas inoculadas e supridas de Si ndo foram associados a
menores limitagfes bioquimicas, mas sim difusivas. Em outras palavras, as
diferencas encontradas parg.) e Jnax €m base (héo foram observadas quando os
mesmos foram calculados em bagsgqHexas et al., 2002, 2004, 2007; Sargadoy et
al., 2010).

E sabido que plantas de arroz supridas com Si apresentaram aumentos
significativos na condutancia do mesofilo ao ;CQue por sua vez estiveram
diretamente relacionados com maiores rendimentos em produtividade (Detmann et

al., 2012). Os dados do presente estudo vao de acordo com os resultados reportados
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por Detmann et al. (20),2/& que os maiores valores dgagorreram para as plantas
supridas com Si. Por sua vez, os valores,famgbém foranmaores para as plantas
inoculadas e supridas com Si em relacdo as plantas nédo supridas. Considerando que
os valores de gforam maiores para as plantas inoculadas e supridas com Si em
relagcédoas plantas ndo supridas, ficou demonstrado notoriamente o efeito do Si em
contribuir para que os valores dg tbrnem-se maiores e, consequentemente, 0S
valores de A, para as plantas infectadas por M. oryzae.

Sampol et al. (2003) foram os primeiros a reportaraggiefoi o principal fator
que contribui para limitar A na interacao planta-patdgeno. Entretanto, nenhum estudo
até entdo realizado correlacionou a importancia dos incrementos nde ¢
proporcionados pelo suprimento do Si, principalmente para patossistemas em arroz,
haja vista que o arroz é respondente as aplicacdes de Si. Assim, este estudo é o
primeiro a relatar que a menor severidade, maioregAnas plantas inoculadas,
somente existiram devido ao suprimento Sleo qual contribuiu para mitigar os
efeitos deletérios da infeccdo causada por M. oryzae. Ainda, a andlise quantitativa
das limitacGesna fotossintese indicou que as plantas ndo supridas com Si e
infectadas por M. oryzae apresentaram limitacbes mesofilicas significativamente
maiores do que as das plantas supridas. Assim, fica demonstrado o papel positivo do
Si pode em reduzir os sintomas da escaldadura mediante a manutencgédo da difusdo do
CO, dos espacos intercelulares até os sitios de carboxilagdo da Rubisco, o que foi
grandemente afetado nas folhas das plantas ndo supridas com Si durante o processo
infeccioso de M. oryzae.

Conclui-se que, embora M. oryzéenha tido a capacidade de causar danos
bioquimicos nas folhas das plantas supridas ou ndo com Si, o0s mesmos foram mais
drasticos na auséncia 8edesse elemento. A anéalise dos parametgas¥® Jmax Nas

bases Ce C;, respectivamente, os maiores valorgsegas menores limitacdes
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mesofilicas nas plantas supridas com Si e nestas, contribuiram sobremaneira para

menores limitacdes difusivas e cossomaiores A apos a infeccao por M. oryzae.
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APENDICE

Tabela 1Resultados (significancia) da analise de variancia dos efeitos dos fatores
inoculacéo das plantas (inoculagcéo) e doses de silicio (Si) na taxa liquida de assimilacdo
de CQ (A), condutancia estomatica (g concentracdo de GOnas cavidades
subestométicas () concentracao cloroplastidica de Q), taxa de transpiracéo (E),
rendimento quantico maximo do fotossistema dois (PSU)-{f, eficiéncia na captura

da energia de excitacdo pelos centros de reagd®{P, taxa de transporte de elétrons
(ETR), condutancia mesofilica (g taxa de carboxilacdo maxima e taxa maxima de
carboxilacao limitada pelo transporte de elétrons ambieatelgase € (Vemax Ci € Imax

C) e Cc (Vemale © Imalo), limitacdo estomatica (LS), limitacdo mesofilica (LM) e

limitacéo bioquimica (LB).

Parametros Inoculagéo Si Inoculag&o>Si

A <,0001 <,0001 0,5300

Os <,0001 0,1007 0,4085

G <,0786 0,2403 0,6558
Cc 0,0312 0,2328 0,7755

E <,0001 0,0671 0,1415
F/Fm' <,0001 0,0016 0,3330
Fu/Fm <,0001 0,0279 0,0374
Ppsi <,0001 0,0031 0,3503
ETR <,0001 0,0029 0,3421
Om <,0001 <,0001 0,6081
Vemax Ci <,0001 0,0099 0,8450
Jmax Ci 0,0002 0,0013 0,3226
Vemax Ce 0,0005 0,3342 0,5768
Jmax Ce 0,0242 0,0774 0,7259
LS 0,0528 0,1425 0,8889
LM 0,0083 0,0320 0,2865

LB 0,1128 0,1928 0,3627
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Figura 1. Severidade da escaldadura foliar (A) e concentragéo foliar de s8itiB]

em plantas de arroz cultivadas em solucdo nutritiva contendo 0 (-Si) ou 2 mM silicio
(Si) (+Si) e nao inoculadas (NI) ou inoculadas (I) com Microdochium oryzae. Médias
dos tratamentosSi e +Si dentro de NI e | seguidas de um asterisco (*) sao

significativamente diferentes pelo teste-t ao nivel de 5% de probabilidade. Barras

representam o erro padrdo da média.
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Figura 2. Taxa liquida de assimilacdo de £@) (A), condutancia estomaticagdB)
taxa de transpirac@o (E) (C) e concentracéo cloroplastidica g€Gg)dD) em folhas
de plantas de arroz cultivadas em solucédo nutritiva contendo 0 (-Si) ou 2 mM silicio (Si)
(+Si) e ndo inoculadas (NI) ou inoculadas (I) com Microdochium oryzae. Médias dos
tratamentos -Si e +Si dentro de NI e | seguidas de um asterisco (*) e entre o0s
tratamentos NI e | dentro de -Si e +Si seguidos de um triangujoo( tridngulo
invertido (V¥), respectivamente, sdo significativamente diferentes pelo teste-t ao nivel

de 5% de probabilidade. Barras representam o erro padréo da média.
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Figura 3. Rendimento quantico maximo do fotossistema dois (PSWFGF (A),
eficiéncia na captura de energia de excitacdo pelos centros de reacdo abBfds do
(FV’/Fn’) (B) e taxa de transporte de elétrons (ETR) (C) em folhas de plantas de arroz
cultivadas em solucdo nutritiva contendo 0 (-Si) ou 2 mM silicio (Si) (+Si) e nédo
inoculadas (NI) ou inoculadas (I) com Microdochium oryzae. Médias dos tratamentos -
Si e +Si dentro de NI e | seguidas de um asterisco (*) e entre os tratamentos NI e |
dentro de -Si e +Si seguidos de um trianguld) (ou triangulo invertido Y),
respectivamente, sao significativamente diferentes pelo teste-t ao nivel de 5% de
probabilidade. Barras representam o erro padrao da média.
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Figura 4. Taxa de carboxilagdo maxinetaxa maxima de carboxilagdo limitada pelo
transporte de elétrons em basgemax G € Jnax G) (A e B) e em base GVemax Cc €

Jnax Cc) (C e D)emfolhas de plantas de arroz cultivadas em solucao nutritiva contendo
0 (-Si) ou 2 mM silicio (Si) (+Si) e ndo inoculadas (NI) ou inoculadas (I) com
Microdochium oryzae. Médias dos tratamentos -Si e +Si dentro de NI e | seguidas de
um asterisco (*) e entre os tratamentos NI e | dentro de -Si e +Si seguidos de um
triangulo (A) ou triangulo invertido ¥), respectivamente, sdo significativamente
diferentes pelo teste-t ao nivel de 5% de probabilidade. Barras representam o erro

padrao da média.
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Figura 5. Condutancia mesofilica £ calculada pelo método de Harley (1992) e
normalizada para 25°C, em folhas de plantas de arroz cultivadas em solucaa nutritiv
contendo 0 (-Si) ou 2 mM silicio (Si) (+Si) e ndo inoculadas (NI) ou inoculadas (l) com
Microdochium oryzae. Médias dos tratamentos -Si e +Si dentro de NI e | seguidas de
um asterisco (*) e entre os tratamentos NI e | dentro de -Si e +Si seguidos de um
triangulo (A) ou triangulo invertido ¥), respectivamente, sdo significativamente

diferentes pelo teste-t ao nivel de 5% de probabilidade. Barras representam o erro
padrao da média.
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Figura 6. Andlise quantitativa da limitacdo estomatica (LS) (A), limitacdo mesofilica
(LM) (B) e limitacdo bioquimica (LB) (C) em folhas de plantas de arroz cultivadas em
solucéo nutritiva contendo 0 (-Si) ou 2 mM silicio (Si) (+Si) e ndo inoculadas (NI) ou
inoculadas (I) com Microdochium oryzae. Médias dos tratamentos -Si e +Si dentro de
NI e | seguidas de um asterisco (*) e entre os tratamentos NI e | dentro de -Si e +Si
seguidos de um trianguloA() ou triangulo invertido ¥), respectivamente, sao
significativamente diferentes pelo teste-t ao nivel de 5% de probabilidade. Barras

representam o erro padréo da média.



