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RESUMO

BARBOSA, Marcela Lucia, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2019. Os
efeitos positivos da aplicacdo do silicio sobre a producio e desempenho fotossintético de
plantas de arroz sio anulados com o aumento da [CO;]. Orientador: Fabio Murilo
DaMatta.

O silicio (Si) e a elevada [COz] proporcionam, isoladamente, maiores taxas fotossintéticas, que
resultam em maiores rendimentos das plantas de arroz, por promoverem incrementos na capacidade
da fonte e na for¢a do dreno. Contudo, possuem respostas divergentes sobre as condutancias
estomatica e mesofilica, na medida em que o Si atua aumentando essas condutancias, observa-se o
oposto sob elevada [CO;]. No entanto, ndo sdo conhecidas as respostas de plantas de arroz
fertilizadas com Si em um cenario de aumento da [CO>] sobre aspectos de trocas gasosas e de
producdo. Dessa forma, analisaram-se os efeitos da combinagdo do aumento da [CO2] com a
suplementagdo com Si sobre o desempenho fotossintético, metabolico, nutricional € produtivo de
plantas de arroz. Utilizaram-se plantas de arroz do cv. ‘Oochikara’ (WT) e seu mutante defectivo
para a absor¢do de silicio (/si]), cultivadas em camaras de topo aberto, com [CO2] de 700 e 400
ppm, na presenca ou auséncia de silicio. Verificou-se que o Si e a alta [CO2] promoveram,
isoladamente, aumentos nas taxas fotossintéticas. No entanto, o Si aumentou a condutincia
estomatica e a taxa transpiratoria (maiores nas plantas WT), ocorrendo o oposto sob elevada [CO2],
independentemente do gendtipo. Nao foi verificado o fendmeno de aclimatagdo fotossintética nas
plantas cultivadas sob elevada [CO»]. Foi demonstrado que o Si, em [CO;] ambiente e na auséncia
de estresses, incrementou o rendimento das plantas WT. Semelhantemente, com o incremento da
[CO2], evidenciou-se o aumento da produgdo, com maior nimero de graos por planta e maior indice
de colheita, independentemente do genotipo e da fertilizagdo com Si. O teor do Si foi maior nas
plantas WT+Si e reduziu-se em 41% nas folhas das plantas WT sob alta [CO2]. Os metabolitos
analisados foram minimamente afetados pelos tratamentos e verificou-se redugdo no teor da maioria
dos nutrientes das folhas das plantas cultivadas sob elevada [CO2]. Constatou-se menor expressao
dos genes que codificam para os transportadores de Si sob elevada [CO»]. A auséncia de resposta do
Si sobre a produgdo com o aumento da [CO:] pode ser atribuida ao fato de o Si ter sido menos
absorvido sob [CO2] de 700 ppm, devido a menores taxas transpiratdrias e pela menor expressao

dos seus transportadores nessa condigao.

Palavras-chave: Oryza sativa. Trocas gasosas. Fonte. Dreno.



ABSTRACT

BARBOSA, Marcela Lucia, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October, 2019. The
positive effects of silicon application on rice photosynthetic performance and grain yield
are cancelled by enhanced [CO,]. Adviser: Fabio Murilo DaMatta.

Both silicon (Si) and enhanced CO: concentration [CO2] are associated with higher photosynthetic
rates, which result in greater yields in rice plants by promoting increases in source-sink
relationships. However, there are contrasting effects of Si and [CO»] on the stomatal and mesophyll
conductances: Si increases these conductances while elevated [COz] decreases them. In any case,
nothing is known about gas exchange parameters and productivity when rice plants are grown under
Si application and elevated [CO:]. Thus, we here investigated the effects on photosynthetic,
metabolic, nutritional and productive performance in rice plants supplemented with Si grown under
two [COz]. Plants from two genotypes of rice (Oryza sativa L.), cv ‘Oochikara’ (wild type -WT)
and its mutant deficient in the expression of Isi/ (Si carrier), were grown in controlled chambers
with 700 or 400 ppm [COz2], in the presence or absence of Si. Our results showed that Si or [CO2],
separately, improved photosynthetic rates. These improvements were accompanied by increased
stomatal conductance and transpiration rates in Si-treated plants, (higher in WT plants) while the
opposite was observed in plants grown under enhanced [CO;] regardless of genotypes.
Photosynthetic downregulation under elevated [CO,] was not detected. We demonstrated that Si per
se led to increased grain yield of WT plants, but only under 400 ppm [CO]. Similarly, enhanced
[CO2] per se led to a high crop yield associated with higher number of grains per plant and higher
harvest index, regardless of genotype and Si application. Higher Si amounts were observed in Si-
treated WT plants under 400 ppm [CO:]; in contrast, these plants displayed a reduction of (41%) of
Si contents under 700 ppm [CO:]. The metabolites analyzed (e.g., starch, glucose, fructose, sucrose)
were affected minimally, if at all, by the treatments. In addition, we observed decreased leaf
contents of a range of major nutrients under elevated [CO:]. The expression of /si/ gene was lower
in the plants under Si supplementation and elevated [CO-.]. We suggest that the lack of Si effects on
crop yields in WT plants under 700 ppm [CO:] can be explained by the lower Si concentrations that
were in turn associated with lower transpiration rates and lower Si uptake due to lower expression of

Si carriers in a condition of enhanced [CO2].

Keywords: Oryza sativa. Gas exchange. Source. Sink.
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1. Introducio

Os niveis globais de CO; atmosférico t€ém aumentado progressivamente, conforme
consta nos registros iniciados no final da década de 1950 no Observatério em Mauna Loa,
Havai (Keeling et al. 1976), alcangando 410 ppm em outubro de 2019 (NOAA, 2019). Esse
aumento da [CO:] influencia os padrdes de trocas gasosas das plantas, mais contundentemente
para as espécies C3 (Ainsworth & Long 2005). Dentre essas alteragdes, estudos comumente
demonstram a redu¢do da condutdncia estomatica com o aumento da [COz] (Ainsworth &
Long 2005; Chen et al. 2005), indicando menor transpiragdo ¢ maior eficiéncia do uso da agua
(DaMatta et al. 2019). Outra resposta associada com a elevada [CO2] é o estimulo as taxas
fotossintéticas, favorecidas pelo aumento da atividade carboxilativa da ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase/oxigenasse (RuBisCO), com redugdo da oxigenacdo da ribulose-1,5-bisfosfato
(RuBP) (Seneweera et al. 2011). Ainsworth & Rogers (2007), utilizando de estudos em meta-
analises, verificaram redugdo em torno de 22% na condutancia estomatica e incremento de
31% na taxa de fotossintese liquida de plantas C3. O arroz, alimento basico para mais da
metade da populacdo mundial, teve aumento em torno de 20% da sua taxa de fotossintese,
quando cultivado sob elevada [CO:] (Ainsworth, 2008).

Diversos estudos t€ém demonstrado que o incremento dos niveis de CO»> atmosférico
proporciona melhoria no rendimento de graos de arroz. Yang et al. (2006), por exemplo,
verificaram incremento superior a 10% na producdo de grios de arroz cultivado sob elevada
[CO2], associado ao aumento de aproximadamente 20 e 30% dos nimeros de paniculas e de
perfilhos, respectivamente. Esse aumento no rendimento das plantas, com incremento na
massa de grdos, caracteriza um aumento na for¢a do dreno dessas plantas (Kim et al. 2003;
Ainsworth, 2008; Cai et al. 2016). Dessa forma, nota-se que a elevada [CO»] altera as relagdes
fonte-dreno em plantas de arroz, por promover aumentos na capacidade da fonte, por meio de
ganhos fotossintéticos, e na for¢a do dreno, resultando no aumento da produgdo (Ainsworth &
Long 2005; Adachi et al. 2014; Zhu et al. 2014). No entanto, uma exposi¢@o prolongada a
niveis elevados de CO2 pode ocasionar um processo chamado de aclimatagdo fotossintética,
i.e. maiores incrementos na [COz] ambiente ndo se traduzem em iguais ganhos em termos de
taxas fotossintéticas. Esse fenomeno ¢é associado a diminuigdo de dois pardmetros
bioquimicos: as taxas maximas de transporte de elétrons (Jmax) € de carboxilagdo da RuBisCO

(Vemax), levando a decréscimos na carboxilagdo da RuBP, bem como na sua regeneragdo



(Zhang et al. 2008; Cai et al. 2018). Como consequéncia, pode haver acimulo de produtos
finais da fotossintese, na medida em que a demanda por assimilados ¢ inferior a sua produgao
(Ainsworth & Long 2005). Seneweera et al. (2011) verificaram redug@o dos pardmetros Vemax
e Jmax da ordem de 20 e 30%, respectivamente, em plantas de arroz cultivadas sob elevada
[CO2]. No entanto, tem-se demonstrado que cultivares mais produtivas, num cendrio de
elevagdo da [CO2], sdo menos suscetiveis a ocorréncia da aclimatagdo fotossintética.

O silicio (Si) € o segundo elemento mais abundante da crosta terrestre e esta presente
nos tecidos de todas as plantas (Exley, 1998). Embora ndo seja considerado um elemento
essencial, o Si proporciona diversos beneficios, como melhor desempenho nas trocas gasosas
e maior producdo em espécies como o arroz (Detmann et al. 2012). Ademais, plantas
fertilizadas com Si, tornam-se mais resistentes a pragas ¢ a doencas (Debona et al. 2017), a
estresses por metais pesados (Sanglard et al. 2016), ao déficit hidrico (Chen et al. 2018), a
salinidade (Imtiaz et al. 2016) e ao estresse térmico (Ma & Yamaji, 2006), dentre outros. As
plantas monocotileddneas acumulam muito mais silicio na parte aérea quando comparadas
com as dicotiledoneas. Essa diferenca esta relacionada a presenca de transportadores
especificos de Si (Ma & Yamaji, 2006). O arroz ¢ uma tipica planta acumuladora de Si, que
pode representar até 10% da massa seca da sua parte aérea (Ma et al. 2006). A absorg¢do do Si,
pelo arroz, na forma de acido monossilicico (H4Si0O4), ocorre por meio de transportadores,
Low silicon rice 1 (Lsil) e Low silicon rice 2 (Lsi2), do subgrupo da familia NIP de
aquaporinas, ambos localizados na membrana plasmatica de células da endoderme e da
exoderme radicular (Ma et al. 2007). H4 um terceiro transportador, Lsi6, responsavel por
exportar o H4Si0O4 do xilema para 6rgdos laterais, preferencialmente para as paniculas (Ma et

al. 2011).

Em condigdes ndo estressantes, demonstrou-se que o Si induziu aumentos nas
condutancias estomatica (Lavinsky et al. 2016) ou mesofilica (Detmann et al. 2012),
favorecendo, assim, a fotossintese, por melhorar a difusdo do CO; do ambiente até o interior
da folha e, deste, ao sitio carboxilativo da RuBisCO. A fertilizagdo com Si na fase
reprodutiva, mais especificamente na fase de formagdo e enchimento dos graos, promoveu o
incremento na producdo do arroz, levando ao aumento do niimero de grios e porcentagem de
graos cheios (Lavinsky et al. 2016). Esse incremento na producao pode chegar a cerca de 50%
(Detmann et al. 2012). Isso ocorre pela alteragdo na relacdo fonte-dreno proporcionada pelo

Si; além de aumentar o nimero de graos por planta (Ma et al. 1989), caracterizando estimulo
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a forga do dreno, o Si pode promover maior remobilizacdo de fotoassimilados para os 6rgaos-
dreno, favorecendo o maior enchimento dos graos. Dessa forma, esse incremento na for¢a do
dreno gera um estimulo as taxas fotossintéticas, proporcionando aumento na for¢a da fonte.
Como resultado, ha o incremento da produggo (Detmann et al. 2012).

A fertilizacdo com Si, além de promover aumento do nimero de graos, proporciona
melhoria na sua qualidade (Ma et al. 1989). Diversos estudos tém buscado compreender os
fatores que podem atuar na redugdo da qualidade nutricional dos grdos. Tem-se demonstrado
que o aumento no nivel do CO2 atmosférico levara a redug@o da absorcdo de certos nutrientes
¢ impactara na perda da qualidade nutricional dos graos de arroz, assim como no decréscimo
no teor de proteinas (Ainsworth, 2008; Zhang et al. 2013; Zhang et al. 2015). Zhu et al.
(2018) verificaram redugdo de proteinas e minerais essenciais, como ferro e zinco, nos graos
de arroz com o aumento da [COz], bem como declinio nos niveis das vitaminas B1, B2, B5 ¢
B9. Os autores relataram que essa reducdo na qualidade nutricional dos graos de arroz, com o
incremento da [CO-], pode gerar impactos sobre a saude de milhdes de pessoas que utilizam o
arroz como fonte basica de fornecimento de nutrientes. Assim, diante dos fatores, bidticos e
abidticos, que reduzem a produtividade do arroz, devem-se buscar meios de produzir de forma
a evitar declinios na qualidade dos grdos de arroz. Neste contexto, a fertilizacdo com Si tem
sido amplamente descrita na literatura como um meio de conciliar a produgdo com tais

adversidades.

Em suma, observa-se que a elevada [CO2] e o Si, isoladamente, acarretam maiores
rendimentos das plantas de arroz, por promoverem incrementos na capacidade da fonte e na
forca do dreno (Kim et al. 2003; Ainsworth. 2008; Detmann et al. 2012; Cai et al. 2016;
Lavinsky et al. 2016; Chaturvedi et al. 2017). No entanto, ndo sdo conhecidas as respostas da
produgdo de plantas de arroz fertilizadas com Si em um cenario de aumento da [COz]. Dessa
forma, analisaram-se os efeitos da combinag¢do do aumento da [COz] com a suplementagdo
com Si sobre o desempenho fotossintético, metabdlico, nutricional e produtivo de plantas de
arroz. Pretendeu-se, portanto, (i) investigar se o Si, que simultaneamente estimula a forga do
dreno e a capacidade da fonte, acarretara num estimulo ainda maior das taxas fotossintéticas,
com reflexos na produgdo, com o aumento da [CO:]; (ii) ou, se com a alta [CO2], que
promove incrementos na capacidade da fonte e for¢a do dreno, per se, os beneficios

proporcionados pelo Si seriam mitigados; (iii) e se o silicio, por aumentar a remobilizacao de
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fotoassimilados para os 6rgaos-dreno, poderia levar a reducdo da aclimatagdo fotossintética,

fato comumente observado em plantas crescidas em elevado CO».

2. Materiais e Métodos
2.1 Material vegetal e condi¢des de cultivo

Dois experimentos independentes foram conduzidos em Vigosa (660 m de altitude,
20°45°20”S e 42°52°40°°N), Minas Gerais, Brasil, de dezembro de 2017 a mar¢o de 2018
(experimento 1), e de agosto a dezembro de 2018 (experimento 2). Plantas de arroz (Oryza
sativa L.) da cultivar “Oochikara” e seu mutante defectivo para a absor¢ao de Si (Low silicon
rice 1 - Isil) (Ma et al., 2006) foram cultivadas em casa de vegetacdo. A temperatura no
interior da casa de vegetagdo foi controlada, variando entre 30-25°C (dia/noite); a radiagdo
fotossinteticamente ativa (PAR) flutuou conforme as condigdes naturais, com PAR maxima
de 1500 umol fétons m2 s ! dentro da casa de vegetagdo ao meio-dia (horéario solar). As
plantas foram cultivadas em hidroponia, sem aerac¢do, em vasos com capacidade para 5
L, contendo solugdo nutritiva de Hoagland ¢ Arnon (1950) com modificag¢des, constituida de:
1,0 mmol L'; KNO;; 0,25 mmol L' NH4H2PO4; 0,1 mmol L' NHsCl; 0,5 mmol L
MgS04.7H0; 1,0 mmol L'; Ca (NOs); 0,30 pmol L' CuSO4.5H20; 0,33 pmol L7;
ZnS04.7H,0; 11,5 pmol L'; H3BOs; 3,5 pmol L' MnCl. 4H>0; 0,1 umol L' (NHs4) 6
Mo07024.4H,0; 25 pmol L' FeS04.7H,0 e 25 umol L' EDTA dissodico. As plantas foram
fertilizadas com Si (ao longo de todo o experimento), nas concentragdes de 0 (-Si) ou 2 mmol
L' (+Si). O Si foi fornecido como 4cido monossilicico (H4SiO4), obtido pela passagem do
silicato de potassio através de uma coluna trocadora de cations (AMBERLITE IR-120B; H+

form; Sigma- Aldrich, Sao Paulo, Brasil).

Camaras de topo aberto, com 1,15 m de didmetro ¢ 1,40 m de altura, foram inseridas
dentro da casa de vegetacdo para criar um ambiente de elevada concentragdo atmosférica de
COz. O CO; foi fornecido das 6:00 as 18:00 horas, sob controle de valvulas solenoides. Os
tratamentos de CO> incluiam duas concentragdes: ambiente (~ 400 ppm) e elevado COz (~
700 ppm), obtidas por meio de COz puro contido em cilindros. Dentro de cada cdmara foram
acondicionados 10 vasos, casualizando as plantas do WT, do mutante Isi/ e a fertilizagdo do

Si.

2.2 Medigoes de trocas gasosas



12

Os parametros de trocas gasosas foliares foram quantificados nas folhas-bandeira, no
estadio de enchimento dos graos, simultaneamente as medi¢des da fluorescéncia da clorofila
a, utilizando-se de um sistema de trocas gasosas de fluxo aberto (LI-6400XT, LI-COR Inc.,
Lincoln, NE, EUA) equipado com fluordmetro (LI-6400-40, LI-COR Inc.). A taxa de
assimilacdo de CO2 (4) e a condutincia estomatica (gs) foram medidas em folhas-bandeira
completamente expandidas, das 10:00 as 13:00 (horéario solar), sob uma densidade de fluxo de
fotons fotossintéticos de 1000 umol de fotons m™ s™!, com nivel de CO> foliar de 400 ou 700
ppm, a depender do tratamento.

A eficiéncia fotoquimica do fotossistema II (¢psu) foi determinada pela medigdo do
estado estavel da fluorescéncia (Fs) e da fluorescéncia maxima (Fn’), utilizando-se de um
pulso de luz saturante de aproximadamente 8000 pumol fotons m™ s, seguindo procedimentos
descritos por Genty et al. (1989). A taxa de transporte de elétrons (J) foi calculada como J =
dpsit X f x a XRFA, em que o é a absortancia da folha e B reflete o particionamento dos
pacotes de energia entre os fotossistemas I e I, determinado conforme Valentini et al. (1995),
a partir da relagdo entre 4 ¢ RFA x ¢PSII/4, obtidos pela variagdo da intensidade de luz sob
condi¢des ndo-fotorrespiratorias. Estimativas da condutancia mesofilica (gm) foram realizadas
usando o método de Harley et al. (1992), como segue:

gn=A/(Ci—I* (J+8(A+R))/(J-4(4+R)))
em que, 4, C; e J foram obtidos por meio das medi¢des das trocas gasosas e fluorescéncia da
clorofila sob luz saturante, R € a taxa de respiragdo mitocondrial a luz, obtida mediante a
construgdo de curvas 4/C; sob condigdes nado-fotorrespiratorias em uma atmosfera contendo
menos de 1% de O2, e I'* € o ponto de fotocompensagdo luminoso na auséncia de respiragdo
em nivel cloroplastidico. O parametro conservado I'* foi determinado para o arroz por Li et
al. (2009).

Para converter as curvas A/C; em curvas A/C., C. foi calculado de acordo com Flexas
et al. (2007). A taxa maxima de carboxilagdo (Vemax) € a taxa maxima de carboxilagdo
limitada pelo transporte de elétrons (Jmax) foram estimadas pelo ajuste de modelo mecanistico
de assimilagdo de CO: proposto por Farquhar et al. (1980). As constantes cinéticas da
RuBisCO foram utilizadas conforme Bernacchi et al. (2002). O ajuste dos modelos envolveu
a otimizacdo dos valores dos parametros ajustando-os para minimizar as somas de residuos
entre os valores de assimilacdo observados e modelados para uma determinada faixa de C..

Para este procedimento, foi utilizado um pacote de software Solver no Microsoft Excel.
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2.3 Transpiragdo

Foi determinado o peso de cada vaso no inicio da manhd e ao final do dia e, por
diferenca, quantificou-se a agua perdida por transpiracdo em cada vaso, nesse intervalo de

tempo. Os dados de transpirag@o foram corrigidos pela area foliar, em cada tratamento.

2.4 Proteinas

A concentragdo de proteinas soluveis nas folhas e nos grdos foi determinada

conforme Bradford (1976), utilizando-se BSA como padrao.

2.5 Quantifica¢do de carboidratos

Amostras de folhas-bandeira foram coletadas ao meio-dia, imediatamente congeladas
em nitrogénio liquido e entdo armazenadas a -80°C. Essas amostras foram posteriormente
liofilizadas a -48°C e, entdo, maceradas utilizando-se de esferas metalicas em um disruptor
celular tipo Mini Bead Beater. Amostras de graos maduros secos também foram maceradas
por meio do uso de disruptor. Foi adicionado metanol 100% a 10 mg de amostra (folhas e
graos) e a mistura foi incubada a 70°C, por 30 min. Na sequéncia, foram centrifugadas (13000
x g, 5 min) e o sobrenadante foi utilizado para determinacdo das hexoses (glicose e frutose) e
sacarose; o amido foi quantificado na fragéo insolivel ao metanol, no pellet (Praxedes et al.

2006; Ronchi et al. 2006).

2.6 Composicdo mineral de graos

Folhas-bandeira e graos (separados em casca e endosperma) foram lavados em agua
deionizada, secos em estufa a 60°C por 72 h, e moidos finamente. Os minerais das plantas
foram extraidos via digestdo nitroperclorica a 95°C (P, K, Ca, Mg, Fe, Zn e Cu), digestdo
sulfurica, usando acido sulfurico concentrado em ebulicdo (N), ou digestao alcalina usando
hidréxido de so6dio mais peroxido de hidrogénio (Si). Os teores dos minerais das plantas
foram determinados da seguinte forma: Ca, Mg, Fe e Zn via espectrometria de absor¢ao
atomica; P via colorimetria usando o método da vitamin C (Malavolta et al., 1989); K via
fotometria de chama; Cu via colorometria de tiocarbomato; N seguindo o método de micro
Kjeldahl (Lang et al., 1958); e Si via colorometria usando molibdato de aménio como agente

complexador de Si (Korndorfer et al., 2004).
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2.7 Quantificagdo do Si em folhas e grdos

Folhas completamente expandidas e graos foram coletados ¢ secos em estufa com
circulagdo forgada de ar a 60°C, até obtencdo de peso constante. Apos secagem, o material
vegetal foi triturado e a concentragdo de Si nesses 6rgaos foi determinada colorimetricamente,

de acordo com Dallagnol et al. (2011).

2.8 Expressdo de genes

Foram analisadas as expressoes dos genes que codificam os transportadores de silicio
(Low silicon rice - Lsil, Lsi2 e Lsi6). Para isso, 0 RNA total foi extraido utilizando-se o
reagente Trizol, seguindo recomendagdes do fabricante. A integridade do RNA obtido foi
avaliada por meio da eletroforese em gel de agarose 2% (m/v) em condi¢cdes desnaturantes,
enquanto a quantidade de RNA destinada a sintese do cDNA foi mensurada utilizando o
NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific™). A sintese de cDNA foi realizada com 1 ug do RNA
total, pré-tratado com 10 pL. de DNAse (50 U pL-1, Amplication Grade DNAse I, Invitrogen),
incubada a 37°C, por 15 min, a fim de remover possiveis contaminantes por DNA gendmico.
A reagio de PCR em tempo real foi realizada usando um StepOnePlus™ Real-Time PCR

System (Applied Biosystemshttp:/www.appliedbiosystems.com/) e iTaq™ Universal

SYBR® Green SuperMix ROX como fluorescente. Os niveis relativos dos transcritos foram
calculados pela quantificagdo relativa CT (AACT). Os primers utilizados podem ser

verificados na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncias dos primers utilizados para quantificacdo da expressdo dos genes

Gene Foward Reverse
Lsil 5'- AGAACATCCAAGTGTGATGGACGA-3" 51 ACACACACAAAGACGTAGCTAGTGAT -3'
Lsi2 5. CCGTATATGTGCTGTGTGGTGTATG -3' 5'- CATGCATGCAAGCAAGGCCAATTCA -3'
Lsi6  5'- ATGGACCCACACCGTACTGCTATA -3' 5'- CGATCGTACAAACAATGGCTTCCC -3'
Actina  5°- CATTTGTCCGGTGGCTGCTGTAT-3’ 5’-CCTAGGTAGTGGGTACATCTCC-3’

2.9 Biomassa e rendimento

Ao final do experimento, as plantas foram colhidas e separadas em colmos, folhas,
raizes e partes reprodutivas. A area foliar total foi medida com o auxilio de um medidor de

area. Todos os tecidos vegetais foram secos em estufa a 60°C durante 72 h, e os pesos secos
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das partes vegetativas e reprodutivas foram determinadas. A area especifica das folhas foi
determinada, bem como o rendimento total de grdos, nimero de paniculas, porcentagem de

espiguetas cheias, peso de 1000 graos e indice de colheita.

2.10 Analises estatisticas

As plantas foram distribuidas conforme um delineamento inteiramente casualizado,
formando um fatorial triplo, composto por dois genétipos, dois niveis de Si e duas
concentra¢des de CO2, com cinco repeticdes. Um vaso contendo 4 plantas foi considerado
como unidade experimental. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
as comparacgdes entre as médias dos tratamentos foram realizadas por meio do teste F. As

analises foram realizadas utilizando-se o programa Genes (Versao 1990.2018.25).

3. Resultados
3.1 Trocas gasosas

O Si e a elevada [CO;] promoveram aumentos nas taxas fotossintéticas das plantas,
de forma independente. A taxa de fotossintese liquida (4) foi 28% maior nas plantas
cultivadas em elevada [CO:], independentemente da suplementacdo com Si (Figura 1, A,
Tabela 2). Por sua vez, as plantas WT supridas com Si, e cultivadas em [CO;] ambiente,
tiveram um aumento de 25% em A4, ndo se diferenciando daquelas cultivadas em alta [CO2].
As plantas WT exibiram valores de 4 11% maiores que os das plantas /si, a [CO2] ambiente.
No entanto, essas diferengas deixaram de existir quando ambos os gendtipos cresceram sob
elevada [COz].

A condutancia estomatica (gs) foi menor nas plantas crescidas em elevada [COz2]
(Figura 1, B), com uma reducao de 28%, independentemente do genotipo e da suplementacao
com o Si. Contudo, a gs foi maior nas plantas WT+Si, a [COz] ambiente. A condutancia
mesofilica (gm) apresentou resposta semelhante a de gs a elevada [CO2] (P < 0,001), com
reducdo de 35% nas plantas cultivadas sob elevada [CO2] (Tabela 2), sem efeito, contudo, do
Si (P = 0,561) e do gendtipo (Ge) (P = 0,400). O padrio de transpiragdo da planta inteira
(Figura 1, E) foi similar ao de gs, com magnitude maior nas plantas WT supridas com Si em
[COz] ambiente (16%), e redugdo de 40% com o aumento da [CO2], comparadas as suas

contrapartes sob [CO;] ambiente.
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Registra-se que os aumentos em A foram acompanhados por aumento na taxa
maxima de transporte de elétrons (Jmax) (Figura 2) em base C;i e Cc para as plantas sob elevada
[COz2] e nas plantas supridas com Si em [CO>] de 400 ppm (Figura 2, Tabela 2). Em contraste,
a velocidade maxima de carboxilagdo (Vemax) em base Ci foi menor nas plantas crescidas em
elevada [CO2], quando comparadas as plantas sob [CO:] ambiente, sem efeito do Si (P =
0,214) e do gendtipo (P = 0,540). Contudo, Vemax em base Cc ndo foi influenciada pelos

tratamentos.

3.2 Expressdo génica

A expressao do gene Lsi6, nas folhas, foi reduzida com o aumento da [CO:z], na
ordem de 28% (Figura 3, Tabela 3). Nao se verificaram alteragdes na sua expressao com a
suplementacdo do Si e entre os gendtipos. O silicio reduziu a expressdo do gene Lsi/ nas
raizes, com magnitudes diferentes em resposta aos tratamentos de CO». Nas plantas cultivadas
em [CO.] ambiente, essa redugdo foi de 75%, enquanto na [CO2] de 700 ppm foi de 36%. Nao
se verificaram diferencas de expressdo do gene Lsil entre os gen6tipos. A expressdo do gene
Lsi2, nas raizes, foi 16% menor nas plantas sob [CO2] de 700 ppm. Semelhantemente a
expressao do gene Lsil, também houve menor expressdo do gene Lsi2 nas plantas cultivadas
na presen¢a do Si e apresentaram magnitudes diferentes, a depender da [CO2]. Enquanto o
percentual de redu¢do da expressdo do gene Lsi2 foi de 69% para as plantas +Si em [CO2]
ambiente, nas plantas +Si cultivadas sob elevada [COz] essa redugdo foi de 53%. Diferencas
de expressdo do gene Lsi2 entre os genotipos também foram verificadas. As plantas WT,
quando cultivadas sob elevada [CO2], tiveram uma reducdo de 29% na expressdo do gene
Lsi2, em relag@o a sua contraparte crescida em [COz] ambiente. Nao se verificaram, contudo,

diferencas de expressdo do gene Lsi2 no mutante, em funcdo das [CO:] testadas.
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Figura 1. Efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmol L': -Si ou +Si, respectivamente) e da
concentragdo de CO2 (400 ppm, barras cinzas; ¢ 700 ppm, barras pretas) na taxa liquida de
assimilagdo de COa, 4 (A), condutancia estomatica, gs (B), concentracdo intercelular de CO»,
C; (C), condutancia mesofilica, gm (D) e taxa de transpirag¢do (E) em dois genotipos de arroz,
cv. ‘Oochikara’ (WT) e seu mutante defectivo para a absor¢ao de silicio (Isi]).



18

(A) = 400 ppm ®) =3 400 ppm
200 700 ppm 200 w700 ppm
D—I 150 4 U‘I 150 A
2 2
§ 100 4 ,;E 100
50 4 50
0 0
(©) (D)
200 - 200 -
]
DI 150 OT 150 -
i 100 -
§ 100 S
50 4 50
0 0 . .
-Si +Si -Si +Si -Si +Si -Si +Si
WT Isil WT Isil

Figura 2. Efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmol L': -Si ou +Si, respectivamente) e da
concentracdo de COz (400 ppm, barras cinzas; e 700 ppm, barras pretas) na velocidade
maxima de carboxilacdo da RuBisCO em base Ci, Vemax_ci (A) (Ci = concentragdo intercelular
de CO2) e em base Cc, Vemax ce (C) (Ce = concentracdo de CO; no cloroplasto) e na taxa
maxima de transporte de elétrons em base Jmax i (B) em base Cc, Jmax_cc (D) em dois
genotipos de arroz, cv. ‘Oochikara’ (WT) e seu mutante defectivo para a absor¢do de silicio
(Isil).

3.3 Silicio em folhas e grdos

O teor do Si foi maior quando houve a adigdo deste elemento a solugdo de cultivo
(Figura 6, A e B, Tabela 5). Notavelmente, as maiores diferengas quanto ao teor do Si foram
observadas nas folhas. A concentragdo de Si nas folhas das plantas WT+Si, a [CO2] ambiente,
foi 42% maior quando comparada a do mutante na mesma condicao de Si e [CO2] (Isil +Si -
400 ppm). Por sua vez, quando cultivadas em elevada [COz], o teor do Si nas folhas das
plantas WT foi 41% inferior ao observado por sua contraparte (WT) em [COz] ambiente.
Contudo, o teor de Si das plantas WT+Si sob [CO-] elevada pouco diferiu do teor observado

no mutante /si/ suplementado com Si em [CO>] ambiente (1%) ou sob elevada [CO2] (6%).
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Tabela 2. Resultados (significancia) da ANOVA (ns = ndo significativo; *P<0.05; **P<0.01;
**%¥P<0.001) para os efeitos do CO> (COy), Silicio (Si) e gendtipo de arroz (Ge), e suas
interacdes, para os dados de trocas gasosas (taxa fotosssintética (4), condutincia estomatica (gs),
concentragdo intercelular de CO> (C)), taxa transpiratoria (E£), condutidncia do mesofilo (gm),
velocidade maxima de carboxilagio em base C; e em base Cc (Vemax ci © Vemax co
respectivamente), taxa maxima de transporte de elétrons em base Ci e em base C¢ (Jmax ci ©
Jmax_cc, respectivamente).

CO; Ge Si CO2xGe CO24Si GexSi CO2xSixGe
A sksksk % sk ns skeksk ns ns
gs Hk ns * ns ns ns ns
Ci ok ns ns ns ns ns ns
E ns ns ns ns ns ns ns
8gm HAk ns ns ns ns ns ns
Vemax_ce ns ns ns ns ns ns ns
Jmax_Ce HoHE ns * ns ns ns ns
Vemax_ci ok ns ns ns ns ns ns
Jmax_ci ns ns ns ns * ns ns

As maiores concentracdes do Si foram verificadas nas cascas dos grdos do arroz,
apresentando valores médios de 32 g kg™, nas plantas WT+Si. Nao se verificaram diferengas
estatisticas na concentracdo de Si nas cascas dos grdos em resposta a [COz]. Sob [CO3]
ambiente, o teor do Si nas plantas supridas com este elemento (+Si), foi apenas 6% maior do
que o observado pelas suas contrapartes (+Si) sob elevada [COz]. As plantas WT cultivadas
em [CO2] ambiente tiveram teor de Si nas cascas 10% superior ao mutante na mesma [COz].

O teor do Si no endosperma do grao nao foi alterado pelos tratamentos.

3.4 Metabolitos

As concentracdes dos metabdlitos analisados nas folhas foram minimamente
afetadas pelos tratamentos (Figura 4, Tabela 4). Ndo houve efeito da [CO:] e da adi¢do do Si
nas concentracdes de amido e proteinas nas folhas, independentemente dos genotipos.
Contudo, as concentragdes de glicose e frutose foram maiores nas plantas crescidas em
elevada [COz]. O Si, por sua vez, reduziu a concentracao de glicose nas folhas, sem alterar, no

entanto, os contetidos de frutose e sacarose.
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Figura 3. Os efeitos do silicio (Si) (0 ou 2 mmol L' -Si ou +Si, respectivamente) e da
concentracdo de CO2 (400 ppm, barras cinzas; e 700 ppm, barras pretas) na expressao relativa
dos genes que codificam os transportadores Lsil (A), Lsi2 (B) e Lsi6 (C) em folhas-bandeira
ou raiz de arroz. Os dados foram normalizados com as plantas WT-Si em [CO2] de 400 ppm.
Quatro replicatas biologicas independentes foram utilizadas.

Nos graos, ndo foram verificadas alteracdes pelos tratamentos nas concentragdes de
sacarose, amido e proteinas (Figura 4, Tabela 4). A elevada [CO2] proporcionou um aumento
de 51% na concentragdo de frutose e 119% na concentragdo de glicose nos grdos. As plantas
do mutante Isi/ apresentaram um aumento de 15% na concentracdo de glicose. A
concentracdo de frutose, contudo, ndo foi influenciada em fungao dos gendtipos. O Si, por sua

vez, ndo alterou a concentracdo dos metabdlitos analisados nos graos.

3.5 Analise nutricional

A maioria dos nutrientes teve o seu teor reduzido nas folhas sob aumento da [CO2]
(Figura 5 e Figura 6, Tabela 5). Essa reducéo foi de 6% para o nitrogénio, 21% para o calcio,
12% para o fosforo, 26% para o ferro e de 17% para o zinco. O Si, por sua vez, aumentou em

31% o teor de ferro nas folhas e acarretou uma reducao de 25% no teor de fosforo.
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O incremento da [COz] acarretou um aumento de 14% no teor de nitrogénio, de 10%
no teor de magnésio e de 35% no teor de calcio nas cascas dos graos. No entanto, verificaram-
se redugdes nos teores do potassio (17%) e do ferro nas plantas do genotipo Isi/ nessas
estruturas. Nas plantas suplementadas com o Si, por sua vez, verificou-se aumento no teor de
célcio, nitrogénio e do ferro nas cascas dos graos. Contudo, nessas estruturas, houve redugdo

do teor de fosforo (19%) e de magnésio (30%).

Tabela 3. Resultados (significincia) da ANOVA (ns = ndo significativo; *P<0.05;
**p<(0.01; ***P<(0.001) para os efeitos do CO; (CO»), Silicio (Si) e gendtipo de arroz
(Ge), e suas interagdes, para a expressao relativa dos genes Lsi6 (folha), Lsil (raiz) e
Lsi2 (raiz)

CO; Si Ge COxSi COzx Ge Gex Si CO2;Six Ge

Lsi6 (folha) * ns ns ns ns ns s
Lsil (raiz) ns  ¥¥* pg * Hokok wokok s
Lsi2 (raiz) o www o * o ns ns

Os teores dos macronutrientes ¢ dos micronutrientes no endosperma dos graos
foram minimamente afetados pelos tratamentos impostos. Houve redug@o no teor de potassio
no endosperma nos dois genotipos com o aumento da [CO2], e redugdo da concentragdo do
zinco nas plantas do mutante /si/ cultivadas sob elevada [CO]. O Si, por sua vez, aumentou

apenas o teor de célcio no endosperma, independentemente do genotipo ou da [COz].
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Figura 4. Efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmol L': -Si ou +Si, respectivamente) e da
concentragdo de CO; (400 ppm, barras cinzas; e 700 ppm, barras pretas) na concentragdo de
glicose (A e F), frutose (B e G), sacarose (C e H), amido (D e 1) e proteinas (E e J) em folhas
e graos de dois gendtipos de arroz, cv. ‘Oochikara’ (WT) e seu mutante defectivo para a
absorgao de silicio (Isil).
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3.6 Crescimento e Producdo

De modo geral, o Si ¢ a alta [COz] melhoraram a produgdo das plantas de arroz, de
forma independente, e poucas respostas foram atribuidas aos genotipos. Sob elevada [CO2] os
efeitos benéficos do Si sobre os parametros de producado (Figuras 7 e 8, Tabela 6) ndo foram
observados. A area foliar (AF) e a area foliar especifica (AFE) aumentaram em reposta a
elevada [COz], com percentuais de 37 e 5%, respectivamente (Figura 7, Tabela 6). A AFE,
contudo, foi menor nas plantas suplementadas com Si (+Si), o que pode estar associado a
maior massa de folhas verificada nessas plantas, sem alteragdes, contudo, na AF. A altura da
planta, por sua vez, a [CO2] ambiente, foi superior nas plantas WT+Si, sem diferenciar-se,
contudo, das plantas cultivadas em elevada [CO:] (independentemente do gendtipo ou da
suplementacdo com Si).

O namero de perfilhos foi incrementado nas plantas cultivadas sob elevada [CO2] (P
< 0,001), ndo havendo efeito do Si. O numero de paniculas por planta, por sua vez, foi
aumentado tanto pela elevada [CO2] quanto pelo Si, mas sem interagdo entre eles (P = 0,979).

As massas secas de folhas e colmos foram incrementadas, de forma independente,
pela elevada [CO2] e pelo Si (Figura 7, A e B), sem diferengas entre gendtipos. Contudo, o
incremento a massa dos colmos foi mais acentuado pela alta [COz] (54%) quando comparado
ao Si (17%). A massa das raizes foi maior nas plantas cultivadas sob elevada [CO:] (Figura 7,
C). A massa de grios foi incrementada pela elevada [CO2] (30%) e pelo Si (27%), sendo
maior (P < 0,001), nas plantas WT em relagdo as do mutante, na [COz] ambiente (Figura 7,
D). Como consequéncia do aumento da massa de graos, o indice de colheita (IC) foi maior
nas plantas sob elevada [CO;] (35%), independentemente do suprimento com Si e do
genotipo, e nas plantas WT+Si cultivadas em [COz] ambiente (33%) (Figura 8, Tabela 6).

O numero de graos por panicula foi maior nas plantas cultivadas sob elevada [COz],
independentemente do gendtipo ou da suplementagdo com Si, e nas plantas WT+Si cultivadas
em [CO2] ambiente. A elevada [CO2] e a suplementagdo silicica aumentaram o nimero de
grdos por planta, de forma independente. A massa de mil grdos foi maior nas plantas
suplementadas com Si, sem efeito, contudo, da elevada [COz]. O percentual de graos cheios

(Tabela 6), por sua vez, nao foi alterado por nenhum dos tratamentos.
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Tabela 4. Resultados (significincia) da ANOVA (ns = ndo significativo; *P<0.05; **P<0.01;
**#%¥P<0.001) para os efeitos do CO, (CO»), Silicio (Si) e gendtipo de arroz (Ge), e suas
interacdes, para os dados de glicose, frutose, sacarose, amido e proteinas em folhas e grios

Parametros CO2 Si Ge CO0:2xSi CO:2xGe GexSi CO:2xSixGe
Glicose * ns ** * ox ns ns
Folha Frutose ***  ns  ns ns ns ns ns
Sacarose ns ns  ns ek ns ns Hkx
Amido ns ns ns ns ns ns ns
Proteinas ns ns ns ns ns ns ns
Glicose Ens  ns ns * ns ns
Frutose * ns  ns * ns ns ns
Grao Sacarose ns ns ns ns ns ns ns
Amido ns ns ns ns ns ns ns
ns ns ns ns ns ns ns

Proteinas
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Figura 5. Efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmol L': -Si ou +Si, respectivamente) e da
concentracdo de COz (400 ppm, barras cinzas claro; e 700 ppm, barras cinza escuro e pretas)
no teor de nitrogénio (A e B), célcio (C e D), fosforo (E e F), magnésio (G e H) e potassio (I e
J) em folha, casca e endosperma de dois genétipos de arroz, cv. ‘Oochikara’ (WT) e seu
mutante defectivo para a absor¢ao de silicio (Isi/).
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concentracao de COz (400 ppm, barras cinzas claro; e 700 ppm, barras cinza escuro e pretas)
no teor de silicio (A e B), cobre (C e D), ferro (E e F) e zinco (G ¢ H) em folha, casca e
endosperma de dois genoétipos de arroz, cv. ‘Oochikara’ (WT) e seu mutante defectivo para a

absor¢ao de silicio (/sil).
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Tabela 5. Resultado da ANOVA (ns = ndo significativo; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001)
para os efeitos do CO», do silicio (Si) e do genétipo (Ge) e suas interagdes para as
concentragdes de silicio (Si), calcio (Ca), fosforo (P), magnésio (Mg), nitrogénio (N), cobre
(Cu), ferro (Fe) e zinco (Zn) em folhas, endosperma e casca de arroz

Parimetros CO, Si Ge CO,,Si CO,,Ge GexSi CO,,SixGe

Ca *kk ns ns ns ns ns ns

P *k *kk ns ns ns ns ns

Folha Mg ns ns ns ns ns ns ns
K ns ns ns ns ns ns ns

N *ok ns ns ns ns ns ns

Cu ns ns ns ns ns ns ns

Fe Hokx Hokx ns ns ns ns ns

Zn *k ns ns ns ns ns ns

Ca ns * ns * ns ns ns

P ns * ns ns ns ns ns

Mg sk ek gk ns 3k 3k ns

Casca K ok ns *kx ns ns ns ns
N skksk sk ns ns ns ns ns

Cu ns ns ns ns wkx * *

Fe skksk skksk skksk sk * * kk

Zn ns ns ns ns ns ns ns

Si ns ns ns ns ns ns ns

Ca ns * ns * ns ns ns

P ns ns ns ns ns ns ns

Mg ns ns ns ns ns ns ns

Endosperma K * ns ns ns ns ns ns
N ns ns ns ns ns ns ns

Cu ns ns ns ns ns ns ns

Fe ns ns ns ns ns ns ns

Zn ns ns ns ns * ns ns

4. Discussao

O Si e a elevada [CO:] incrementam a taxa fotossintética, via mecanismos diferentes

Tanto o Si como a elevada [CO2] acarretaram incrementos em 4. No caso do Si,
esses aumentos estiveram associados ao aumento de gs (e transpiracdo da planta inteira), tal
qual observado nas plantas WT+Si sob [CO.] ambiente. Resultados semelhantes foram
observados por Lavinsky et al. (2016). No caso da elevada [CO2], aumentos em A foram
acompanhados por reducdes em gs e gm, particularmente nas plantas WT+Si. A despeito de

um aumento da resisténcia difusional sob alta [CO:], o aumento do gradiente de [CO] entre a
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atmosfera e o interior da folha levou a um maior suprimento de CO: (maiores Ci e
provavelmente maiores Cc) para o processo fotossintético. Nesse contexto, espera-se aumento
da capacidade carboxilativa da RuBisCO em paralelo a redugdo de sua capacidade
oxigenativa (Seneweera et al. 2011). No presente estudo, independentemente dos tratamentos,
ndo se verificou redu¢do da atividade in vivo da RuBisCO, uma vez que nao houve
aclimatacdo da velocidade maxima de carboxilacdo em base C. em resposta a elevada [CO3]
(Vemax_ce), como também ndo se observou reducdo das taxas méaximas de transporte de
elétrons utilizadas para regenera¢do da RuBP (Jmax). Ainsworth & Long (2005), por meio de
meta-analise, destacaram que a aclimatagdo da fotossintese a elevada [COz] parece ser mais
pronunciada em plantas que possuem suprimento inadequado de nitrogénio (N), uma vez que
a deficiéncia de N pode restringir o desenvolvimento de novos drenos e promover um
desequilibrio na relacdo fonte-dreno, o que ndo foi observado no presente estudo. Ademais,
Ainsworth et al. (2003) verificaram correlagdo entre Vemax € disponibilidade de N, e
constataram que, com adequado suprimento de N, ndo houve redugdes significativas em Vemax,
quando havia alta for¢a do dreno e alta capacidade da fonte. No presente estudo, verificou-se
uma pequena reducao (6%) do N nas folhas, visto que a reducdo média do N sob elevada
[COz] esta na faixa de 13-16% (DaMatta et al. 2010). Portanto, neste estudo, os decréscimos

ténues dos niveis de N ndo foram suficientes para desencadear alteragdes em Vemax € Jmax.

Acumulo de hexoses pode levar a repressao de genes fotossintéticos (Sheen, 1990) e,
adicionalmente, pode ocorrer aclimatagdo fotossintética, com aumento nas concentracdes
foliares de amido (Li et al. 1999). O fato de as concentragdes de glicose e frutose terem sido
alteradas apenas marginalmente em resposta aos tratamentos, em paralelo a constancia das
concentracdes de sacarose e amido, também suportam a conclusdo de que nao houve
aclimatagdo fotossintética nas condi¢des do presente estudo. Cumpre ressaltar que, tanto a
elevada [COz] como o Si (plantas WT+Si sob [COz] ambiente), levaram a maiores producdes
de graos (ver a frente). O aumento da for¢a do dreno provavelmente levou ao estimulo da
capacidade da fonte (maiores A4 na folha-bandeira). Conquanto o Si fez aumentar, ainda que
discretamente, mas de modo significativo, a massa de 1000 graos, sugere-se que a capacidade
da fonte foi suficiente para sustentar essa maior for¢ca do dreno. Estes dados estdo em
concordancia com recentes informagdes sobre a estreita dependéncia entre fonte e dreno no
controle da particdo de assimilados (Yu et al. 2015). Em sintese, maior for¢a do dreno

aumentou a magnitude de A das folhas-bandeira, mas sem afetar, provavelmente, a capacidade
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bioquimica da RuBisCO em fixar CO2, independentemente dos tratamentos aplicados. Nas
plantas que acumularam mais Si (WT), este elemento promoveu incrementos a fotossintese
via redugOes de limitagdes difusivas. Quanto ao COz, em niveis elevados, houve aumento de
resisténcias difusivas, fato mais que compensado pelo maior gradiente de [CO:2] entre a

atmosfera e o cloroplasto.
As concentragoes foliares de Si sdo reduzidas sob elevada [CO;]

As concentragdes foliares de Si devem estar largamente associadas a trés fatores: (i)
capacidade radicular de absor¢ao (associada com a biomassa radicular e a capacidade de
absor¢do por unidade de raiz (e provavelmente com a expressdo dos transportadores de Si)),
(i1) capacidade de transporte para a parte aérea (fluxo em massa associado com a
transpiracdo), e (iii) efeitos de dilui¢do, que comumente ocorrem quando uma dada
quantidade de um elemento ¢ distribuida numa maior biomassa. As maiores concentragdes
foliares de Si foram precisamente observadas nas plantas WT sob [CO,] ambiente. E
improvavel que diferengas de concentracdo de Si entre as plantas dos diferentes tratamentos
estejam associadas com aspectos morfologicos, porquanto houve aumento relativo na
biomassa radicular em relacdo a biomassa total (maior fragdo de biomassa radicular) nas
plantas sob elevada [COz]. Nas plantas WT sob [CO;] ambiente, ndo houve variagdo de
biomassa foliar (e biomassa total) em resposta ao CO»; portanto, os maiores niveis de Si
dessas plantas ndao devem estar associados a potenciais aspectos de diluicdo. Registra-se
também que a expressdo dos genes Lsil e Lsi2, nas raizes, decresceu, em resposta a
fertilizacao silicica e ao aumento da [COz2]. Isso explica, em parte, os menores niveis de
Si nas plantas sob alta [CO2]. Em todo o caso, sugere-se que as maiores concentracoes de
Si nas plantas WT sob [CO:] ambiente estejam fundamentalmente associadas a maior
transpiragdo da planta (e maiores gs) por unidade de area foliar. Os maiores niveis de Si (42%)
nas plantas WT em [CO2] ambiente em relagdo ao de seu mutante /si/ nessa condi¢do de
[CO2] podem bem explicar o porqué de o Si ter acarretado estimulo a producdo (e a
fotossintese) apenas nas plantas WT sob [COz] ambiente. Nas plantas WT sob elevada [COz2],
e nas plantas do mutante, independentemente da [CO2], os maiores niveis de Si ndo
resultaram, portanto, em estimulo a producao ou a fotossintese. Estes dados sdo consistentes
com os de Detmann et al. (2012) ¢ Lavinsky et al. (2016) acerca do papel do Si no

estimulo a produgdo de grdos e 4 em plantas de arroz.



30

8 (A) == 400 ppm 12 { B) == 400 ppm
~
@ mmmm 700 ppm o0 mmmm 700 ppm
@ »n 10 A
< S
= 61 g
< S ¥
= o
e 47 T 61
7] ]
4 A
< 2 4]
£ £
S 21 S
=] A 21
0 0
14 ]© ®
P _
& 12 &0 5]
1.0
= =
)
S 08 | 2 10
3 5
g 0.6 - §
S 041 E s
& &
0.2 1
0.0 0
® ol ®
o5 30 -
N’
g o 0.3 1
b g
s 20 o=
2 % 0.2 1
£
OE 10 4
==} 0.1
0 0.0
25 4 6) 160 A H)
-~
E 140 A
~
- 209 = 120
2 =
o 15 - 35 100
g ~ 80
= | =
% 10 = o
£ 40
5 <
20 -
0 0
-Si +Si -Si +Si -Si +Si -Si +Si
WT Isil WT Isil

Figura 7. Efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmol L': -Si ou +Si, respectivamente) e da
concentragao de CO> (400 ppm, barras cinzas; ¢ 700 ppm, barras pretas) na biomassa de
folhas (A), biomassa de colmos (B), biomassa de raiz (C), biomassa de graos (D), biomassa
total (E), area foliar, AF, (F), area foliar especifica, AFE (G) e altura da planta (H) de dois
genotipos de arroz, cv. ‘Oochikara’ (WT) e seu mutante defectivo para a absorc¢do de silicio
(Isil).
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Figura 8. Efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmol L': -Si ou +Si, respectivamente) e da
concentragdao de CO2 (400 ppm, barras cinzas; e 700 ppm, barras pretas) no nimero de graos
por planta (A), peso de 1000 graos (B), percentual de gréos cheios (C), nimero de perfilhos
por planta (D), nimero de paniculas por planta (E), nimero de graos por panicula (F) e indice
de colheita (G) de dois genoétipos de arroz, cv. ‘Oochikara’ (WT) e seu mutante defectivo para
a absorcao de silicio (Isi]).
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Tabela 6. Resultados (significincia) da ANOVA (ns = ndo significativo; *P<0.05;
**P<0.01; ***P<0.001) para os efeitos do CO> (CO), Silicio (Si) e genétipo de arroz (Ge),
e suas interacdes, para os dados de producao, area foliar (AF), area foliar especifica (AFE)
e altura da planta (altura)

CO2 Si Ge COxSi CO2xGe GexSi  COxxSix Ge

N° grios. planta’! HoE kAR K ns ns ns ns
Massa de 1000 graos (g) ns * ns * ns ns ns
% graos cheios ns ns ns ns ns ns ns
N° perfilhos. planta™! *** ns  ns ns ns ns ns
N° paniculas. planta’! kR ®E g ns ns ns ns
N° gros. panicula’! *o kR X woH * ns ns
AFE (m? kg™) ns k¥ ¥ ns ns ns ns
Altura (cm) kXK ng * ns ns *
Massa de folhas (g) ¥ ¥ g ns ns ns ns
Massa de colmos (g) kR OKE ng ns ns ns ns
Massa de raizes (g) *** ns  ns ns ns ns ns
Massa de graos (g) kokEEk Ok ns ns ns ns
Massa total (g) K HEX g ns ns ns ns
Indice de colheita (g. g) Rk kAR kkk HAK oAk ns ns
AF (m?) *%  ns  ns ns ns ns ns

Registra-se que, em dois estudos recentes, foram observadas variacdes na
concentragdo foliar de Si em resposta ao aumento da [COz]. Johnson & Hartley (2018),
estudando espécies de gramineas nativas e exdticas em um cenario de [COz] de 640 ppm,
verificaram redu¢do do teor de Si nessas plantas. Ryalls et al. (2017) também verificaram
reducdo na concentracdo do Si em espécies de gramineas cultivadas em dois cendrios de
[COz] atmosférica, 640 e 800 ppm. Contudo, ndo foram investigadas nesses estudos, quais as

possiveis causas associadas a reducdo do teor de Si nas plantas analisadas.

Apesar de alteragoes na composi¢do de minerais nas folhas e casca, em resposta ao Si e a
[CO:], a composi¢do nutricional do grdo (endosperma) foi minimamente alterada pelos

tratamentos

Redugoes globais nos teores de nutrientes nas plantas sob [CO2] elevada tém sido
descritas na literatura (Seneweera & Conroy, 1997; Jin et al. 2019), mas menos
acentuadamente no grao (Zhu et al. 2018), corroborando com os dados obtidos no presente
estudo. Essa diminui¢do no teor dos nutrientes ocorre pelo fato de haver aumento na taxa de

crescimento das plantas sob alta [CO:] e o suprimento de nutrientes ndo aumenta de forma
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paralela a taxa de crescimento, gerando um efeito de diluigao (Stitt & Krapp 1999). Zhu et al.
(2018) constataram uma redugdo nos teores de zinco e ferro em graos de plantas de arroz
cultivadas sob elevada [CO2]. Manderscheid et al. (1995), estudando o impacto do aumento
da [COz2] sobre o teor dos elementos minerais em cultivares de trigo e de cevada, verificaram

reducdo no teor da maioria dos macronutrientes e micronutrientes sob elevada [COz].

A redugdo do teor de fosforo nas folhas das plantas cultivadas sob elevada [CO2] (-
12%) e nas plantas suplementadas com Si na [CO:] ambiente (-25%), podem estar
relacionadas & maior demanda energética e metabolica nessas plantas, que exibiram maior
producdo. Malavolta et al. (1997) destacam que, em folhas maduras, pode haver reduciao do
teor de fosforo, uma vez que este pode ser conduzido, via floema, para regides com maior
demanda metabdlica, como frutos em desenvolvimento, uma vez que o fosforo é substrato
para a sintese de ATP (Fabianska et al. 2019) que ¢é requerido, por sua vez, para suprir
energia na formacdo de novas estruturas reprodutivas e vegetativas das plantas (Millar et al.

2011).

No estudo da composi¢do mineral das plantas sob elevada [CO;], muita atengdo ¢
dada a variagdo do teor de N, pois a manutengdo da capacidade de carboxilacdo das folhas,
em ambiente sob alta [COz], depende do suprimento de N (Ellsworth et al. 2004) que, por sua
vez, impactara a produgdo das plantas (Kim et al. 2003). No presente estudo, houve discreta
reduc@o no nivel de N nas folhas das plantas cultivadas sob elevada [CO:], que ndo impactou
na produgdo dessas plantas. Kim et al. (2003) analisaram a produ¢ao de plantas de arroz sob
elevada [COz], submetidas a trés doses de N (alta, média e baixa). Os autores constataram que
houve incremento da producdo com o aumento da [CO:], exceto nas plantas que receberam

baixa dose de N.

O acumulo de amido em graos tem sido observado com o aumento da [COz]
atmosférica (Fangmeier et al. 1999; Aranjuelo et al. 2011; Zhang et al. 2015) em contraste a
reducdo da concentragdo de proteinas (Hogy et al. 2013). No presente estudo ndo se
verificaram alteracdes nos conteidos de amido e proteinas pelos tratamentos. Porteaus et al.
(2009) estudando cultivares de trigo cultivadas sob elevada [CO2], verificaram que o aumento

do contetdo de amido nos graos ocorreu nas plantas que tiveram um baixo suprimento de N.

O Si e a elevada [CO3] aumentam, sem efeitos complementares, a biomassa e a produgdo de

graos
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Os efeitos positivos do aumento da [COz] sobre o ganho de biomassa, conforme
observados no presente trabalho, t€ém sido relatados em varios estudos (DaMatta et al. 2010).
Roy et al. (2012) constataram o aumento da producdo de matéria seca em plantas de arroz
com o incremento da [CO:]. Palacios et al. (2019) verificaram aumento da biomassa de folhas
em plantas de soja cultivadas em elevada [COz2]. Esse incremento da biomassa a elevada

[CO7] tem sido atribuido ao aumento em 4.

O Si, semelhantemente a elevada [COz], também incrementou a massa seca da parte
aérea vegetativa das plantas. Detmann et al. (2012), avaliando os mesmos genoétipos aqui
investigados, ndo observaram diferencgas significativas na massa foliar desses genotipos em
resposta a suplementacgdo com silicio, corroborando os relatos de Ma & Yamaji (2006) de que
o Si ndo influencia o crescimento vegetativo das plantas. Esses resultados, contudo, ndo sdo
suportados pelos dados deste estudo, o que poderia ser explicado por diferengas nas condigdes

de crescimento das plantas, que, foram avaliadas no estadio reprodutivo.

Nao se evidenciaram alteragdes na biomassa radicular entre as plantas +Si e -Si,
possivelmente porque o Si € absorvido e transportado para a parte aérea, e ndo se acumula no
sistema radicular (Ma, 2002; Ma et al. 2006). Por outro lado, plantas submetidas a elevada
[CO:] exibiram maior biomassa radicular, talvez associado a maior demanda de influxo de
nutrientes associado a maior atividade fotossintética e produgdo de carboidratos, de modo a
evitar a aclimatagdo fotossintética ocasionada pelo aumento da [CO2] (Ainsworth & Long,

2005).

Os aumentos na producdo, constatados nas plantas cultivadas sob elevada [COz],
estdo relacionados, dentre outros fatores, ao maior numero de perfilhos e, por
consequéncia, maior numero de paniculas e de graos por panicula, uma vez que a
massa individual dos graos nao foi alterada nessas plantas. Kim et al. (2003)
verificaram aumento no numero de graos em plantas de arroz sob elevada [CO2], fato que
foi associado ao incremento do nimero de perfilhos. O Si, por sua vez, também aumentou a
produgdo das plantas de arroz, no entanto, sem alterar o numero de perfilhos. Contudo,
diferentemente do observado para as plantas cultivadas em alta [CO:], verificou-se
aumento da massa individual dos graos nas plantas supridas com Si. Ambos, elevada

[CO2] e Si, promoveram aumento no numero de grios e de paniculas, que correspondem a
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aumentos na atividade dos drenos nas plantas de arroz (Lavinsky et al. 2016; White et al.

2016).

Os efeitos positivos do Si sobre a produgao do arroz, conforme observado no
presente estudo, t€m sido atribuidos a maior producdo de graos, como consequéncia da
maior remobiliza¢do de assimilados estimulada pelo Si (Tamai & Ma, 2008; Detmann, et al.
2012; Lavinsky et al. 2016; Palacios et al. 2019), caracterizando maior for¢a do dreno que,
por sua vez, leva a um estimulo da capacidade da fonte (Detmann, et al. 2012;
Lavinsky et al. 2016). Isso explica a maior massa individual de grdos e o maior indice
de colheita das plantas WT+Si cultivadas na [CO2] de 400 ppm. Por outro lado, o
aumento da [CO2] per se também acarreta maior rendimento de sementes ¢ o peso de
espiguetas e de graos (Kim et al. 2003; Yang et al. 2006; Liu et al. 2008) em arroz, ¢ com

aumentos correspondentes na atividade fotossintética (Ainsworth & Long, 2005).

Os efeitos do Si sobre a producgdo (e pardmetros de trocas gasosas) de plantas
de arroz sob elevada [CO:] s8o pioneiramente aqui apresentados. Ndo se verificaram
aumentos complementares da 4 e dos ganhos produtivos nas plantas sob [COz] elevada com
a suplementacdo do Si, uma vez que tanto o Si como a alta [CO2] resultam em mesmo tipo de
resposta, em termos de producdo, nas plantas de arroz (Liu et al. 2008; Detmann et al.
2012; Kim et al. 2003; Lavinsky et al. 2016). Em outras palavras, ndo se verificou qualquer
efeito positivo do Si, sobre os pardmetros de producdo, sob elevada [CO2]. Mesmo as
plantas do mutante Isi/, que acumulam menos Si que suas contrapartes WT, tiveram a
massa de grdos e o indice de colheita estatisticamente iguais aos das plantas WT sob
[CO2] de 700 ppm, independentemente da suplementacdo com Si. Tomados em conjunto,
estes resultados sugerem que os efeitos positivos do Si sobre a producgédo (observados
apenas nas plantas WT, que acumulam mais Si, sob [CO2] de 400 ppm) sio
minimizados ou anulados sob [CO;] elevada. Deve-se registrar, no entanto, que, embora a
elevada [CO;] proporcione os mesmos aumentos produtivos promovidos pelo Si nas plantas, a
reducdo da concentragdo deste elemento pode diminuir a capacidade de defesa dessas
plantas, uma vez que esta bem estabelecido na literatura a associagdo do Si com o
aumento da tolerancia a diversos estresses bidticos e abiodticos (Debona et al., 2017,
Johnson & Hartley 2018). Resta investigar a capacidade do Si em reduzir efeitos de estresses
bidticos e abidticos em plantas de arroz sob elevada [COz] e como isso pode afetar o

crescimento e a producao.
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5. Conclusao

Foi demonstrado que o Si, nas atuais condigdes de [CO2] e na auséncia de estresses,
melhorou a produgdo de grios das plantas WT, que acumulam mais Si, em paralelo a
aumentos de A4, gs e transpiracdo, fato ndo observado nas plantas do mutante /si/. Com o
incremento da [COz], evidenciou-se reducdo das taxas transpiratorias ¢ da gs, em paralelo ao
aumento da produgdo, independentemente do gendtipo e da fertilizagdo com Si. Nao foi
verificada aclimatacdo fotossintética, independentemente dos tratamentos. O teor do Si foi
maior nas plantas WT+Si e reduziu-se nas folhas das plantas WT cultivadas em alta [CO2]. Os
metabolitos analisados foram minimamente afetados pelos tratamentos e verificou-se redugado
no teor da maioria dos nutrientes das folhas das plantas cultivadas sob elevada [COz].
Constatou-se menor expressdo dos genes que codificam para os transportadores de Si nas
plantas suplementadas com Si e com o aumento da [COz]. A auséncia de resposta do Si sobre
a producdo sob elevada [COz] pode ser atribuida ao fato de o Si ter-se acumulado menos sob
alta [CO2], fato largamente associado as menores taxas transpiratorias, combinado com menor

expressao dos seus transportadores numa condigdo de [COz] elevada.
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