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RESUMO

SANTOS, Martielly Santana, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2017.
O papel do silicio na reducdo dos impactos da toxidez de ferro em arroz: uma
abordagem morfoanatémica e fisioldgicaOrientador: Fabio Murilo da Matta.

A toxidez por excesso de ferro (Fe) € uma das mais importantes desordens nutricionais
que afetam processos vitais como respiracao e fotossintese, acarretando redug¢des no
crescimento e na producgéo de arroz. A nutricdo com silicio (Si) tem-se revelado como
uma alternativa promissora na mitigacdo de fatores de estresse abidticos, tal como
metais toxicos. Informagfes preliminares sugerem que o Si pode também mitigar os
efeitos da toxidez de Fe em arroz, mas ndo se conhecem os mecanismos envolvidos
nesse contexto. Diante disso, o presente trabalho objetivou determinar o potencial
mitigatorio do Si sobre a toxidez por Fe em arroz, por meio de caracterizacao detalhada
dos aspectos fotossintéticos, bioquimicos, morfofisioldégicos e de produtividade. Para
isso, dois experimentos independentes foram montados e analisados como tal (o
primeiro com plantas no estadio vegetativo; o segundo, até o fim do estadio
reprodutivo) utilizando duas cultivares com respostas contrastantes para excesso de Fe
(EPAGRI-109 e BR-IRGA-409, tolerante e sensivel a toxidez, respectivamente). As
plantas foram cultivadas em solucado nutritiva ndo-aeradplementadas com Si (0 e

2 mmol LY e Fe (25 pmol it e 5 mmol ). No estadio vegetativo, a toxidez por Fe
impactou negativamente a taxa fotossintética liquida (A) ao reduzir as condutancias
estomatica (§ e mesofilica (g), além de aumentar a fotorrespiracdo em ambas as
cultivares. Além disso, alteracBes na arquitetura radicular e na anatomia foram
correlacionados com maiores teores de Fe. Por outro lado, a fertilizagdo com Si
atenuou tais efeitos da toxidez ao reduzir o teor de Fe em folhas e raizes, o que se
refletiu em menores fatores de translocacéo e de bioconcentracdo, particularmente na
cultivar sensivel. Reducfes nos teores de Fe favoreceram aumentoa em A por reduzir
as limitacGes difusionais a fotossintese, com aumentos correspondentes @m g
Regstre-se que os parametros fotoquimicos e bioquimicos da fotossintese, bem como
a atividade das s enzimas do metabolismo do carbono, foram minimamente afetados
pelos tratamentos com Si/Fe. Saliente-se ainda que alteracbes nos fatores de
translocacao e de bioconcentracdo foram associadas ao decréscimo na expressao dos
genes que codificam para os transportadores de Fe ¢IRITRZ), bem como a maior
retencdo do Fe nas paredes celulares da exoderme e endoderme na raiz, e em células
parenquimaticas do xilema em folhas. Além disso, a reducdo da placa de Fe nas
cultivares +Si+Fe foi relacionada, aparentemeameespessamento da parede celular
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da faixa esclerenquimatica da raiz. Nos experimentos conduzidos na fase reprodutiva,
a toxidez por Fe promoveu variagdes expressivas nos teores de alguns nutrientes
especialmente Ca e Mg nas folhas, fato parcialmente revertido pelo Si, porém com
alterag6es minimas na composi¢éo nutricional dos graos. A toxidez por Fe acarretou
decréscimogm A em paralelo a reducdesn gs € na taxa de transporte de elétrons
(ETR), em especial na cultivar sensivel. Contudo, tais respostas foram revertidas
parcialmente em ambas as cultivares pela aplicacdo de Si. O menor acumulo de Fe nas
plantas +Si foi associado ao maior rendimento de graos, suportado pelo aumento em
A acoplado ao incremento emegETR. Além disso, os resultados sugerem que o Si
tenha reduzido o impacto negativo do Fe sobre a esterilidade das espiguetas. Em
sintese, recomenda-se 0 emprego do Si como uma estratégia de manejo efetiva para
reduzir os impactos negativos da toxidez por Fe sobre o desempenho fotossintético e
a producédo de grdos em arroz.



ABSTRACT

SANTOS, Martielly Santana, D.Sc., University Federal de Vigcosa, May, P&7.
role of silicon in reducing the impacts of iron toxicity on rice: a morpho-
anatomical and physiological approachAdviser: Fabio Murilo DaMatta

Iron toxicity (Fe) is one of the most important nutritional disorders that affects vital
processes such as respiration and photosynthesis, resulting in reductions on rice growth
and production. Silicon (Si) nutrition has emerged as a promising alternative in
mitigating a range of stressful conditions including metal tocixity. Some information
suggests that Si can also mitigate the effects of Fe toxicity on rice, although the
underlying mechanisms are still poorly understood. This study aateestessing the
potential role of Si on Fe toxicity, by means of a detailed characterization of the
photosynthetic, biochemical, morphophysiological and yield traits in rice plants. To
reach these goals, two independent experiments were performed (vegetative and
reproductive stage) using two contrasting cultivars in terms of tolerance to excess Fe
(EPAGRI-109 anBR-IRGA-409, tolerant and sensitive to Fe toxicity, respectively)
The plants were grown in non-aerated nutrition solutions with two Si (0 and 2 mmol
LY) and two Fe (25 pmoltand 5 mmol 1) doses. In the vegetative stafetoxicity
negatively impacted the photosynthetic rates (A) by reducing stomajahrfd
mesophyll (g) conductances, as well as by increasing photorespiration rates in both
cultivars. In addition, changes in root architecture and anatomy were correlated with
higher levels of Fe. On the other hand, fertilization with Si attenuated these negative
effects of toxicity by reducing Fe content in leaves and roots, which indirectly helped
to maintain A via preservation of diffusion aspects, as inferred from the partial
maintenance ofggand g.. Notably, the photochemical and biochemical parameters of
photosynthesis, as well as the enzymes of the carbon metabolism, were minimally
affected by the treatments. It was also enphasized that Si fertilization reduced the Fe
content in roots and leaves of both cultivars, which was associated with lower
translocation and bioconcentration factors, particularly in the sensitive cultivar to
excess Fe. Such responses were associated with decreased expression of genes
encoding the Fe transporters (IRT1 and IRT2), as well as increased Fe retention on the
root sclerenchyma and endoderm cell walls, and leaf xylem parenchymalrcells.
addition, the reduction of Fe plague formation in the cultivars +Si+Fe was related to
the apparent cell wall thickening of root esclerenchyma. At the reproductive stage, Fe
toxicity promoted significant variations in the Ca and Mg contents in leaves, which
were minimized by Si additions, but with minimal changes in grain nutritional
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composition. Fe toxicity resulted in decreases in Ain parallel to reductiorsaimdg
electron transport rate (ETR), especially in the sensitive cultivar. However, such
responses were partially reversed in both cultivars by the application of Si. The lowest
Fe accumulation in plants +Si was associated with higher grain yield, supported by
increased A coupled with concordant increments in batland ETR. Furthermore,

the results suggest that Si reduced the negative impact of Fe toxicity on sterility of the
spikelets. In summary, it is concluded that the use of Si is an effective management
strategy to reduce the negative impacts of Fe toxicity on the photosynthetic
performance and the grain yields in rice.
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INTRODUCAO GERAL

Oferro (Fe) € um micronutriente essencial as plantas, uma vez que inUmeras
reacOes metabdlicas vitais dependem desse elemento (Jain e Connolly, 2013). Todavia,
sua biodisponibilidade no solo € reduzida, o que levou as plantas, evolutivamente, a
maximizarem a absorcdo de Fe mediante duas estratégias distintas (Ricachenevsky e
Sperotto, 2014). A estratégia |, presente na maioria das plantas, deseieeducao
do Fe da forma férrica (@ para a ferrosa (B9, via acidificacdo do meio pela
extrusdo de protons pelas células epidérmicas radiculares (Bashir et al, 2011). A
estratégia Il, por seu turno, comum em gramineas, reside na absorcit dia Fe
secrecdo e complexagcdo com compostos organicos, denominados fitosideréforos
(Ricachenevsky et al, 2011). No arroz, a absor¢éo é feita usando-se as estratégias | e
Il, isoladamente ou combinadas, ou seja, a absor¢io’de/Ba F&" dependera da
sua disponibilidade no solo (Sperotto et al, 2012; Ricachenevsky e Sperotto, 2014).

Na célula, mitocondrias e cloroplastos desempenham papel central no
metabolismo e na homeostase de Fe (Briat et al, 2007), uma vez que esse metal é
cofator essencial para varias proteinas envolvidas na cadeia transportadora de elétrons
da fotossintese e da respiracao (Bashir et al, 2011; Thomine e Vert, 2013). Porém, em
excesso, 0 Fe pode causar alteracdes na taxa respiratéria (Vigani et al, 2013), provocar
danos oxidativos (Stein et al, 2009; Stein et al, 2014), deficiéncia nutricional e baixo
desempenho fotossintético, fato normalmente acompanhado de fotoinibicdo da
fotossintese (Pereira et al, 2013; Miiller et al, 2015), o acarreta perdas de produtividade
das culturas, como no arroz.

Apesar da importancia metabdlica do Fe e das diferentes estratégias de
absorcao pelas plantas, a biodisponibilidade desse metal em ambiente aerébio é baixa,
0 que leva a maioria das espécies a apresentar sintomas de deficiéncia (Sperotto et al,
2010. Contudo, em arroz de cultivo alagado o cenério é diferente, pois nas condicdes
de anaerobiose e baixo pH uma elevada quantidade de Fe na forma redd2ida (Fe
liberada na solucéo do solo, podendo atingir niveis de toxidez prejudiciais a cultura.
Perdas de rendimento em arroz sob toxidez por Fe, geralmente, variam de 40-45% do
rendimento total, dependendo da cultivar, do tempo, intensidade do estresse e da
estratégia de manejo utilizada (e.g. fertilizacdo mineral) (Audebert e Fofana, 2009).

A toxidez por Fe acarreta um desbalanco ibnico, evidenciado por uma
desordem nutricional, com reducédo na absorcao de P, K, Ca e Mg (Mdller et al, 2015;
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Pereira et al, 2013), sendo observados sintomas como bronzeamento da regiao apical
das folhas mais velhas e necrose (Audebert e Fofana, 2009), reducdo no crescimento,
escurecimento de raizes e formacdo da placa de ferro na superficie desse 6rgao
(Santana et al, 2014). Em nivel anatémico, sdo observadas as seguintes alteracoes:
reducdo nas células da epiderme e do mesofilo foliar (Muller et al, 2015), colapso do
cortex radicular, incluindo a endoderme (Santana et al, 2014), ruptura da membrana
plasmatica, devido a peroxidacéo lipidica, deformacéo na parede celular (You-Qiang
et al, 2012), reducédo no tamanho e numero dos grana dos tilacoides (Platt-Aloia et al,
1983), além de rompimento do tonoplasto (Zhang et al, 2011). Tais danos séo,
normalmente, provocados pelas espécies reativas de oxigénio (ROS) e sao
minimizados nas plantas pela acdo de um sistema antioxidante, composto por
mecanismos enzimaticos (e.g., incluindo dismutases do superéxido (SOD), redutase
da glutationa (GR) e peroxidase do ascorbato (APX)) e ndo enzimaticos (e.g.,
ascorbato e glutationa) (Stein et al, 2009; Stein et al, 2014). Além das estratégia
antioxidantes, o armazenamento do Fe no vacuolo e sua compartimentalizacdo em
proteinas cloroplastidicas e mitocondriais, como as ferritinas, representam
mecanismos importantes de detoxificacdo do Fe na célula. As ferritinas, por exemplo,
sdo capazes de armazenar até 4500 a&tomos de Fe na sua cavidade protéica, e 0 aumento
na expressao génica das ferritinas (FERER2 em plantas de arroz sob excesso de

Fe demonstra a importancia dessa proteina no controle da homeostase do Fe (Briat et
al, 2007; Stein et al, 2009, Silveira et al, 2009).

A disponibilidade de Fe no tecido foliar impacta direta ou indiretamente o
processo fotossintético. Adamski et al (2012), avaliando os efeitos do excesso de Fe
em Ipomoea, demonstraram a diminuicao na eficiéncia do fotossistema Il (FSII), com
consequente mudanca no direcionamento da energia fotoquimica por meio da
dissipagéo de energia. Resultados semelhantes foram obtidos em arroz, em que o
excesso de Fe (7 mmot*)acarretou diminuicdo na eficiéncia fotoquimica maxima
do PSII (k/Fm), fato associado com o0 aumento dos niveis da fluorescéncia inigjal (F
sugerindo fotoinativacdo do PSII ou fotooxidagéo (Pereira et al, 2013). Ademais, 0s
decréscimos na taxa fotossintética liquida (A), em cultivares de arroz sob excesso de
Fe, foram atribuidos a limitacbes estomaticas e ndo-estomaticas (Pereira et al, 2013).
Contudo, além da condutancia estomaticg), (@ capacidade fotossintética €
influenciada pela conduténcia mesofilica)(ga qual esta relacionada a difusédo do

COz, nos espacos intercelulares até os sitios de carboxilacdo no estroma dos
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cloroplastos (Flexas et al, 2012). Apesar de nao haver informacdes sobre os efeitos da
toxidez por Fe emn,go comportamento dessa varidvel sob estresses causados por
metais toéxicos vem sendo relatada. Velikova et al. (28&Inpvestigarem a toxidez

por niquel (Ni), em Populus nigra, atribuirangm o principal fator de limitacao
fotossintética. Em contraste, os impactos da toxidez de zinco na fotossintese de Beta
vulgaris foram atribuidos mais a redugéo ddagque de g, sem ocorrer limitagdo
bioquimica (Sagardoy et al, 2010). De fato, metais pesados alteram 0s aspectos
fisiol6gicos em maior ou menor grau, a depender da tolerancia da cultivar e do tempo
de imposicdo do estresse. Em arroz, apesar dos efeitos da toxidez por Fe nos
parametros fotossintéticos e bioquimicos terem sido parcialmente demonstrados
(Pereira et al, 2013; Muller et al, 2015), os mecanismos pelos quais 0 excesso de Fe
afeta os parametros fotossintéticos, incluindosgo ainda largamente desconhecidos.

Com uma abundéncia relativa de 27,70% na litosfera e 0,03% na biosfera, o
silicio (Si) é considerado o segundo elemento mais abundante da crosta terrestre
(Exley, 1998). Apesar de estar presente nos tecidos vegetais de todas as plantas, o seu
conteudo varia com a espécie, com valores entre 0,1 a 10% da biomassa seca (Ma e
Takahashi, 2002). O arroz € um exemplo tipico de espécie acumuladora de Si,
correspondendo até 10% da biomassa seca. Essa maior quantidade de Si encontrada
em arroz, quando comparada com outras gramineas, ocorre devido a presenca de
transportadores especificos de influxo (Lsil- Low silicon rice 1) e efluxo (Lsi2 - Low
silicon rice 2) de Si, localizados, respectivamente, nas regides distais e proximais das
células de endoderme e exoderme de raizes laterais (Ma et al, 2006; Ma et al, 2007).
Os beneficios gerados pela elevada absorcédo e incorporacdo do Si em folhas e colmos
sdo evidenciados pela resisténcia a ataque de patégenos (Rodrigues et al, 2004; Perez
et al, 2014), aumentos no rendimento de grdos e eficiéncia no uso do nitrogénio
(Detmann et al, 2012; Lavinsky et al, 2013). Além disso, diversos trabalhos ainda
relatam os efeitos atenuadores do Si em resposta a diferentes fatores de estresse
abidticos, tais como: salinidade (Abbas et al, 2015), seca (Zhu e Gong, 2014) e metais
(Chika e Huerta, 200&8anglard et al, 2014; Song et al, 2014). Apesar desses efeitos
positivos, em termos fisiologicos e de produtividade, ainda ndo ha consenso de como
o Si atuaria no metabolismo vegetal frente aos diferentes fatores de estresses que
promovem respostas tao diversificadas nas plantas, tornando a atuagao desse elemento

na nutricdo de plantas um assunto cientificamente intrigante.



Considerando os impactos negativos de metais téxicos (e.g., Cd, Zn, Al, Fe,
As) no metabolismo vegetal, o uso de medidas paliativas, tal como a fertilizacdo com
Si, vem produzindo resultados satisfatérios. Recentemente, Vaculik et al (2015)
demonstraram que o Si atenua a toxidez por cadmio (Cd), em Zea mays, via
manutencdo da integridade estrutural dos cloroplastos de células da bainha, que
contribuiu para aumento da fotossintese. Em arroz, sob excesso de Zn, os impactos
mitigatorios do Si foram relacionados a expressédo de genes que codificamsalguma
das proteinas da cadeia transportadora de elétrons (CTE), da fotossintese, sendo o
aumento na expressdo dos gensidYRcomplexo de evolucéo do oxigénio)sdPl
(PSI), RtC (citocromo kf) e RetH (ferredoxina) responsaveis por aumentos
significativos nos parametros fotossintéticos (Song et al, 2014). Por outro lado,
Sanglard et al (2014) demonstraram que o Si atua potencializando as taxas de
fotossintese, em arroz, via aumento geRprtanto, parece haver uma vasta gama de
efeitos do Si sobre a maquinaria fotossintética, desde a CTE até aumento da
concentracdo de G@o estroma cloroplastidico, o que culminaria com a maximizagao
das taxas fotossintéticas. Para a interacéo Si/Fe, em arroz, estudos demostraram que o
Si potencializa o metabolismo antioxidante e atenuaria os sintomas da toxidez por Fe
por reduzir a formagao da placa de Fe no sistema radicular e a concentragdo desse
metal em folhas de arroz (Chalmardi et al, 2014; Dufey et al, 2014). Entretanto,
existemmuitas lacunas e os impactos dessas respostas nos aspectos fotossintéticos,
moleculares e anatdbmicos, seja nas folhas ou raizes, ndo foram descritos.

O Fe impacta negativamente a arquitetura radicular por reduzir o crescimento,
sendo esta reducao evidenciada, principalmente, na iniciagcdo e desenvolvimento de
raizes laterais, e tais alteracGes sao reguladas pelos hormonios etileno e auxina (Li et
al, 2015). Com efeito, o etileno atua na formacdo de raizes laterais por induzir a
expressado de transportadores de auxina (e.g., AUX1) e, sob condi¢cdes de excesso de
Fe, o aumento na producao de etileno em raizes foi considerado um mecanismo de
tolerancia, pois preveniria o declinio excessivo da emissao de raizes laterais, reduziria
0 acimulo de Fénos tecidoselulares e aumentaria a expressao de ferritfER]

e FER? (Li et al, 2009 Li et al, 2015). O Si, por sua vez, em condicbes néao-
estressantes, atuaria no sistema radicular promovendo a formacéo de raizes laterais
(Ma et al, 2001), além de promover aumento no didmetro da raiz, suberizacdo da
endoderme e lignificagcado da exoderme (Lavinsky, 2013; Lavinsky et al, 2015). Para a

relacdo Fe/Si, inicialmente foi proposto por Okuda e Takahashi (1961) que a adicao
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de Si aumentaria o poder de oxidacdo i EeMr?*, com consequente precipitagio
desses elementos na superficie radicular, favorecendo o aumento da placa de ferro, que
atuaria como uma barreira fisica a absorcdo de Fe. Resultados semelhantes foram
obtidos por Lavinsky (2013), que demonstrou que o Si, em condi¢cdes ndo-estressantes,
favoreceu a formacéo da placa de Fe via deposicédo de um precitado conterfé® Si-O-
nas proximidades da coifa. Entretanto, Dufey et al (2014) e Chalmardi et al (2014)
verificaram que o fornecimento de Si reduziu a precipitacio denkesuperficie de

raizes de arroz sob excesso de Fe. Apesar das diferentes respostas do Si frente a
condicéo de cultivo, ndo se tem uma ideia clara da interagdo Fe/Si sobre a formacao
da placa de Fe, pois Dufey al (2014) e Chalmardi et al (2014) quantificaram, por
analise nutricional, o conteddo total de Fe no 6rgdo, ou seja, o Fe absorvido e
adsorvido, sem qualquer distincdo para afirmar os efeitos do Si nessa placa. Tal fato
leva ao questionamento de qual seria a real interagdo do Si/Fe na formacé&o da placa
de Fe em condicdo de toxidez de Fe, e tampouco se sabe se o0 sinergismo entre
mudancas morfologicas e anatdémicas no sistema radicular promovidas pelo Si poderia
conferir toleréncia ao excesso de Fe.

De maneira geral, a suplementagédo com Si apresenta-se como uma alternativa
promissora na atenuacao de fatores de estresses biéticos e abioticos. Porém, h4 ainda
muitas lacunas abertas a respeito da interacdo Si/Fe. Diante do exposto, este estudo
teve por objetivos buscar responder aos seguintes questionamentos: i) A fertilizacao
com Si pode mitigar os efeitos da toxidez feoro, no desempenho fotossintétid?

O Si, por promover alteracbes anatdmicas e moleculares nas raizes e favorecer a
formac&o da placa de Fe no sistema radicular, reduziria a absor¢cZoi)Fe Si,

por amenizar os efeitos da toxidez por Fe, via reducdo na absorcdo desse metal,
favoreceria a manutencdo da homeostase nutricional? iv) Quais os impactos que a
fertilizagdo com Si promoveria em termos de produtividade em arroz cultivado sob

excesso de Fe?
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CAPITULO |

SANTOS, Martielly Santana, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de
20170 silicio atenua a toxidez de ferro em arroz preservando a capacidade
fotossintética via ajustes na condutancia foliar, com impactos minimos no
metabolismo do carbono.Orientador: Fabio Murilo da Matta.

RESUMO

A toxicidade de ferro (Fe) é reconhecida como o disturbio nutricional de maior
destaque em arroz alagado, afetando processos vitais aoraepiracdo ea
fotossintese. Por outro lado, a fertilizacdo com silicio (Si) pode atenuar os impactos
negativos promovidos por metais toxicos e, apesar de algumas poucas informacdes
sugerirem que o Si pode mitigar a toxidez por Fe, os mecanismos sdo desconhecidos.
Diante disso, o0 presente trabalho objetivou avaliar o potencial mitigatorio do Si sobre
a toxidez por Fe, avaliando-se a fotossintese e o metabolismo do carbono. Para isso,
duas cultivares com tolerancias diferenciais ao excesso de Fe (EPAGRI-109 e BR-
IRGA-409, tolerante e sensivel a toxidez de Fe, respectivamente). As plantas foram
cultivadas em solugéo nutritiva ndo-aerada e suplementadas com Si (0 e 2-¥hmol L

e Fe (25 umol tt e 5 mmol [}). A toxidez por Fe impactou negativamente a taxa
fotossintética liquida (A) ao reduzir as condutancias estomatjca fgesofilica (g)

e aumentar a fotorrespiracdo em ambas as cultivares. Por outro lado, a fertilizacdo com
Si atenuou tais efeitos via reducdo do teor de Fe em folhas e raizes, o que,
indiretamente, parece ter favorecido um aumento em A por atenuar a queda da
condutancia foliar ao Cfnas plantas sob excesso de(een efeito, os tratamentos

com Fe e/ou o Si afetaram minimamente os parametros fotoquimicos e bioquimicos
da fotossintese, bem como a atividade das enzimas do metabolismo do carbono. Como
um todo, estes resultados sugernotavel homeostase metabdlica e reforgam
importancia de aspectos difusionais em relacdo aos bioquimicos no controle de Aem
condi¢cbes de toxidez por Fe. Assim, a fertilizacdo com Si revela-se uma alternativa
promissora na mitigacdo da toxidez Fe ao reduzir o teor Fe na planta e promover
melhor desempenho fotossintético em cultivares de.arro
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1. INTRODUCAO

O ferro (Fe) é um micronutriente que desempenha papel crucial no
metabolismo vegetal, uma vez que participa de reacbes redox da fotossintese,
respiracdo e assimilacao de nitrogénio (Ricachenevsky et al, 2010; Vigani et al, 2013).
Contudo, quando em excesso, 0 Fe esta associado ao aumento da producao de espécies
reativas de oxigénio (ROS), via reacédo de Fenton e Haber-Weiss (Onaga et al, 2016),
promovendo disturbios morfofisioldgicos, que vao desde danos celulares a reducéo da
taxa fotossintética, acompanhada de fotoinibicdo (Pereira et al, 2013), desordem
nutricional (Muller et al, 2015), bronzeamento das folhas, formacgéo da placa de ferro
na raiz (Pereira et al, 2014; Pinto et al, 2016) e reducdo na biomassa (Audebert e
Fofana, 2009; Stein et al, 2009). Esses sintomas sédo especialmente evidentes em arroz
de cultivo de alagado, devido & quantidade excessiva de jons ferrdspgéFados
pela reducéo de 6xidos de Fe em condi¢cbes de solos &cidos e anodxicos.

Em arroz, a toxidez por Fe pode ser direta, causada pelo acumulo excessivo
do metal, ou indireta, quando ha desordens nutricionais promovidas pela reducdo na
absorcéo de P, K, Ca e Mg (Silveira et al, 2007; Stein et al, 2009; Muller et al, 2015).
Em ambos os casos, a toxicidade por Fe promove alteracbes fisioldgicas, cuja
magnitude depende da tolerancia da cultivar, da severidade e do tempo de imposi¢céo
do estresse (Stein et al, 2009; Stein et al, 2014). Na folha, o Fe pode potencializar o
estresse oxidativo e impactar a fotossintese via alteracées na fase fotoquimica, bem
como por limitagdes estomaticas e ndo-estomaticas ao processo fotossintético (Pereira
et al, 2013; Muller et al, 2015; Pinto et al, 2016). Em todo caso, considerando-se que
o Fe, complexado com &cidos organicos, é translocado para a parte aérea via fluxo
transpiracional, a reducdo na condutancia estoméatiga dgesar de acarretar
decréscimos na taxa fotossintética, poderia ser vista como um mecanismo de tolerancia
ao estresse, na medida em que poderia acarretar menor acimulo do metal na planta
(Asch et al, 2005; Pinto et al, 2018)ém de g, a capacidade fotossintética €, também,
influenciada pela conduténcia mesofilica)(ga qual esta relacionada a difusédo do
CO,, dos espacgos intercelulares até os sitios de carboxilagio no estroma dos
cloroplastos (Flexas et al, 2012). Nao ha informacdes sobre os efeitos da toxidez por
Fe em g, embora os efeitos de outros metais toxicos sohkreig sendo relatados
(Sagardoy et al, 2010; Velikova et al, 2011).
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O Si é o0 segundo elemento mais abundante da crosta terrestre (Exley, 1998)
e, no solo, esta na forma de silicatos (aluminio, calcio, ferro, etc), com concentracdes
que variam entre 1 a 45%, dependendo das caracteristicas fisico-quimicas do solo
(Sommer et al, 2006). Em ambientes alagados, a condicdo de anaerobiose e baixo pH
favorece a formacédo do acido monosilicica3ls), que é a forma normalmente
absorvida pelas plantas. Para arroz alagado, o Si € absorvido por meio de
transportadores especificos de influxo (Lsil- Low silicon rice 1) e efluxo (Lsi2 - Low
silicon rice 2), respectivamente presentes nas regides distais e proximais das células
de endoderme e exoderme de raizes laterais (Ma et al, 2006; Ma et al,2007).
exportacdo do Si, da raiz para a parte aérea, €, por seu turno, mediada pelo
transportador de influxo (Lsi 6- Low silicon rice 6), responsavel pelo redirecionamento
do Si nas folhas, bainhas e colmos (Yamaji et al, 2008; Yamaji e Ma, 2009). Em
condicOes ndo-estressantes, estudos vém demonstrando que, em arroz, o Si impacta a
fotossintese via aumentos egi(gavinsky et al, 2016) erg(Detmann et al, 2012),
favorecendo, assim, a difusédo de XC&»¢ o cloroplasto e, consequentemente, um
melhor desempenho fotossintético, com reflexos na produtividade (Lavinsky et al,
2016). Além disso, o Si parece estar associado com a modulacdo do metabolismo dos
aminoacidos (Detmann et al, 2013) e com o aumento da eficiéncia no uso do nitrogénio
(Detmann et al, 2012). Efeitos positivos da fertilizacdo com Si sobre o metabolismo e
desempenho fotossintétidém sido verificados, também, em condicdo ambiental
adversa, como sob toxidez por zinco (Song et al, 2014), cadmio (Chika e Huerta,
2008), aluminio (Liang et al, 2001) e arsénio (Sanglard et al, 2014). No caso do arsénio
(As), os efeitos atenuadores do Si, além de estarem relacionados com a melhora na
performance fotossintética (Sanglard et al, 2014), foram também associados a reducao
dos teores do metaldide nos tecidos foliares, promovida pela modulacdo na expresséo
de genes relacionados a absorcdo e translocacdo de Si/As, sem, contudo, haver
alteracdes drasticas na atividade das enzimas do metabolismo do carbono (Sanglard et
al, 2016).

A compreensdo das respostas fisiolégicas para interacdo Fe/Si ainda é
incipiente e, apesar de alguns estudos demonstrarem que o Si potencializa o
metabolismo antioxidante e atenua os sintomas da toxidez por ferro, via reducdo de
sua concentracdo nas folhas (Chalmardi et al, 2014; Dufey et al, 2014), ndo h&
informagdes sobre os mecanismos pelos quais o Si poderia atenuar a toxidez de Fe, em

arroz, no que se refere aos aspectos fotossintético, bioquimico e nutricional. Neste
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estudo, hipotetiza-se que o Si possa mitigar os efeitos da toxidez por Fe sobre o
desempenho fotossintético, particularmente em cultivares sensiveis a toxidez por Fe.
Especificamente, pretendeu-se responder aos seguintes questionamentos: i) A
fertilizacdo com silicio poderia atenuar a toxidez por Fe sobre a maquinaria
fotossintética? ii) O Si seria capaz de favorecer a homeostase metabdlica, mesmo sob
excesso de Fe? Para responder essas perguntas, duas cultivares de arroz, contrastantes
guanto a tolerancia ao excesso de Fe, foram cultiwdsagfeitos da suplementacao

do Si foram avaliados.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Condicdes de cultivo e imposicao dos tratamentos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no Campus da
Universidade Federal de Vigosa (649m, 20°45°20”S e 42°52°40°°N), MG, Brasil.

Foram utilizada duas cultivares de arroz (Oryza satita: BR-IRGA-409,
caracterizada como sensivel ao estresse por Fe, e EPAGRI-109, como tolerante (Stein
et al, 2009; Stein et al, 2014). As sementes foram lavadas em solucao de hipoclorito
de sodio porl min, seguidas de lavagem em agua desionizada por 3 min. Foram
germinadas em papel-filtro por 4 dias no escuro, sendo posteriormente transferidas
para cAmara de germinacdo BOD com luz artifidi&d (1mol m2s? fétons) sob um

ciclo de 12/12 h diurno/noite, com umidade relativa de 60/75% e temperatura de 30°C,
por um periodo de 11 dias.

As plantas foram cultivadas em hidroponia, sem aeracdo, em vasos de 5 L,
contendo solucédo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) com modificacdes, constituida
de 1,0 mmol t£; KNO3; 0,25 mmol [} NH4H2PQy; 0,1 mmol L2 NH4CI; 0,5 mmol
Lt MgSQ..7H:0; 1,0 mmol t; Ca (NQ)2; 0,30 pmol L't CuSQ.5H,0; 0,33 pmol
LY ZnSQ.7H:0; 11,5 umol LY HsBOs; 3,5 pmol Lt MnCl.. 4H0; 0,1 umol Lt
(NH4) 6 M07O24.4H;0; 25 pmol L FeSQ.7H0 e 25 umol L EDTA disddico. As
plantas foram fertilizadas com Si (ao longo de todo o experimento), nas concentragdes
de 0 (-Si) ou 2 mmol t (+Si), fornecido na forma de acido monossilicicaSi®s),
obtido pela passagem do silicato de potassio através de uma coluna trocadora de
cations (AMBERLITE IR-120B; H form; Sigma- Aldrich, Sdo Paulo, Brasil). O pH
da solucéo de cultivo foi ajustado diariamente para 5,0, utilizando-se NaOH (1 mol L
1 ou HCI (1 mol ). O experimento foi conduzido em casa de vegetac&o climatizada,
como temperatura ajustada para 30 (x 2) °C, sob iluminagao natural (1uhbDO
fotons m? s1).

Plantas com 45 dias (estadio vegetativo) foram submetidas ao estresse por
excesso de Fe, aplicado na forma de Fe-EDTA (Eg®@ concentracao de 25 pmol
L (plantaseontrole) ou 5 mmol I, correspondente a condicdo ambiental de excesso
de Fe, tipica da regido Sul do Brasil, a segunda maior produtora de arroz do pais (Stein
et al, 2014). Todas as avaliacdes e amostragens foram realizadas aos 8 e 15 dias apés

aplicacao do tratamento (DAAT) de Fe.
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2.2  Quantificacdo do Si e Fe em folhas e raizes

Folhas e raizes foram coletadas e secas em estufa com circulagéo forcada de ar
a 60 °C, até massa constante. Em seguida, o material vegetal foi triturado e a
concentracdo de Si nesses 6rgaos foi determinada colorimetricamente (Dallagnol et al,
2011). O Fe foi extraido por digestéo nitroperclérica e sua concentracao determinada

por espectrometria de absorgéo atdbmica (Malavolta et al, 1989).

2.3 Medicdes de trocas gasosas foliares e a analise das limitacdes a
fotossintese

A taxa fotossintética liquida (A) e a taxa de transpiracdo foliar (E) foram
medidas simultaneamente aos parametros de fluorescéncia da clorofila a, utilizando-
se de um analisador de gases a infravermelho (modelo LI 64DGKDR, Lincoln,
NE, EUA), equipado com um fluoromefrqLI-6400-40, LICOR Inc.). As
mensuragdes foram feitas na folha principal e completamente expandida do perfilho,
das 10:00 as 14:00 h, sob radiacao fotossinteticamente ativa (RFA) artificial de 1000
pmol fétons m? st em nivel de folha, e 400 umol CO, molt ar. A concentracio
intercelular de C® (Ci) e a condutancia estomatica ao vapor de aggafdigam
calculadas pelo referido equipamento a partir dos valoresede(®on Caemmerer e
Farquhar, 1981). Todas as medi¢cdes foram realizadas fixando-se a temperatura d
blocoem 25C, e o déficit de pressao de vapor mantido em cerca de 1,0 kPa, enquanto
a quantidade de luz azfdi de 10% de RFA para otimizar a abertura estomatica

A eficiéncia fotoquimica do fotossistema kréi) foi determinada pela
medicdo do estado estavel da fluorescéncipgFla fluorescéncia maximan(h,
utilizandose de um pulso de luz saturante de aproximadamente 8000 pmol fotons m™
s?, seguindo procedimentos descritos por Genty et al (1989). A taxa de transporte de
elétrons (J) foi calculada conjc= ¢rsi X B x @ XRFA, em quen 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 relacaofeatr-A x¢pFSII/
4 obtidos pela variacdo da intensidade de luz sob condicbes néo fotorrespiratorias.
Estimativas da condutancia do mesofilica) (ipram realizadas usando o método de
Harley et al (1992), em que:

gn=AlCi-([*J+8(A+R)/ (-4 (A+R)))
Para transformar as curvas A#n curvas A/¢(Cc = concentracéo de G@os

sitios de carboxilacéo),.@i calculada de acordo com Harley (1992), em que G
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- (A/lgm). A taxa maxima de carboxilacéo limitada pela Ribulose-1,5-bisfosfate)V
e a taxa maxima de carboxilacdo limitada pela taxa de transporte de elétQns (J
obtidas para cada curva A/Goram estimadas por meio de técnicas de regressao nao
linear, baseadas nas equacdes de Farquhar et al (1980). A taxa de fotorrespiracdo foi
estimada pela férmula FR= 1/12(J4 (A + Riy)). As corre¢bes dos vazamentos de
CO, e vapor de agua dentro e fora da camara do LI-6400 foram aplicadas para todos
os dados de trocas gasosas, conforme descrito por Rodeghiero et al (2007).

As limitacOes fotossintéticas foram particionadas em limitacdes estomaticas
(LE), mesofilicas (LM), e bioquimicas (LB) sendo calculadas a partir dos valores
obtidos de A, g gn, Vemax I, CcaKm=Kc (1+ O/ Ko), de acordo com Grassi e Magnani
(2005):

gotx k got X k St

LE= LM = , IB=
gscoz (got t kY’ g (g0t + k) gt T K

em que gCOr € a condutancia estomatica aoX°gh a condutéancia mesofilica
€ Owt @ condutancia total, determinado come:=gl/ [(1/gs) + (1/gn)], € k a primeira
derivativa de Aem relacio a:® = VemaxX (I + Km) X (Cc + Km), sendo I a constante
de Michaelis-Menten para o GQjue considera a inibicdo competitiva em relagéo ao
0.

2.4 Metabdlitos

Amostras de folhas, do perfilho principal, foram coletadas ao meio-dia,
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e entdo armazenadas a -80°C, sendo
posteriormente liofilizadas a -48°C e maceradas. Uma amostra de 10 mg de tecido
moido foi adicionada a metanol puro, e a mistura foi incubada a 70°C, durante 30 min.
Apos centrifugacéo (13000 x g, 5 min), quantificaram-se as concentracdes de glicose,
frutose e sacarose no sobrenadante, e a de amido a partir do pellet insolivel em metanol
(Praxedes et al, 2006; Ronchi et al, 2006). As concentracdes de malato e fumarato
foram determinadas em aliquotas do sobrenadante, de acordo com Nunes-Nesi et al
(2007).

As concentracdes de NAD(H) e NADP(H) foram determinadas por hidrolise
de NAD(P)H em meio acido, e de NAD{PEm meio alcalino (Ronchi et al, 2006).
Para a determinacdo de NAD{Pa amostra vegetal foi misturada com 0,4 mL de 0,1

mol L't HCIO4. A suspenséo foi aquecida durante 2 min e por centrifugagdo (10 min a
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10000 x g). Em seguida, neutralizou-se 0,1 mL da fracdo soluvel por adicdo de 0,1 mL
de 1 mol L Tris (pH 7,4) e KOH 0,1 molt, seguido de incubagdo em gelo, durante

15 min. Para NAD(P)H, a amostra foi misturada com 0,4 mL de KOH 0,1 fad\ L
suspensao foi tratada como descrito acima, exceto a neutralizacéo, que foi feita pela
adicdo de 0,1 mL de 1 Tris (pH 7,4) e HGI®1 mol L. Finalmente, com os
sobrenadante, foram determinados os niveis de NADREPNAD(P)H por meio de

ensaios enzimaticos com base no protocolo descrito em Gibon et al (2004).

2.5 Atividades enzimaticas

Amostras de folhas do perfilho principal foram coletadas ao meio-dia,
imediatamente congeladas e maceradas em nitrogénio liquido e entdo, armazenadas a
-80°C. Os extratos enzimaticos foram preparados como descrito por Nunes-Nesi et al
(2007). Citrato sintase, piruvato cinase (PK), fosfoglicerato-cinase (PGK) e
fosfofructocinase dependente de ATP (ATP-PFK) foram determinadas de acordo com
Gibon et al (2004); isocitrato desidrogenase dependente de NADP (NADP-IDH) e
malato desidrogenase dependente de NKBD-MDH), de acordo com Jenner et al
(2001); aldolase, enolase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase dependente de NAD
(NAD-GAPDH) e triose-fosfato isomerase (TPI), de acordo com Fernie et al (2001);
e invertases acida e alcalina e sacarose sintase (SuSy) foram determinadaiode ac
com Praxedes et al (2006). A atividade da RuBisCo foi ensaiada como descrito em
Sharkey et al (1991).

2.6  Proteinas sollveis e pigmentos

A concentracéo de proteina soltvel foi determinada conforme Bradford (1976),
utilizando-se BSA como padrdo. As clorofilas (a + b) foram extraidas utilizsmdo-
acetona aquosa 80% (v/v) e quantificadas espectrofotometricamente, de acordo com
Lichtenthaler (1987).

2.7  Andlise estatistica
O experimento foi montado em um delineamento inteiramente casualizado em

esquema fatorial triplo 2x2x2 (duas cultivares x duas concentracdes de Fes x dua
concentracdes de Si), com seis repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (three-way ANOVA com todos os fatores avaliados com fatores fixos)

usandose o procedimento MIXED do SAS (versdo 9.1) e um o= 0.05. Quando néo
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ocorreu interacdo significativa, o MIXED foi usado para interpretar o efeito de
dependéncia entre os fatores. A andlise de regressao foi usada para avaliar a relacao

entre algumas variaveis.
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3. RESULTADOS

3.10 Sireduz a concentracdo de F@specialmente na parte aérea

Os teores de Si nas cultivares BR-IRGA-409 (sensivel ao excesso de Fe) e
EPAGRI-109 (tolerante ao excesso de Fe) foram resiprando houve a adi¢céo de Si
ao meio de cultivo, com maiores concentracdes, em média, nas folhas (38)%lg kg
que nas raizes (3,7 gKgTabela 1 e Fig 1A-D). Independentemente do Si e do tempo
de imposicao do estresse, a toxidez de Fe acarretou maiores tebeasadeultivar
sensivel nas raizes (1700,6 mgkgm média) que nas folhas (806,7 mg'kgm
média), quando comparada com a cultivar tolerante, cujos teores médios de Fe (sem
suplementacdo de Si) foram de 991,5kgg nas raizes e 387,3 mgkgas folhas
(Fig 1). Em todo o caso, os teores de Fe, tanto em folhas como em raizes, foram
maiores aos 15 que aos 8 DAAT, em ambas as cultivares. Em contrapartida, nas
plantas +Si+Fe o nivel de Fe foi significativamente reduzido nas folhas e raizes,
independentemente da cultivar e do tempo de imposicdo do estresse por Fe (Tabela 1
e Fig 1E-H), porém mais marcadamente na cultivar sensivel. Registre-se que os efeitos
mitigatérios do Si traduziram-se em redugdes dos teores de Fe em maior extenséo nas

folhas que nas raizes.
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Fig 1. Efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmof-Si ou + Si, respectivamente) e do ferro, Fe (25
umol L* e 5 mmol L : -Fe e +Fe, respectivamente) na concentracéo de Si (A-B) e de Fe (E-
F) nas raizes, e Si (C-D) e E&-H) nas folhas, em duas cultivares de arroz [EPAGRI-109 e
IRGA-409, tolerante e sensivel a toxidez de Fe, respectivamente], cultivadas ero soluca
nutritiva. As medic6es foram realizadas aos 8 ou 15 dias apos a adicdo de Fe (DAA). n=5
SE

3.20 Si reverte parcialmente os efeitos negativos do excesso de Fe sobre as taxas
fotossintéticas, fundamentalmente por impactar a condutancia difusiva foliar,
com alterac6es minimas na capacidade fotoquimica e bioquimica

Nas plantas -Si, a toxidez por Fe acarretou reducdes na taxa fotossintética

liquida (A) e nas condutancias estomaticgsggnesofilicas (g) em ambas cultivares,
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porém com efeito mais pronunciado na cultivar sensivel ao Fe. Os efeitos do Si nas
plantas -Fe foram n&o significativos, sugerindo que os efeitos positivos do Si foram
manifestados apenas nas plantas +Fe (interacao Si x Fe significativa). De fato, tanto A
CoOmo @ e gm correlacionaram-se {¢> 0,83) com os teores de Fe nas folhas (Fig. 1
Suplementar). Essas respostas demonstramaderéstica intrinseca e diferenciada

das cultivares quanto a tolerancia a toxidez por Fe ao longo do periodo de 15 dias de

imposicao do estresse (interacédo Fe x Ct significativa) (Tabela 1).

Tabela 1-Resultado da ANOVA ( ns = nao significativo; *P< 0.05; **P <0.01; **P<0.001)
para os efeitos do silicio (Si), Ferro ( Fe) e cultivar (Ct), e suasaqites, para as
concentracdes de Si e Fe na eaie folhas; taxa de assimilacdo de 0@), condutancia
estomatica (g, condutancia mesofilica{y limitacdes estomaticas (LS), mesofilicas (LM) e
bioquimicas (LB); taxa méxima de carboxilacda..f)j; taxa maxima de carboxilacdo
limitada pela taxa de transporte de elétrops)(Jrazdo da taxa de transporte de elétrons
destinados a oxigenacgao/carboxilacafld] redimento quantico maximo do fotossistema Il
(FJ/Fm); rendimento quéantico efetivo do fotossistema I\/{Fw); coeficiente de extingdo
fotoguimico (g). Os resultados s&o apresentados na forma x/y, i.e. apos 8 e 15 dias apos a
adicdo de Fe. Quando os resultados foram iguais nas duas épocase asmesma
significdncia para ambos.

Parametros Si Fe Six Fe Ct SixCt FexCt SixFexCt
Sinaraiz *hk rxk [k *hk ns ns ns/*** ns
Si na folha *kk *[E* *k [kk *kk ns/*** ns/* ns
Fe na I’aIZ */** *k*% */** *k*% nS *k*% nS
Fe na folha *k*k *k*k *k*k *k*k */ns *k*k **/*
A *hk *hk * ns/** ns ns/** ns
gS *k*% *k*% */nS */ns nS -k**/* ns
Om ***/ns ok ns ns ns ns ns
LS ok [k kk ns *Ins ns *x[* ns
LM ***/ns kk Rk [ ns/** *Ins  ns/*** **Ins
LB *k*% *k*% *k*% nS/*** nS * ns/**
V emax ns ns ns **Ins ns/* ns ns
Jmax ns/*** ns/* ns/* ns/*** ns ns ns
JO/\]C **/*** *k*k * ns ns ***/* nS
F/Fm ns ns ns/* **Ins ns ns ns/*
FVF’m ns/* *hk *x ns ns/* ns ns
(o ns ns/** ns ns ns ns ns

O impacto da toxidez de Fe no decréscimo de Afoi parcialmente revertido pela
adicado de Si, como observado aos 8 e 15 DAATultivar sensivel, mas apenas aos
8 DAAT na cultivar tolerante (interacdo Si x Fe significativa). Resultados similares
foram observados para (rig 2C-D) e @ (Fig 2E-F). Com efeito, variagdes em A
foram intimamente relacionadas com variagdes e(f g 0,96, Fig 3A) e g(r?>=
0,83, Fig 3C).
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Registre-se que os impactos dos tratamentos aplicados sobre parametros
fotoquimicos (K/Fm, FW/F’m, gp) foram minimos (Fig. 2 Suplementar), como também
foram minimos sobre Max(Fig 4 A-B) e dax (Fig 4 C-D). Por outro lado, houve
efeitos do Si e do Fe (interacéo Fe x Si significativa) sobre a rddéqgue aumentou
mais marcadamente na cultivar sensivel sob excesso de Fe, mas com menor magnitude
qguando o Si foi adicionado (Fig 4 E-F). Tomados em conjunto, os dados supracitados
sao consistentes com limitaces difusionais em resposta aos tratamentos aplicados, e

suportam a relagéo linear entre Ag(€=0,89, Fig 3D).

EPAGRI-109 BR-IRGA-409
B 8DAA A B

15 DAA
D

30

N
4]

N
o
L

A (umol COy m2 571
= =
o [6)]

(&3]

o

0,0 -

-Si +Si
-Fe +Fe -Fe +Fe

C
05
o
[%2] 0’4 4
N
€
S 03
8]
S
£ 0,21
o
0,1 -
0,0 |
E F
0,4 -
—
'n
N
' 03
N
o)
@)
S 02 A
£
£
(o)}
-Si +Si -Si +Si -Si +Si

Fig 2. Efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmolt-Si ou +Si, respectivamente) e do ferro, Ze (
umol Lt e 5 mmol L -Fe e +Fe, respectivamente) na taxa liquida de assimilacdoxi& CO

(A e B), condutancia estomatica,(@ e D) e condutancia mesofilica, (£ e F), em duas
cultivares de arroz [EPAGRI-109 e IRGA-409, tolerante e sensivel a toxidez de Fe,
respectivamente], cultivadas em solugao nutritiva. Medi¢des foram realizadhe a6dias

apos adicdo de Fe (DAAT). n = 12 + SE (valores de dois experimentos)
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Fig 4. Os efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmolL-Si ou + Si, respectivamente) e ferro Fe (25
uM L1 e 50 mmol ! : -Fe e +Fe, respectivamente), na velocidade maxima de carboxilacéo,
Vemax (A € B), taxa maxima de carboxilacao limitada pelo transporte de elétrai(§; é D)

e arazao de transporte de elétrons destinados a taxa de oxigenacao/carba{lagé&oe JF)

em duas cultivares de arroz [EPAGRI-109 e BR-IRGA-409, tolerante e sensixilez tde

Fe respectivamente] cultivadas em solucéo nutritiva. Medigbes foram realizadas 46s 8
dias ap0s adicédo de Fe (DAAT). n= 12 + SE (valores de dois experimentos).

3.3 LimitacBes a fotossintese sdo impactadas pelo Si/Fe

Nas plantas controle (-Fe), os valores médios das limitacdes totais a
fotossintese foram de aproximadamente 16, 17 e 67% para as limitacdes estomatica
(LE), mesofilica (LM) e bioguimica (LB), respectivamente, independentemente da
cultivar (Fig. 5). Porém, a aplicacdo do Fe promoveu alteragfes significativas nos
componentes gerais dessas limitacbes. Sob excesso de Fe, LE foi reduzida
independentemente da cultivar e do tempo (interagéo significa Fe x Ct), mas sem efeito
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do Si (Tabela 1, Fig 5 A-B). Por outro lado, a toxidez por Fe acarretou aumento de LM
nas cultivares, mas tal efeito foi parcialmente revertido pela adicéo de Si aos 8 DAAT
na cultivar tolerante e aos 8 e 15 DAAT, na sensivel (interacdes Si x Fe, Fe x Ct
significativas). A LB, por sua vez, reduziu-se em resposta a toxidez de Fe,
especialmente nas plantas -Si, independentemente da cultivar e do tempo de imposi¢ao
do estresse por Fe (interagdo Si x Fe, Fe x Ct significativa). De fato, as cultivares do
tratamento -Si +Fe apresentaram os menores valores de A ao longo do periodo
experimental, sendo que o LE e LM foram responsaveis por aproximadamente 60%
da limitac&o total a fotossintese, em contraste com as plantas -Fe, cujas limitacfes
difusionais (LE +LM) ndo passaram de 40% da limitagdo total a fotossintese,

independentemente da fertilizacdo com Si.

EPAGRI-109 BR-IRGA-409
0,8

EE 8 DAA A B
15 DAA

0,6 1

LE

0,4 1

e e Ir

0,6

LM

0,4 1

IJ1IW1rf ﬂﬂ

0,6 A
0,4 1
0,2 1
0,0 -
-Si +Si
+Fe

LB

-Si +Si -Si +Si
-Fe + Fe

-Si +Si
-Fe

Fig 5. Efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmol-Si ou +Si, respectivamente) e do ferro, Ze (

umol L' e 5 mmol L' -Fe e +Fe, respectivamente) nos componentes das limitacdes
fotossintéticas globais: limitacbes estomaticas, LE (A e B), limitac6esedofilo, LM (C e

D) e limitacbes bioquimicas, LB (E e F), em duas cultivares de arroz [EPAI® e BR-
IRGA-409, tolerante e sensivel a toxidez de Fe, respectivamente] cultivadas em solugéo
nutritiva. Medi¢des foram realizadas aos 8 e 15 dias ap6s adi¢do de Fe (DAAT). n=12 + SE
(dois experimentos).
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3.4 O metabolismo do carbono foi minimamente alterado pelos tratamentos

aplicados

As enzimas associadas ao metabolismo do carbono, incluindo a RuBisCO,
pouco ou nada responderam aos tratamentos aplicados. Das 16 enzimas analisadas,
apenas trés apresentaram reducao na atividade catalitica nas plantas +Fe. Contudo, as
amplitudes dessas mudancas foram relativamente pequenas e nao permitem evidenciar

o impacto direto do Fe ou um efeito mitigatorio do Si no metabolismo central (Fig. 6).

Tabela 2 Resultado da ANOVA (ns = nao significativo; *P< 0.05; **P <0.01; ***P<0.001)

para os efeitos do silicio (Si), Ferro (Fe) e cultivar (Ct) e suas interaa@eas concentracoes

de Si e Fe para atividade das enzimas do metabolismo do carbono, razées dos nucleotideos,
carboidratos, proteinasydato e fumarato aos 8 dias apos aplicacdo do estresse (DAAT)

Parametros Si Fe SixFe Ct Si xCt FexCt SixFexCt
Rubisco ns ns ns ns ns ns ns
PGK ** Fkk ns ** ns ns ns
GAPDH (NADP) ns ns *rk ns ns ns ns
Aldolase ns ns * ns ns * ns
TPI ns ns ** ns ns ns ns
Glicose-6-PDH ns ns ns *k ns ns ns
Transaldolase ns ns ns ns ns ns ns
SUSY ns ns *k ns ns ns ns
Invert. Acida ns ns ns ns ns ns ns
Invert. Alcalina  ** ns ns ns ns ns ns
GAPDH (NAD) ns o rkx ns ns ns *
Enolase * Fkk ns i ns ns ns
Hexocinase ns ns ns ns ns ns ns
ATP-PFK ns ns ns ns ns ns ns
PK ns ns i ns ns ns **
MDH (NAD) ns ns ** * ns ns ns
NADH/NAD* ns Fkk ns ns ns Fkk ns
NADPH/NADP*  ** ok ns *k * ns ns
G I | COSG *%x% *%% *%* *%% n S *%% *%
Frutose *%* *k*%k *%k% *%k% nS nS *
Sacarose ns ns ns ns ns ns ns
Amido ns ns ns ns ns ns ns
Proteinas ns ns ns ns ns ns ns
Aminoécido ns ns * ns ns * *k
M al ato *%k% **k*% n S *k*k*k *%k% n s nS
Fumarato i Fkk ns Fhkk * ns ns
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Fig. 6 - Os efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmofL-Si ou + Si, respectivamente), e ferb (

umol L e 5 mmol X -Fe e +Fe, respectivamente), sobre as atividades de enzimas (expressas
como pumol mirt g MF) associadas a algumas vias do metabolismo do carbono nas cultivares
de arroz [EPAGRI-109 e BR IRGA-409, tolerante e sensivel a toxidez de Fe, respenti®]
cultivadas em solucdo nutritiva. As medi¢des foram realizadas aos 8 apés a adigdo de
(DAAT). n = 6 = SE. Ver tabela no anexo | para detalhes sobre as abreviaturas.

As razdes NADH/NAD e NADPH/NADP foram reduzidas nas plantas d
tratamento -Si+Fe em 24% e 30% na cultivar sensivel e 23% e 49% na tolerante,
respectivamente quando comparadas aquelas das plantas do tratamento do +Si+Fe,
tendo ainda diferenca entre a resposta das cultivares para a razdo NADKMAD
excesso de Fe (interacao Fe x Ct significava). Registre-se que nao houve interacao Si

x Fe significativa sobre essas razdes (Fig 7).
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NADPH/NADP* (D), em folhas de duas cultivares de arroz (EPAGRI-1BR4RGA-409,
tolerante e sensivel a toxidez de Fe) cultivadas em solucdo nutritiva. Medicdes foram
realizadas aos 8 dias apos adigédo de Fe (DAAT). n=5-6 + SE
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As concentracdes de glicose e frutose aumentaram significativamente nas
plantas +Fe de ambas cultivares (intera¢c®es Fe, Fe x Ct significativas), mais
marcadamente nas plantas -Si (Tabela 2, Fig §./& outro lado, as concentra¢gdes
de sacarose, amido e proteinas ndo foram afetadas pelos tratamentos (Tabela 2 e Fig.
8 C-D). A toxidez por Fe favoreceu o aumento nas concentracfes de malato
fumarato, sendo o efeito mais evidente na cultivar sensivel, porém a fertilizacdo com
Si acarretou reducdes nessas concentracoes, independentemente da cultivar (interagdes
Si x Fe, Si x Ct significativas).
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frutose (B), sacarose (C), amido (D), malato (E), fumarato (F) amdusa{i) e proteinas
(H) em folhas duas cultivares de arroz (EPAGRI-109 e BR-IRGA-409, ttdezasensivel na
toxidez de Fe) cultivadas em solucdo nutritiva. Medic6es foram realizadas ass d&pdks
adicdo de Fe (DAAT).n=6 + SE
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4. DISCUSSAO

Os teores de Fe nas folhas e raizes das cultivares BR-IRGA-409 (sensivel) e
EPAGRI-109 (tolerante) submetidos a 5 mM.,ém solugdo nutritiva, foram
superiores aos niveis considerados como csitietoxicidade (> 300-500 mg k¢' de
massa seca) (Dobermann e Fairhurst, 2000). Isso impactou negativamente a
fotossintese em ambas cultivares, porém com resposta mais evidente na cultivar
sensivel, que apresentou o maior acumulo de Fe nas folhas. Por outro lado, a
fertilizacdo com Si, ao diminuir o teor de Fe nos tecidws,ambas cultivares,
concorreu para reverter, parcialmente, as consequéncias da toxidez de Fese julgar-
pelo desempenho fotossintético na cultivar sensivel ao Fe, em conformidade com a
hipotese deste estudo. Note-se ainda que o Si, diretamente, ndo impactou a taxa
fotossintética liquida (A) nas plantas -Fe, a exemplo do observado em outros estudos
em que o Si ndo resultou em alterac6esfeem plantas de arroz durante o estadio
vegetativo (Detmann et al, 2012; Sanglard et al, 2014).

A reducdo de A em cultivares de arroz sob o excesso de Fe vem sendo
atribuida a decréscimo erg(Bereira et al, 2013; Mller et al, 20F5nto et al, 2016).

Neste estudo, demonstrou-se que ndo apenasgtambém g limita a difusdo do

CO,, desdea atmosfera até os cloroplastos, em resposta ao excesso de Fe. Estes
resultados sugerem uma intrinseca correlacdo entre essas condutancias, conforme
proposto por Flexas et al (2008) e Flexas et al (2012), a despeito dos niveis foliares de
Fe. Resultados similares tém sido obtidos em arroz em resposta ao arsénio (Sanglard
et al, 2014) e em beterraba em resposta ao zinco (Sagardoy et al, 2010). Canquanto
capacidade fotoquimica e bioquimica para fixacdo de féGam preservadas sob
excesso de Fasugereseas reducdes em A ora observadas foram fundamentalmente
associadas a fatores difusivos.

A reducéo da condutancia foliars (g gn) em resposta ao excesso de Fe (Fig
2) foi parcialmente revertido pela fertilizagdo com Si. A reversdo desses impactos
dependeu do tempo e da exposicao ao excesso de Fe, sendo mais evidente aos 8 que
aos 15 DAAT, possivelmente em funcdo de os niveis de Fe terem sido incrementado
com o tempo, a despeito da cultivar. As concentracOes foliares de Si também
aumentaram com o tempo, porém, proporcionalmente menos que as concentracdes de
Fe, conforme se deduz dos dados apresentados na Fig 1. Tomados em conjunto, estes

resultados sugerem que os efeitos mitigatorios do Si sobre 0 excesso de Fenpoderi
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estar associados ndo somente a reducdo dos niveis de Fe nas plantas +Si, mas também
a algum efeito direto do Si sobre €/ou g, Embora os mecanismos fisiologicos
associados a esses efeitos ndo tenham sido estabelecidos, algumas evidéncias sugerem
gue o Si pode impactar diretamente a fotossintese por mogl{llavimsky et al, 2016)

ou gn (Detmann et al, 2012) em plantas de arroz na fase reprodutiva em condi¢gbes
nado-estressantes. Em conformidade com essas informacdes, as limitagées bioquimicas,
gue responderam por mais de 60% das limitacdes totais a fotossintese nas plantas -Fe,
decresceam para menos de 40%, com correspondentes incrementos nas limitacdes
difusionais em resposta ao excesso de Fe.

O impacto do Fe na reducdo de A em ambas as cultivares, poderia estar
relacionado inicialmente a alteracdes na etapa fotoquimica da fotossintese, devido a
relacdo integrada dos processos. Entretanto, a analise dos parametros de fluorescéncia
da Chl a demonstrou variac6es minimas entre os tratamentos e o tempo de exposi¢ao
ao Fe. Registre-se que a manutencao da eficiéncia fotoquimica maxitiha) (&
efetiva (F’v/F’m) do fotossistema Il (PSIl) sob excesso de Fe, observada em ambas as
cultivares foi acompanhada de reducdes nas raz6es NADH/BIAIBDPH/NADF,

a despeito das reducbes em A. Isto sugere que rotas alternativas de dissipacao de
energia podem ter sido estimuladas sob excesso de Fe. Nesse contexto, 0 aumento da
razdo dJ.€é um indicativo de incrementos da taxa de fotorrespiragdo, um processo tido
como alternativo para dissipar o fluxo excessivo de elétrons e evitar a fotoinibicdo da
fotossintese (Wingler et al, 2000). Outros mecanismos de dissipacdo de energia, tais
como o ciclo dgua-agua (Asada, 2000) ou fluxo ciclico de elétrons (Heber, 2002),
poderian também explicar as reducdes observadas nas razdes NADH/BAD
NADPH/NADP".

O acumulo de metabdlitos como as hexoses (glicose e frutose) é comumente
observado em condi¢Bes de estresse abibtico, embora varie com o tempo e a extensdo
do estresse imposto (Radomiljac et al, 2013), como aqui observado sob toxidez por Fe.
Com efeito, estudos em Arabidopsis thaliana sob diferentes fatores de estresses
abidticos demonstram que os niveis de agucares aamsubstancialmente (Rizhsky
et al, 2004; Kaplan et al, 2007; Hummel et al, 2010), o que normalmente é relacionado
com osmorregulacéo, estabilizacdo/protecdo de membrana, fornecimento de substrato
para a respiragao e balanco de carbono para o crescimento (Rizhsky et al, 2004; Rosa
et al, 2009; Hummel et al, 2010). Além disso, o acumulo de acidos organicos (malato

e fumarato) em ambas as cultivares sob excesso de Fe pode estar relacionado ao
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funcionamento néo-ciclico do ciclo TCA, bem como ao equilibrio no balanco redox
na célula (Hummel et al, 2010; Igamberdiev e Eprintsev, 2016). Apesar das alteracdes
emA e nos teores de hexoses (malato e fumaratgas concentracdes usualmente se
alteram em conformidade com o balanco de carbono), ndo se observaram quaisquer
variagdes nos teores de sacarose e de amido. Conforme se deduz na Fig 7, os niveis de
hexoses foram expressivamente inferiores aos de sacarose + amido, concorrendo para
uma constancia das concentracfes de carboidratos ndo-estruturais. Esse fato pode estar
associado com a menor demanda de assimilados nas plantas +Fe, que normalmente
acumulam menos biomassa que suas contrapartes sem excesso de Fe (Capitulo 3).
Em concluséo, foi demonstrado no presente trabalho que a fertilizagdo com
Si em cultivares de arroz sob excesso de Fe promove a reversao parcial dos efeitos
toxicos do Fe na fotossintese, ao reduzir o acumulo de Fe nos tecidos foliares. O menor
teor de Fe nas plantas +Si foi associado a menores reduc@asgie goncorrendo,
por conseguinte, para mitigar os impactos negativos do excesso de FA salsre
plantas +Si+Fe. Enfatize-se que a toxidez por Fe e/ou a fertilizacdo com Si afetaram
minimamente os parametros fotoquimicos e bioquimicos da fotossintese, bem como
as enzimas do metabolismo central do carbono, sugerindo notdvel homeostase
metabdlica e reforcando a importancia de aspectos difusionais em relacdo aos

bioquimicos no controle de A, em condi¢des de toxidez por Fe.
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maxima da clorofila a, Fv/Fm (A e B), eficiéncia da captura da energicidacao nos centros
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Tabela 1-Siglas e nomes das principais enzimas analisadas do metabolismo do carbono em

plantas sensiveis ( BR-IRGA-409) e tolerantes ( EPAGRI-109) de arroz sulmaetielecesso
de Fe e suplementadas com Si

Sigla Nome da enzima

RubisCo Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase

PGK Fosfoglicerato-cinase

NADP-GAPDH Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase dependente de N/
Aldolase Aldolase

TPI Triose-fosfato isomerase

Glicose- 6PDH Glicose-6-fosfato desidrogenase

Transaldolase

Transaldolase

SuSy

Sacarose sintase

Invertase acida

Invertase acida

Invertase alcalina

Invertase alcalina

NAD-GAPDH Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase dependente de N/
Enolase Enolase

Hexocinase Hexocinase

ATP-PFK Fosfofructocinase dependente de ATP

PK Piruvato cinase

NAD-MDH Malato desidrogenase dependente de NAD
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CAPITULO Il

SANTOS, Matrtielly Santana, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, marco de 2017.
O papel do silicio na toxidez por Fe em arroz: uma abordagem morfoanatdomica
Orientador: Fabio Murilo DaMatta

RESUMO

Em arroz de cultivo de varzea, a toxidez por fdfe &carreta reducao no crescimento

e danos morfoanatdmicos. Por outro lado, a fertilizacdo com silicio (Si) confere
protecdo e ameniza os efeitos de uma gama de estresses bidticos e .abidticos
Informacdes preliminares sugerem gque o Si pode reduzir as concentracdes de Fe em
arroz sob excesso desse elemento, mas 0s mecanismos envolvidos nessa reducao sao
desconhecidobjetivou-se, pois, determinar o efeito da fertilizacdo com Si sobre a
toxidez por Fe, avaliando-se aspectos morfoldgicos, anatdbmicos e moleculares de
raizes e folhas de arroz. Para isso, duas cultivares com respostas contrastantes para
excesso de Fe foram cultivadas em soluc¢do nutritiva ndo-aerada suplementadas com
Si (0 e 2 mmol t*) e Fe (25 pmol e 5 mmol [Y). Em excesso de Fe, a fertilizagdo

com Si reduziu o teor de Fe em raizes e folhas de ambas as cultivares, o que se refletiu
em menores fatores de translocacao e de bioconcentracdo, particularmente na cultivar
sensivel. Tais respostas foram associadas ao decréscimo na expressdo dos genes que
codificam para os transportadores de Fe (IRIRT2), bem como a maior retencao do

Fe nas paredes celules lignificadas do cortex e endoderme na raizm células
parenquimaticas do xilema em folhas. Além disso, a reducédo da placa de Fe nas
cultivares +Si+Fe foi associada, aparentemente, ao espessamento da parede celular da
camada esclerenquimatica da raiz. Os impactos negativos do Fe sobre a anatomia
foram evidenciados pela diferenciacéo precoce dos tecidos no que se refere a formacéo
de aerénquima, emissao de raizes laterais proximas ao apice radicular, desorganizacao
e colapso celular. Observou uma certa reversdo desses efeitos nas plantas fertilizadas
com Si. Em conjunto, os resultados aqui obtidos demonstram que a mitigacdo da
toxidez por Fe pelo Si, em cultivares de arroz, é promovida pela redu¢édo na absorcao
e translocacdo de Fe via retencdo em barreiras apoplasticas do esclerénquima e
endoderme do sistema radicular.
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1. INTRODUCAO

A toxicidade de ferro (Fed o disturbio nutricional mais evidente em arroz de
varzea, devido a maior biodisponibilidade do Fe na forma reduzidg ¢t solos
alagados. Os sintomas dessa toxidez sao evidenciados por meio de alteracdes nas
respostas fisiolégicas e morfoanatbmicas, que vao desde descréscimos na taxa
fotossintética (Pereira et al, 20M3illler et al, 201% a necrose dos tecidos, devido ao
colapso celular e, consequentemente, reducao no crescimento (Audebert e Fofana 2009;
Siqueira-Silva et al, 2012; Santana et al, 2014). Porém, o grau dos danos promovidos
pelo Fe em arroz dependera da concentragdo do metal nos tecidos e da tolerancia das
cultivaresao excesso de Fe, por mecanismos que envolvem a reducdo na absorcéo e/ou
translocacdo, aumento na capacidade antioxidante (Stein et al, 2009; Stein et al, 2014)
e compartimentalizacdo de Fe (Arosio et al, 2009; Ravet et al, 2009; Silveira et al, 2009).

As raizes estdo em contato direto com a solucao de Fe e os danos nesse 6rgao
sdo expressivos. A cor vermelho-alaranjada é a caracteristica marcante do Fe adsorvido
a superficie radicular, caracterizando a chamada placa de Fe. Em arroz, a formacao
dessa placa esta relacionada a perda radial de oxigénio (PRO) e a subsequente oxidacao
do Fé* em Fé', que, é entdo, precipitado na forma de hidréxido de Fe (Fleck et al,
2011). Tem-se sugerido que esse seria um mecanismo de tolerancia ao excesso de Fe,
por atuar como barreira fisica, excluindo o Fe do corpo da planta (Green e Etherigton,
1977; Stein et al, 2009). Contudo, pesquisas demonstraram que, para espécies de
restinga (Siqueira-Silva et al, 2012) e arroz (Pereira et al, 2014), a presenca de placa de
ferro ndo impede a absorcéo, translocacéo e acumulo de Fe na parte aérea e, portanto,
pode seria considerado um mecanismo de tolerancia ao excesso desse metal. Em adicéao,
devido as propriedades fisico-quimicas da placa, ou seja, acimulo de hidréxidos de ferro
na superficie das raizes, acredita-se que ela favoreca a adsorcdo e imohilézaca
nutrientes essenciais, como nitrogénio (N), calcio (Ca), magnésio (Mg), potassio (K) e
manganés (Mn), causando multiplos disturbios nutricionais na planta (Pereira et al,
2014; Tripathi et al, 2011uller et al, 2015

A reducgédo na translocagao e/ou aumento na compartimentalizacdo do Fe, em
vacuolo ou em proteinas denominadas ferritinas, s&o mecanismos essenciais para a
tolerancia, pois garante a homeostase celular na parte aérea. As ferritinas séo
responsaveis por armazenar até 4500 atomos de Fe na sua cavidade proteica, evitando

assim a reacdo do Fe com o oxigénio e a formacgéo de ROS (Briat et aR206{7et
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al, 2009). Ademais, a tolerancia ao excesso de Fe em cultivares de arroz parece estar
associada a uma maior atividade das enzimas do estresse oxidativo, qua inclue
dismutases do superoxido (SOD), redutase da glutationa (GR) e peroxidase do ascorbato
(APX) (Stein et al, 2009; Stein et al, 2014). Para o sistema radicular, a tolerancia
diferencial entre cultivares ao excesso de Fe pode ser relacionada com capa&cidade d
manutencdo da homeostase nutricional, poder de oxidacdo da raiz, seletividade da
exoderme e endoderme, deposicdo da placa de Fe, competicdo dos nutrientes pelos
mesmos transportadores e sintese de quelantes, como fitosideroforos (Pereira et al,
2014; Mdaller at al, 2015).

O Si é considerado o segundo elemento mais abundante da crosta terrestre
(Exley, 1998) e, apesar de ndo ser considerado um nutriente essencial pelas definicdes
de Arno e Stout (1939), € considerado benéfico devido aos efeitos promissores na
mitigacdo de uma gama de estresses bidticos (Rodrigues et al, 2004; Perez €} al, 2014
e abidticos (Sanglard et al, 2014; Abbas et al, 2015), e aumentos de produtividade,
conforme observado na cultura do arroz mesmo em condicdes nao-estressantes
(Detmann et al, 2012; Lavinsky et al, 2016). Nessa espécie, a absor¢cdo do Si é feita
apenas na forma de &cido silicico (Si (@Hg a elevada concentracdo na planta esta
associada a presenca de transportadores especificos de influxo (Lsil- Low silicon rice
1) e efluxo (Lsi2 - Low silicon rice 2) de Si, identificados nas regides distais e proximais
das células de endoderme e exoderme de raizes laterais, respectivamente (Ma et al,
2006; Ma et al, 2007). Em adicao, ha também um transportador de Si (Lsi6- Low silicon
rice 6), na parte aérea, responsavel pelo redirecionamento do Si nas folhas, bainhas e
colmos (Yamaiji et al, 2008; Yamaji e Ma, 2009; Yamaji et al, 2015).

Na planta, o Si é assimilado aos tecidos vegetais por meio da biossilicificacéo,
gue é um processo de ligacdes quimicas primarias entre cadeias poliméricas organicas
(e.g., amino&cidos) e inorganicas (e.g., Si) (Hiratsuka et al, 1994; Inanaga et al, 1995;
Guerriero et al, 2016). De acordo com Kauss et al (2003), os aminoéacidos arginina e
lisina (carregados positivamente) e 0 aumento na expressao doRfeheue codifica
uma proteina de parede celular rica em prolina, foram relacionados ao refor¢o da parede
celular induzidos pela polimerizacéo de@sbeneficios gerados pela elevada absorcao
e incorporacao do Si em folhas, raizes e colmos em diferentes cultivares de arroz foram
evidenciados pela resisténcia a ataque de patdégenos (Rodrigues et al, 2004; Perez et al,
2014) e reducao na absorgéo e, consequentemente, bioconcentracao dos metais na parte

agea. Tais respostas foram relacionadas com modificagbes na composicdo e
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propriedades mecanicas da parede celular promovidas pelo Si (Vaculik et al, 2012,
Rizwan et al, 2016).

No que se refere a interacdo Fe/Si, os poucos resultados na literatura sao
contraditorios, pois, inicialmente, foi proposto por Okuda e Takahashi (1961) que a
adicdo de Si aumentaria o poder de oxidagdo db6 Eevirt* com consequente
precipitacdo na superficie radicular, favorecendo o aumento da placa de ferro.
Resultados semelhantes foram obtidos por Lavinsky (2013), que sugeriu que o Si, em
condicfes nao estressantes, favoreceu a formacéo da plediaeeposicdo de um
precitado contendo Si-O-Fe nas proximidades da coifa. Em contraste, Chalmardi et al
(2014) e Dufey et al (2014) verificaram que o fornecimento de Si reduziu a
precipitacdo de P& na superficie da raiz de arroz, sob excesso de Fe. Além dessa
controvérsia, ndo se tem uma ideia clara da interacdo Fe/Si sobre a placa de ferro e/ou
sobre aspectos morfoanatdomicos.

O efeito do Si na mitigagdo da toxidez por Fe vem sendo associado com a
reducao no teor desse metal nos tecidos foliares, reducdo do Fe adsorvido a superficie
radicular e potencializacao do sistema antioxidante em folhas (Chalmardi et al, 2014;
Dufey et al, 2014). Por outro lado, h& evidéncias de que o Si, em plantas de arroz em
condi¢cbes nao estressantes, promova mudancas morfoanatdmicas no sistema radicular,
tais como aumento no didmentro radicular, reducdo na area da coifa, aumento na
suberizacdo da exoderme e lignificacdo eglerénquima (Lavinsky, 2013).
Entretanto, ndo se sabe ao certo se tais alteragcbes morfoanatdmicas poderiam impacta
a tolerancia a toxidez por Fe em plantas fertilizadas com Si. Diante disso, o presente
estudo teve por objetivos responder aos seguintes questionamentos: i) A tolerancia a
toxidez por Fe, promovida pelo Si, estaria relacionada a alteracdes anatbmicas da raiz?
i) A fertilizacdo com silicio reduziria a adsorcéo de Fe na superficie radicul®? iii)

Si poderia promover a expressao diferencial de genes envolvidos no transporte de Fe,
e este fator reduziria a absor¢cdo de Fe? iv) O Si, por potencializar o sistema
antioxidante em folhas e raizes, minimizaria os danos celulares promovidos pelo
excesso de Fe? Para responder a essas perguntas, duas cultivares de arroz,
contrastantes quanto a tolerancia ao excesso de Fe, foram cultivadas e os efeitos da

suplementacao do Si foram avaliados.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Condicdes de cultivo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no Campus da
Universidade Federal de Vigosa (649m, 20°45°20”S e 42°52°40°’N), MG, Brasil.

Foram utilizada duas cultivares de arroz (Oryza satita: BR-IRGA-409,
caracterizada como sensivel ao estresse por Fe, e EPAGRI-109, como tolerante (Stein
et al, 2009; Stein et al, 2014). As sementes foram lavadas em solucao de hipoclorito
de sodio por 1 min, seguidas de lavagem em agua desionizada por 3 min. Foram
germinadas em papel-filtro por 4 dias no escuro, sendo posteriormente transferidas
para a luz aificial (180 umol ms? fétons) sob um ciclo de 12/12 h diurno/noite, com
umidade relativa de 60/75% e temperatura de 30°C, por um periodo de 11 dias.

As plantas foram cultivadas em hidroponia, sem aeracdo, em vasos de 5 L,
contendo solucédo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) com modificacdes, constituida
de 1,0 mmol £ KNO3z; 0,25 mmol 2 NHsH2PQy; 0,1 mmol L2 NH4CI; 0,5 mmol L
1 MgSQ.7H;0; 1,0 mmol ! Ca (NQ)z; 0,30 umol Lt CuSQ.5H;0; 0,33 umol Lt
ZnSQ..7H0; 11,5 umol L™ H3BOs; 3,5 umol Lt MNnClo. 4H0; 0,1 umol L™ (NH,)

6 M07024.4H0; 25 pmol L't FeSQ.7H.0 e 25 pmol L't EDTA disodico. As plantas

foram fertilizadas com Si (ao longo de todo o0 experimento), nas concentracdes de sem
(-Si) ou 2 mmol i* (+Si), fornecido na forma de acido monossilicicaSi®s), obtido

pela passagem do silicato de potassio através de uma coluna trocadora de cations
(AMBERLITE IR-120B; H" form; Sigma- Aldrich, Sao Paulo, Brasil). O pH da
solucéo de cultivo foi ajustado diariamente para 5,0, utilizando-se NaOH (I*%jnol L

ou HCI (1 mol LY). O experimento foi conduzido em casa de vegetagéo climatizada,
como temperatura ajustada para 30 (+ 2) °C, sob iluminag&o natural (+uh6DO

fotons m? s1).

Plantas com 45 dias (estadio vegetativo) foram submetidas ao estresse por
excesso de Fe, aplicado na forma de Fe-EDTA (Eg®@ concentracao de 25 pumol
L (plantaseontrole) ou 5 mmol &2, correspondente a condigdo ambiental de excesso
de Fe, tipica da regido Sul do Brasil, a segunda maior produtora de arroz do pais (Stein
et al, 2014). Todas as avaliacbes e amostragens foram realizadas aos 8 e 15 dias apés
aplicacao do tratamento (DAAT) de Fe.
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2.2  Quantificagdo do Si e Fe em folhas e raizes

Folhas e raizes foram coletadas e secas em estufa com circulacéo forcada de ar a
60 °C, até massa constante. Em seguida, o material vegetal foi triturado e a
concentracdo de Si nesses 6rgaos foi determinada colorimetricamente (Dallagnol et al,
2011). O Fe foi extraido por digestéo nitroperclérica e sua concentracao determinada
por espectrometria de absorgéo atdbmica (Malavolta et al, 1989).

Apés a quantificacdo do Fe acumulado na parte aérea e no sistema radicular,
foram estimados o fator de translocacéo (FT) e o fator de bioconcentracdo (FBC), de
acordo com Bao et al (2009). O FT € definido como a razdo da concentracao de Fe na
parte derea da planta e a concentracgio de Fe nas raizes'{n@ FBC, por sua vez,
refere-se a razdo da concentracdo de Fe na planta e a concentracda dellk@ia
nutritiva: FBC = (Cf- Ci) /Cs, em que Cf = concentracdo de Fe no 6rgaok(mp
exposto ao excesso de Fe, Ci = concentracdo de Fe no 6rgkg{rips plantas
controle, Cs= concentracédo de Fe na soluc&o nutritiva (g L

2.3  Extracao e determinacdo da placa de ferro da superficie radicular

Para a quantificacdo dee adsorvido as raizes, 7 g do perfil da raiz, de cada
repeticdo, foram coletados e adicionados a solucao de extragdo, composta por ditionito,
citrato e bicarbonato de sddio (DCB) (Taylor e Crowder 1983). Cada amostra de raiz
foi adicionada a uma solugdo contendo 40 mL de citrato de sédio 0,3 ol L
(NasCsHs507.2 H0) e 5 mL de bicarbonato de sédio 1 mdl(NaHCQ). A solucdo
foram adicionados 3 g de ditionito de s6dio {8&s4) e a mistura foi agitada por 3 h,
em agitador orbital (modelo MA 140, Marconi, Piracicaba, SP). Apos esse periodo, as
raizes foram lavadas trés vezes com 15 mL de 4gua destilada e o volume final ajustado
para 100 mL. O Fe presente na solucéo de extracao foi quantificado por espectrometria

de absorcao atdbmica (modelo Spectra 220 FS, Varian, Australia).

2.4  Morfologia da raiz

A caracterizacdo morfologica do sistema radicular foi feita por andlise de
imagens obtidas usando-se o programa WinRhizo (WinRhizo Pro Régent Instruments,
Québec, Canada). Essas imagens foram capturadas por um scanner (Image scanner Il
com imagem DPI 23,6 pixefam) que contém uma cuba de acrilico de 20 cm de
largura por 30 cm de comprimento contendo agua, onde as raizes foram dispostas para

a mensuracdo do valor médio da area total de superficie radicuRy démetro
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médio (hm) e comprimento médio da raiz, considerando os diametros (Dyx.de:<0
1- <. D.<3- X. D.£4,5 (mm) do sistema radicular (Meng-Ben, 2009; McCormac et
al, 2015).

2.5 Andlise anatémica e histoquimica de folhas e raizes

Para os estudos anatomicos, foram coletadas amostras de folha completamente
expandida, entre 5 e 10 cm a partir do apice. Para as raizes, as coletas foram feitas em
trés regides distintas: 0-1 cm, 2-4 cm e 5-10 cm a partir do apice radicular. Os cortes
foram fixados por por 48 h em glutaraldeideo 2,5% em solucao tampéao cacodilato de
so6dio 0,1 mol &£, pH 6,4, a 4°C. Laminas permanentes foram confeccionadas a partir
de material desidratado em série etandlica, incluido em metacrilato, seccionado em
micrétomo rotativo, sendo parte das laminas submetidas ao processo de coloracdo com
azul de toluidina a 1%, pH 4,0 e montado em Permount (O Brien et al, 1990) e outra
parta destinada a deteccao histoquimica do Fe.

Para o teste histoquimico, laminas foram incubadas por 50 min em solucéo de
Perls (igual volume de HCI 4% (v/iv) e 4% (m/v) de K-ferrocianeto), sendo
posteriormente lavadas com agua destilada. Em seguida, as laminas foram incubadas
por 1 h em metanol contendo azida de sédio gN@N1 mol [ e 0,3% (v/v) de kD2,
seguida de lavagem em tampé&o fosfato 0,1 mipldH 7,4. Por fim, a reacédo de
intensificacao foi realizada incubandeas laminas por 30 min em solugédo contendo
0,025% (m/v) de DAB (tetracloridrato, Sigma, StLouis, Mo, EUA), 0005% (v/v) de
H202 e 0,005% (m/v) de CoglO teste forma coloracdo negra dada pela reacdo do
ferrocianeto com o P& O branco do teste foi feito seguindo a metodologia
supracitada, mas sem o uso de K-ferricianeto (Fig 1 Suplementar) (Roschzttardz et al
2013; Brumbarova e Ivanov, 2014). As analises e a documentacdo dos resultados
foram realizadas em microscopio foténico (modelo AX 70 TRF, Olympus Optical,
Tokyo, Japao) equipado com sistema U-photo e camera AxioCam (Carl Zeiss, Jena,

Alemanha).

2.6 Microscopia eletronica de varredura e espectrometria de energia dispersiva
de raios-X (EDS

Amostras da raiz foram coletadas em trés regides distintas: 0-1 cm, 2-4 cm e
5-10 cm a partir do apice radicular, sendo fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampé&o

cacodilato de sddio 0,1 mof*LpH 6,9, por 4 h, lavadas em tamp&o cacodilato de
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sédio (trés vezes por 10 min), desidratadas em série etandlica e levadas a secagem até
o ponto critico (CPD 030, Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). Em seguida, parte das
amostras foi coberta com carbono (Quorum Q150 T) para analise do Fe por disperséo
de raiosX e outra coberta com ouro coloidal por metalizagdo no aparelho “sputter

coater” acoplado a um “freezing drying unit” (modelo FDUO10 Bal-Tec, Balzers,
Liechtenstein) para obtencdo das imagens. Eletromicrografias foram obtidas em
microscopio eletronico de varredura LEO (modelo 1450 VP Carl Zeiss, Cambridge,
Inglaterra), operado a 10 kV, equipado com detector de energia dispersiva dé raios-
(EDS), utilizando o rédio e germanio como padrées internos do Nuacleo de
Microscopia e Microandlise da UFV.

2.6  Enzimas do sistema antioxidante e danos oxidativos em folhas e raizes

As atividades das enzimas dismutases do superdxt@dD)($eroxidases do
ascorbato (APX), redutase da glutationa (GRptalase (CAT) foram determinadas
em extratos brutos, obtidos a partir de folhas e raizes maceradas em nitrogénio liquido
(N2), seguida de adicdo de 2 mL de tampd&o fosfato de sodio 1" mpH_7,2, com
posterior centrifugacéo a 12,000 g por 15 min, a 4°C (Peixoto et al, 1999).

A atividade total da SOD foi determinada pela medicao da capacidade de inibir
a reducdao fotoquimica do cloreto de p-nitro-azul-tetrazélio, a 560 nm (Beauchamp e
Fridovich, 1971; Giannopolits e Ries, 1977). A atividade total da APX foi determinada
acompanhando-se a queda da absorvancia a 290 nm, enquanto a atividade de GR foi
avaliada pela medicéo da taxa de oxidacdo do NADPH, a 340 nm (Nakano e Asada,
1981). Para a CAT, a estimacéo foi feita via medi¢do da taxa de decomposicao de
H20., a 240 nm (Havir e Mchale, 1980)s danos celulares foram analisados com
base no acumulo de malondialdeido (MDA), estimado pelo conteudo total de acido-2-

tiobarbitarico, tal como detalhado em Lima et al (2002).

2.7 Extracdo de mRNA, sintese de cDNA e PCR em tempo real (QPCR)

O RNA total foi extraido utilizando-se do reagente Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA), de acordo com o manual do fabricante. A integridade do RNA
foi verificada em géis de agarose a 1% (p/v) e a concentracao foi medida antes e apds
a digestdo com DNase I, utilizando-se de um espectrofotdmetro. A digestdo com
DNase | (Amplicacdo Grade DNAse |, Invitrogen) foi realizada, de acordo com as

instrucdes do fabricante. Subsequentemente, a partir do RNA total, foi sintetizado o
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cDNA, utilizando uma sintese de primeira linha SuperScript 11l SuperMix para gRT-
PCR (Invitrogen). O programa de PCR foi montado da seguinte forma: 95°C durante
3 min e 40 ciclos de 95°C durante 10 s, 65°C durante 15 s, e 72°C durante 15 s. Para
a analise da expressao génica, foi utilizado o PCR em Tempo Real (Step One PlusTM
Sistema de PCR em Tempo Real, Applied Biosystems, CA, EUA) com 0 SYBR green
na deteccdao de fluorescéncia (Applied Biosystemsl), utilizando-se o sistema
Platinuml1l SYBR1 Verde gPCR SuperMix-UDG com kit ROX.

A abundancia de transcritos foi calculada pelas curvas-padrdo de cada gene,
normalizado com os genes Ubiquitina e Histona H3, expresso constitutivamente. A
expressdo dos genes que codificam para os transportadores de Fe IfR2) e
ferritinas FER1e FER2 foi avaliada em raizes e folhas. Os dados foram analisados
utilizandose SDS 2.3 Software (Applied Biosystems). A média do CT de referéncia
do controle foi utilizada para a analise da expressao relativa. Para a normalizacdo dos
dados de expressao génica, seus valores foram subtraidos da CT do gene de referéncia
(ACT). Para calcular AACT, ACT de interesse foi subtraido do ACT da condigdo-
controle (tida como referéncia). Estes resultados foram transformados numa escala
logz para a obtencg&o dos valores apresentados.

As especificacdes dos primers utilizados para quantificar a expressao dos genes

estdo descritas no quadro abaixo:

Gene Foward Reverse
Ubiquitina 5’-AGAAGGAGTCCACCCTCCACC?’ 5’>-GCATCCAGCACAGTAAAACACG3’
Histona H3 5>-AGTTTGGTCGCTCTCGATTTC®’ 5>-TCAACAAGTTGACCACGTCACG3’

FER1 5’-GCA AACGCCACACGCGCacC-3 5’-CAC TGC CCCGGGTCCGGCA:

FER2 5’-GGCTCCACATCAACCAACCACS3’ 5’-AGGGATAGATATAGGCGCGTGGA3’
IRT1 S’CGTCTTCTTCTTCTCCACCACGAG’ 5-GCAGCTGATGATCGAGTCTGACC3’
IRT2 5’CGTTCCACACGCGGGGCAGCAAG-3> 5’GGATGATGATCCGTACGGCAGAAG-3’

2.8  Andlise estatistica

O experimento foi montado em um delineamento inteiramente casualizado com
oito tratamentos combinados em um fatorial triplo 2x2x2 (duas cultivares x duas
concentracdes de Fe x duas concentracdes de Si) com seis repeticdes. Os dados fora
submetidos a analise de variancia (three-way ANOVA) com todos os fatores avaliados

como sendo fixos, usando-se o procedimento MIXED do SAS&0 9.1) e um a =
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0.05. Quando néo ocorreu interagao significativa, o MIXED foi usado para interpretar
o efeito de dependéncia entre os fatores.
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3. RESULTADOS
3.1 Si reduz o teor de Fe na parte aérea por afetar FT e FBC

A fertilizacéo silicatada favoreceu o aumento no teor de Si em raizes e folhas
das cultivares EPGARI-109 (tolerante o excesso de Fe) e BR-IRGA-409 (sensivel ao
excesso de Fe), porém, com incrementos mais expressivos nas folhas da cultivar
sensivel, sob excesso de Fe, quando comparada com a tolerante na mesma condi¢do
(Tabela 1 e 2). Maiores teores de Fe foram verificados nas raizes e folhas da cultivar
sensivel. Contudo, a fertilizacdo com Si nas plantas +Fe reduziu significativamente os
teores de Fe em ambos os 6rgaos, independentemente da cultivar e do tempo (interacéo
Si x Fe signficativa). Esse efeito foi mais pronunciado nas plantas da cultivar sensivel,
com descréscimo médio de 61% e 32% nos teores de Fe aos 8 DAAT (raizes e folhas,
respectivamente) e 8 e 29% aos 15 DAAT (raizes e folhas, respectivamente), quando

comparadas com suas contrapartes -Si+Fe (interagdes Fe x Si e Fe x Ct significativas).
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Fig 1. Efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmol'L-Si ou + Si, respectivamente) e do ferro, Fe (25
umol L* e 5 mmol L*: -Fe e +Fe, respectivamente) na concentracédo de Si (A-B) e de Fe (E-
F) nas raizes, e Si (C-D) e Fe (G-H) nas folhas, em duas cultivaresdgERAGRI-109 e
IRGA-409, tolerante e sensivel a toxidez de Fe, respectivamente], cultivadas em solucéo
nutritiva. As medi¢fes foram realizadas aos 8 ou 15 dias ap6s a adi¢édo de Fe (DAA). n=5+
SE
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As reducbes no teor de Fe promovidas pelo Si nos tecidos vegetais foram
associadas com decréscimos em FT e FBC (Fi@ BT foi afetado em ambas a
cultivares aos 8 DAAT, independentemente de Si e Fe, porém, nas plantas +Si+Fe da
cultivar sensivel a reducdo em FT foi em torno de 25% quando comparada com as
plantas -Si+Fe (interacdo Si x Fe significativa). O excesso de Fe, mas nao de Si,
acarretou redugdes em FT aos 15 DAAT nas duas cultivares. Ademais, o FBC foi
maior nas raizes do que nas folhas (Fig 2 C-F). Contudo, a fertilizacdo com Si foi
responsavel por reduzir o acumulo de Fe naraiz aos 8 e 15 DAAT em ambas cultivares
(interacdo Si x Fe, Fe x Ct significativa) (Tabela 2, Fig 2 E-F). Padrao soilar
resposta foi observado para o FBC dos tecidos foliares das plantas +Si+Fe, porém,
com reducdes mais acentuadas na cultivar sensivel (Fig 2; interacfes Si x Fe, Fe x Ct

significativas).

Tabela 2. Resultado da ANOVA (ns = néo significativo; *P< 0.05; **P <0.01; ***P<0.001)

para os efeitos do silicio (Si), Ferro (Fe) e cultivar (Ct) e suas ifiesrpara os teores de Si e

Fe, fator de translocacao (FT), fator de bioconcentragéo (FB), Placaaledeipice e zona

de alongamento, e morfologia externa das raizes (area de superficie, diamatse®

raizes). Os resultados sédo apresentados na forma x/y, i.e. ap6s 8 e 15 dias apds a adicao de Fe
(DAAT). Quando os resultados se apresentam iguais, usa-se a mesma signifiedaci

ambos.

Parametros Si Fe SixFe Ct Si x Fex SixFex(
Ct Ct

Si naraiz Ik Rkk ik Fkk ns ns ns/*** ns
Si na folha rxk b kol K okx kK ns/*** ns/* ns
Fe na ralz */** *k*k */*** *k*k nS *k%k nS
Fe na folha *%k*% *k*% *%k*% *k% */ns *%k% *-k/-k
FT *k[ng *Ins  *Ins ns ns ns
FBC naraiz * ok *[Hx *Ins ns **/ns ns
FBC na folha ns rkk *x **/ns ns * ns
Placa de Fe *k% *k*% *%k*% -*/*** */ns *-k/-k* */ns
Placa de Fe-ED%ice **Ins  ***ns */ns ns ns ns ns
radicular
Placa de Fe-ED&na de *Ins  ***/ns *Ins ns ns ns ns
alongamento
Area de superficie (cth ~ *** *kk ns ns ns ns ns
Diametro médio de ns ns ns *k ns ns ns
raizes (mm)
1° ordem (diametro 0<.  *** *kk ns * ns ns ns
D.<=1)
2° ordem (didmetro 1<. *** Fhx ns ns *x ns *Ins
D.<=3)
4° ordem (didametro 3< ns Fhx ns Fhk ns Fhx *Ins
D. <4.5)
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S

Fig 2. Os efeitos de silicio, Si (0 ou 2 mmot:L-Si ou + Si, respectivamente) e ferro Fe (25
umol L™t ou 5 mmol L -Fe e + Fe, respectivamente) no fator de translocacéo (A-B), fator de
bioconcentragéo da raiz (C-D) e fator de bioconcentragéo das folRafEduas cultivares

de arroz (EPAGRI-109 e BR-IRGA-409, tolerante e sensivel ao Fe, respectivamente)
cultivadas em solucao nutritiva. As medi¢cfes foram realizadas aos 8 e apdhias adicdo

de Fe (DAAT).n=5+ SE.

3.20 Sireduz a formacéo da placa de Fe no sistema radicular

A presenca de Fe na solucdo de cultivo favoreceu a sua adsorcéo a superficie
radicular, dando-lhe uma cor amarelo-alaranjada, denominada placa de Fe. Embora
tenha sido observado um padréo estatistico complexo para a placa de Fe (interacdes
significativas entre todos os tratamentos), pdde-se perceber claramente, via
quantificacdo em espectrometria de absorcéo atémica, redugdes da placa decorrentes
da adi¢éo de Si aos 8 e 15 DAAT, tanto nas plantas -Fe como nas +Fe (Tabela 2, Fig

3), porém, com reducdo mais marcante na cultivar tolerante que na sensivel ao excesso
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de Fe. Em uma analise pormenorizada, feita para detectar Fe adsorvido a superficie
radicular, por meio de EDS acoplado a microscopia eletrénica de varredura, verificou-
se diferenca entre a deposicao de Fe no apice radicular e zona de alongamento aos 8
DAAT, em que o apice apresentou maior deposicdo de Fe em relacédo ao observado na
zona de alongamento (Fig.4 e Fig 5). Este padrdo, contudo, nao foi mais observado

aos 15 DAAT ao analisarem-se as mesmas regides (Tabela 2; Fig 2- Suplementar)

EPAGRI- 109 BR-IRGA-409
80000 80000
EE 8 DAAT B

[ 15 DAAT
-Si +Si

60000 - 60000 -

40000 -
20000 i_L
+Fe

2000 2000 1
J o
-Si +Si -Si +Si
F Fe

40000 4

20000 4

Fe (mg kg'1 MS raiz)
-1 )
Fe (mg kg™~ MS (5iz)

-Si +Si

-Fe + Fe
Fig 3. Os efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmoFL:-Si ou + Si, respectivamente) e ferro, Fe (25
umol L't ou5 mmol L -Fe e + Fe, respectivamente), sobre a concentracédo de Fe adsorvido
a superficie radicular (placa de Fe) em duas cultivares de arroz (EFAGRIBR-IRGA-
409, tolerante e sensivel a toxidez por Fe), cultivadas em solugéo nutritiva. A8eaddiam
realizadas aos 8 dias apos a adicdo de Fe (DAA). n =5 £ SE.

Fig 4- Adsorcéo de Fe na zona de alogamento da superficie radicular da cultivar sensivel (A-
B) e tolerante (C-D) a toxidez por Fe nos tratamentos -S(AFe) e +Si+Fe (BP), em
microscopia eletrénica de varredura, evidenciando reducdo no Fe adsorvido em ambas as
cultivares fertilizadas com Si aos 8 DAAT. estrela = emisséo de raid kdbrplaca de Fe,

seta= lacunas na superficie radicular sem deposic¢éa Barke 100 um

59



w
o
w
o

N EPAGRI-109 A
| =3 BR-IRGA-409

jjﬂ ﬂ

+Si -Si +Si
+Fe

©

=}

©

=}
L

Placa de Fe no apice radicular (%)
B " N N
° & ) s
:
» N
) &
: .

o
@

Placa de Fe na zona de alongamento (%)

o
=]

-Si +Si -Si +Si
- Fe +Fe

Fig 5. Os efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmaoFL:Si ou + Si, respectivamente) e ferro, Fe (25
umol L ou 5 mmol L -Fe e + Fe, respectivamente), sobre a concentracdo de Fe adsorvido
asuperficie radicular (placa de Fe) do apice radicular e zona de alogamento em daas<ultiv
de arroz (EPAGRI-10%® BR-IRGA-409, tolerante e sensivel ao Fe, respectivamente)
cultivadas em solugéo nutritiva. As medi¢des foram realizadas aos 8 dias apd® aladie
(DAA). n = 4 £ SE. Os dados séao referentes as analises de EDS acoplactoszopia
eletrdnica de varredura.

EPAGRI-109 BR-IRGA-409 EPAGRI-109 BR-IRGA-409
[T SV I VTSI o |

+8Si -Fe -Si +Fe -Si -Fe

+Si +Fe

Fig 6. Efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmol't-Si ou + Si, respectivamente) e ferro, Fe (25
umol Lt ou 5 mmol ! : -Fe e + Fe, respectivamente), sobre o Fe adsorvido a superficie do
apice radicular nos tratament&-Fe (A-B), -Si+Fe (C-D), +Si-Fe (E-F) e +Si+Fe (G:+¢

zona de alogamento nos tratamen®ig—e (I-J), -Si+Fe (L-M), +Si-Fe (N-O) e +Si+Fe (P-

Q), nas cultivares EPAGRI-109 (tolerante ao Fe) e IRGA-409 (sensivel ao Fe),
respectivamente, evidenciando maior deposi¢cdo de Fe no apice radiculangsetajicao

+Fe da cultivar tolerantéC-G) quando comparada a sensivelHp-enquanto na zona de
alongamento ambas as cultivares +Si+Fe apresentaram menor deposi¢céo de Fe (seta). Barra
100 pm.
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O excesso de Fe promoveu outras modificacfes nas raizes, como a perda da
zona de alongamento e a reducdo no tamanho das raizes laterais, que passaram a ser
emitidas mais préximas a coifa (Fig 7), independentemente da adicdo de Si. Como
consequéncia, o crescimento radicular e a area superficial de absorcédo de nutrientes
foram comprometidos. De fato, essas alteragGes foram bem acentuadas, a ponto de
ndo permitir as analises de expressao génica aos 15 DAAT de exposicdo ao excesso

de Fe, devido a degradacéo do tecido radicular. Dessa forma, as investigacdes que se

seguem foram focadas nos efeitos da interacdo Fe/Si apenas aos 8 DAAT.
EPAGRI-109 BR-IRGA-409

Fig 7- Aspectos morfolégicos da raiz, evidenciando os efeitos do silicio, SiZ0rond L-

1 -Si ou + Si, respectivamen e ferro, Fe (25 pmol L* ou 5 mmol L -Fe e + Fe,
respectivamente), sobogFe adsorvido a superficie radicular nos tratamei@eEe (A e E),
-Si+Fe (B eF), +Si-Fe (C e G) e +Si+Fe (D e H); em duas cultivares de arroz (EPAGRI-109
e IRGA-409, tolerante e sensivel ao Fe, respectivamente), cultivadas em solu¢&a.nutri
Seta= zona de alogamento na tolerante (A e §9nsivel (E e G) e perda dessa zona nas
plantas +Fe, independentemente do Si. Barras =10 mm.

A area superficial da raiz aumentou significativamente nas plantas +Si, mas
reduziu-se nas plantas +Fe, sem, contudo, haver efeitos sinérgicos (interacdes Si x Fe,
Si x Ct, Fe x Ct nao significativas). O diametro das raizes nao foi afetado pelos
tratamentos, tendo apenas uma diferenca intrinseca entre as cultivares, em que o
diametro da cultivar tolerante foi maior que quando comparada com a sensivel. O
diametro médio das raizes (1°, 2° e 4° ordem) respondeu diferencialmente aos
tratamentos impostos. Em ambas cultivares, a toxidez de Fe, independentemente do
Si, acarretou reducéo na proporcao de raizes de 1° ordem (interacdes Si x Re, Six C
e Fe x Ct nao significativas). Contudo, para raizes ded2tn, diferenca significativa

foi evidenciada apenas nas plantas +Si da cultivar tolerante, com aumentos na
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Fig 9. Eletromicrografias de varredur
8000 | evidenciando a distribuicdo dos pelos radicula
nas raizes sob os tratamentos -Si -Fe (A-B),
+Fe (C-D) +Si -Fe (E-F) +Si +Fe (G-H) em du
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4000 409, tolerante e sensivel ao Fe, respectivamel
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Fig 8. Os efeitos de silicio, Si (0 ou 2 mmot:L-Si ou + Si, respectivamente) e ferro Fe (25
umol Lt ou 5 mmol L::-Fe e + Fe, respectivamente) na area de superficie (A), diametro médio
(B), diametro de raizes 1€) 2° (D) 4°ordem em duas cultivares de arroz (EPAGRI-109 e
BR-IRGA-409, tolerante e sensivel a toxidezZr@erespectivamente), cultivadas em solucao
nutritiva. As quantificacdes foram realizadas aos 8 ap0s aplicacdo dos tratamemd3 (DA
n=5+SE
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3.3 O Fe afeta a anatomia da raiz, mas sem grandes impactos na folha

Em seccdo transversal da raiz foi possivel identificar, sequencialmente da
periferia para o centro, a epiderme, exoderme, esclerénquima, cortex com presenca de
aerénquima, endoderme e o cilindro vascular. A toxidez por Fe afetou sobremaneira a
anatomia da raiz, promovendo desde coloracdo amarelo-alaranjada nas paredes das
células do corticais (Fig 10) & desorganizacdo tissular, observada na secc¢do

longitudinal da raiz (Fig 1)1
EPAGRI-109 BR-IRGA-409

.. aEp

® e (@

Fig 10 - Secc0es transversais das raizes sob os tratamentee (&iB), -Si +Fe (C-D) +Si -Fe
(E-F) +Si +Fe (G e H) em duas cultivares de arroz (EPAGRI-109 e IRGA-409, telersensivel
a toxidez por Fe), cultivadas em solugdo nutritiva por 45 dias, Legenda:piernee, Ex=
exoderme, Es= esclerénquima, Cx= cOrtex. Bad@) um. Seta- coloracdo amarelo-alaranjac
nas paredes do cortex.
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-Si -Fe

-Si +Fe

+Si -Fe

+Si +Fe

Na secdo longitudinal da raiz de ambas cultivares, foi possivel verificar
anomalias promovidas pelo Fe no que diz respeito a diferenciacao precoce dos tecidos,
pois a emissdo de raizes laterais ocorreu mais préoxima do apice radicular,
evidenciando um padrdo incomum (Fig 11 N). Foi verificado também desorganizacéo
do &pice radicular em tecidos tais como protoderme, meristema fundamental,
procambio e reducdo na area da coifa nas cultivares sob excesso de Fe (Fy. 11 E
em concordancia com as alteracdes morfolégicas que ocorreram na raiz (Fig 7). Além
disso, foi observada a formacao precoce de aerénquima proximo ao apice radicular e
reducdo na coifa das plantas +Fe quando comparadas com as plantas -Fe (Fig 11 N-
0). Na zona de alongamento (2-4 cm do 4pice) o excesso de Fe, independentemente
da adicdo de Si, promoveu desorganizacdo do cortex, reentrancias na epiderme,
formacéo de aerénquima e emissao precoce de raizes laterais com a coifa associada a
material amarelo-alaranjando demonstrado pelo teste histoquimico como Fe (Fig 3
Suplementar)De modo geral, as alteracdes verificadas no apice radicular e na zona

de alogamento ndo foram aparentemente revertidas pela adicdo de Si.

FPAGRI-109 BR-IRGA-409 EPAGRI-109 BR-TRGA-409

R B et L L S N MO CR DO B G

e e e

S e = S ST

Fig 11. Efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmol.-Si ou + Si, respectivamente) e ferro, Fe (25
umol L ou 5 mmol L} : -Fe e + Fe, respectivamente), sobre o apice radicular nos tratamentos
-Si-Fe (A-B), -SitFe (C-D), +Si-Fe (E-F) e +Si+Fe (G-H); e zona de alogamento nos
tratamentosSi-Fe (I-J), -Si+Fe (L-M), +Si-Fe (N-O) e +Si+Fe (P-Q), nas cultivares EPAGRI-
109 (tolerante ao Fe) e IRGA-409 (sensivel ao Fe), respectivamente, evidenciandadormac
de raiz lateral proximo ao apice radicular (seta) na condicaoa¢idtivar tolerante (C-G) e
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sensivel (D-H), enquanto na zona de alongamento ambas as cultivares +Si+Fe apresentaram
retencdo de Fe na exoderme (seta). Barrauz00

A folha de arroz é anfiestomatica e apresenta mesofilo homogéneo, sendo a
epiderme papilosa com presenca de corpos silicosos na face adaxial e abaxial para
ambas as cultivares. Um aspecto interessante é a presenca de papilas associadas as
regibes polares das células-guarda dos estdmatos (Fig. 4 Suplementar). Feixes
vasculares colaterais sao dispostos paralelamente ao longo da folha, onde o xilema,
floema e bainha parenquiméatica do feixe sdo destaque entre células buliformes,
também chamadas de células motoras. De maneira geral, ndo foi verificada diferencas
anatdmicas associadas aos tratamentos aplicados, porém, pdde-se constatar a presenca
de um composto de cor amarelo-alaranjada nas células da bainha do feixe da cultivar
sensivel (BR-IRGA-409) sob excesso de Fe (Fig 12-D), indicativo da presenca de Fe,
fato confirmado pelo teste histoquimico em células parenquimaticas da bainha do feixe
vascular (Fig 5 A-B Suplemenjar
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EPAGRI-109 BR-TRGA-409

® — ® —

Fig 12- Anatomia foliar, coradas com azul de toluidina, submetidas aos tratan&irffeq A-

B), -Si+Fe (C-D) +Si-Fe (E-Fe) +Si+Fe (G-H) em duas cultivares de arroz (EPLIBR:
BR-IRGA-409, tolerante e sensivel ao Fe, respectivamente), cultivadas em soluga@nutriti
Leganda: Ead= epiderme da face adaxial, Eab=epiderme da face abaxial, Me= rkesofilo,
feixe vascular, Cb= célula buliforme. Barra=50 pum.
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3.4 A parede celular constitui-se numa barreira na reducédo da absorgéao e
translocacao de Fe em raizes e folhas

As raizes do arroz, em seccdo transversal, sdo compostas por epiderme,
exoderme e uma faixa esclerenquimatica com parede espessada e lignificada. Na qual
por meio do teste histoquimico, foi demonstrada a presenca de Fe na parede celular,
observando-se maior retencédo de Fe nas plantas +Si que nas -Si das duas cultivares
(reacdo positiva mais intensa verificada no teste histoquifigd3). Note-se ainda
que, apesar da deteccdo de Fe pelo teste histoquimico, ndo se observou qualquer
alteracdo promovida pela presenca de Fe na faixa esclerenquimatica em analises

anatémicas (Fig 6 Suplementar).
EPAGRI-109 BR-IRGA-409

Ej
'p Ex

" -

Fig 13 - Seccdes transversais das raizes sob os tratamentes (%iB), -Si +Fe (C-D) +Si -

Fe (E-F) +Si +Fe (G-H) nas cultivares tolerante (EPAGRI-109) e sensivdRBR-409)
respectivamente demonstrando a reagcdo positiva para o Fe mas intensa, apenas nas paredes
lignificadas da faixa esclerenquimatica de ambas as cultivares +Si+Fe. Legenda: Ep=
epiderme, Ex= exoderme, Es= esclerénquima. Barf# frh.
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Na endoderme, € possivel observar o espessamento da parede celular em
formato de U, em todos os tratamentos (Fig. 7 Suplementar) e, assim como na
exoderme, a endoderme também se mostrou como uma importante barreira na retencao
do Fe em ambas cultivares, a julgar-se pela reacdo positiva do teste histoquimico para
0 Fe. Nas duas cultivares, o excessod de Fe proporcionou reacao positiva na parede
celular do espessamento em U da endoderme, em que reagcdo mais intensa foi

observada nas plantas +Si+Fe quando comparada com a das plantas -Si+Fe (Fig. 14),

mas sem diferenca entre cultivares.
EPAGRI-109 BR-IRGA-409

Fig 14.Secc0es transversais do cilindro vascular de raizes de arroz sob os tratamentos -Si -Fe
(A-B), -Si +Fe (C-D) +Si -Fe (E-F) +Si +Fe (G-H) nas cultivares tolerante (EPAG®I e

sensivel (BR-IRGA-409) respectivamente, demonstrando a reagéo positiva mais intessas pa

o Fe nas paredes celulares da endoderme de ambas as cultivares +Si+Fe.(Barra = 5
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Na folha, n&o foram evidencidas altera¢des estruturais (Suplementar Fig. 8).
Porém, pelo teste histoquimico foi possivel verificar maior deposi¢céo de Fe nas células
parenquimaticas do xilema bainha do feixe. Na toxidez por Fe, observou-se maior
precipitacdo de Fe na cultivar sensivel que na tolerante, tendo ainda efeito significativo

da fertilizagdo com Si na deposicéo de Fe nessas células parenquiméticas (Fig. 15).
EPAGRI-109 BR-IRGA-409

Fig 15. SeccBes transversais da regido mediana da folha, evidenciando o feixe vascular nos
tratamentosSi-Fe (A-B), -Si +Fe (C-D) +Si-Fe (E-F) +Si+Fe (G-H) nas cultivares tolerante
(EPAGRI-109) e sensivel (BR-IRGA-409) respectivamente, demonstrando a reagéa positiv
mais intensa para o Fe nas células parenquimaticas do xilema de ambas as cBlthFaes
Legenda: Bf= Bainha do feixe, Xi= xilema, FI= floenBarra = 50 pm.
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3.5 A atividade antioxidante € aumentada pelo Fe, mas sem efeito do Si

De modo geral, a atividade das enzimas do estresse oxidativo e osadanos
membrana, indicado pela concentracdo de aldeido malénico (MDA), foram maiores
em resposta a toxidez por Fe, com maior magnitude nas raizes que nas folhas, de ambas
as cultivares. Contuda@ fertilizacdo com Si ndo alterou a atividade das enzimas
artioxidantes nas raizes e folhas (exceto pela SOD) (interagbes Si x Fe, Si x Ct ndo
significativas) (Tabela 3, Fig 16). A concentracdo de MDA foi reduzida nas raizes das
plantas +Si+Fe em relacéo as -Si+Fe, enquanto nas folhas nao foi observado qualquer

efeito do Si nos niveis de MDA.

Raiz Folha
200

W EPAGRI-109 A B
=1 BR-IRGA-409
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g 3 8 o 8 B 8
g 8 8 8 & 8

350

40

30
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-Si +Si -Si +Si -Si +Si -Si +Si
-Fe +Fe -Fe +Fe

Fig. 16.0s efeitos de silicio, Si (0 ou 2 mmol:L-Si ou + Si, respectivamente) e ferro Fe (25
umol Lt e 5 mmol X -Fe e + Fe, respectivamente) na atividade das enzimas dismutases do
superéxido-SOOA-B), peroxidases do ascorbato- ARXD) redutase da glutatior@R (E-
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F); catalase-CAT (G-Hg malondialdeido-MDA (I-J) em duas cultivares de arroz [EPAGRI-
109 e IRGA-409, tolerante e sensivel a toxidez de Fe], cultivadas em solucaeanussit
medi¢cBes foram realizadas aos 8 dias apds a adicao de Fe (DAA). n =5-6 + SE

Tabela 3. Resultado da ANOVA (ns = néo significativo; *P< 0.05; **P <0.01; ***P<0.001)

para os efeitos do silicio (Si), Ferro (Fe) e cultivar (Ct) e suas interpgi@satividade das
enzimas dismutases do superdxido (SOD), peroxidases do ascorbato (APX), e redutase da
glutationa (GR) catalase (CAT), aldeido malénico (MDA), expressao génicaerdasds 1 e

2 (FER1e FER? e transportador regulado por Fe 1 e 2 (IRTRT2). Os resultados sdo
referentes a avaliacoes feita apds 8 dias apos a adicdo de Fe (DAAT).

Parametros Si Fe SixFe Ct FexCt FexCt SixFexCt

SOD ns ns ns Fkk ns ns ns
APX ns *k ns ns ns *k ns
GR ns faiei ns ns ns ns ns
Raiz CAT ns bl * ns ns ns ns
MDA Fkk Fkk ns ns ns * ns
IRT1 ns ns ns ns ns ** Ns
IRT2 ns ns ns ** ns ** *
SOD bl *k ns bl ns ns ns
APX ns Fkk ns ns ns ns ns
Folha GR ns ns ns ns ns ko ns
CAT ns faiei ns ns ns ns ns
MDA ns Fkk ns *kk ns ns ns
FER 1 * faiei ns ns ns ns ns
F ER 2 *%kk *%kk *k*% *%k% *k*% *%k% ns

3.6 A expressao de genes envolvidos no transporte e armazenamento detFe

minimamente afetada pelo Si

No sistema radicular, a expressdo relativa dos genes éRRI2 (lron
Regulated Transporter), envolvidos no transporte de Fe na raiz, ndo foi afetada pela
toxidez de Fe e/ou fertilizagdo com Si (Tabela 3). Ademais, apesar do cultivar tolerante
apresentar aumento significativo na expressao do IRT2 com adi¢éo de Si, este efeito
foi anulado pelo excesso de Fe independentemente do Si (interac6€s, IS¢ x Fe
x Ct significativas) (Fig 16 A-B). Para as folhas, a toxidez por Fe induziu aumento na
expressdo dEER1independentemente da cultivar e da adicdo de Si (interagdes Si X
Fe, Si x Ct e Fe x Ct nao significativas), apesar de haver reducéo no nivel de transcrito
mas plantas +Si+Fe de ambas as cultivares. Por outro lado, o Si favoreceu aumento de
expressao dEER2nas folhas da cultivar sensivel, sendo o efeito mais marcante do Si
verificado nas plantas +Fe, com aumento de 88,3% em relac&o+Fe (Tabela 3,

Fig 16 D), porém sem efeito do Fe na cultivar tolerante.
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Fig 16. Efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmoli -Si ou + Si, respectivamente) e do ferro, Fe
(25 pmol L*ou 5 mmol L -Fe e +Fe, respectivamente) na expressao dos genes que codificam
para os transportadores de Fe: IRT1 (A), IRT2 (B) naelBER1(E) e FER2 (F) na folha, em
duas cultivares de arroz (EPAGRI-109 e IRGA-409, tolerante e sensivel a toide)
cultivadas em solucdo nutritiva. As medicdes foram realizadas aos 8 apos adadigio
(DAA). n=4-5+ SE
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4. DISCUSSAO

As cultivares de arroz tolerante (EPAGRI-109) e sensivel (BR-IRGA-409) ao
Fe quando submetidas a niveis tdéxicos de Fe diferiram quanto ao acumulo deste
elemento, independentemente do tempo de exposicdo ao excesso de Fe, com maiores
teores desse elemento observados em folhas e raizes da cultivar sensivel quando
comparada com a tolerante. Resultados similares vém sendo observados para a cultivar
BR-IRGA-409 em relacdo a outras cultivares de arroz tolerantes ao Fe (Miller et al,
2015; Pinto et al, 2016), evidenciando assim a diferenca intrinseca das cultivares
estudadas para o acumulo e tolerancia ao excesso de Fe. Por outro lado, a fertilizacdo
com Si, ao diminuir o teor de Fe em raizes e folhas, contribuiuap@&@ucdo na
magnitude dos danos na morfologia e anatomia desses 0rgaos.

A reducdo no fator de translocacéo (FT), observada nas plantas +Fe em relacéo
as -Fe, sugere que grande parte do Fe absorvido nao foi transferido para a parte aérea,
0 que é corroborado pelo elevado fator de bioconcentracdo (FBC) das raizes em
relacdo ao FBC das folhas (Fig 1). Embora a mitigacdo da toxidez por Fe promovida
pelo Si tenha sido associada, pelo menos em parte, a menor translocacédo e,
consequentemente, menor bioconcentracdo de Fe, tanto em folhas como em raizes de
ambas cultivares, os teores de Fe acumulado nas raizes e folhas foram superiores aos
niveis criticos de toxicidade de Fe (> 300-500 mgkg?* de massa seca) (Dobermann e
Fairhurst, 2000), em particular na cultivar sensivel guando comparada com a tolerante;
isso se traduziu em danos morfoanatémicos, porém, com maior intensidade em ambas
as cultivares na condicdo -Si+Fe em relagéo as +Si+Fe.

Em arroz, a presenca de aerénquima propicia a formacdo de uma zona oxidativa
devido a perda radial de oxigénio (PRO) e a subsequente oxidacit" donHee",
que é precipitado na forma de hidroxido de Fe, formando a placa de Fe na superficie
da raiz (Fleck et al, 2011). No presente estudo, plantas sob excesso de Fe, mas
fertiizadas com Si, apresentaram decréscimos na adsor¢do do Fe a superficie
radicular. E provavel que essa resposta esteja associada ao aumento na lignificacéo da
exoderme, lignificacdo do esclerénquima e reducéo na PRO promovida pelo Si (Fleck
et al, 2011; Lavinsky, 2013). Tais premissas Sd0 consistentes com a reacdo mais
intensa, ao teste de histolocalizacdo do Fe na parede celular da faixa escletmaquima
das raizes das plantas +Si+Fe (Fig 13), o que sugere o papel dessa faixa como a

primeira barreira seletiva no controle da absorcao de Fe via apoplastica e, além disso,
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a julgar-se pela reducao da placa de Fe, essa faixa também atuaria na reducéo da PRO.
Ademais, a retencao de Feamessamento em U da parede da endoderme, verificado
pela maior intensidade de reacdo no teste histoquimico para as plantas +Si,
provavelmente contribui pareducdo do Fe translocado para a parte aérea, como
observado pelo menor teor de Fe nas folhas, em particular na cultivar sensivel (Fig 1).
Nesse contexto, inimeros trabalhos relatam que modificagbes no metabolismo de
compostos fendlicos, lignificacdo e reducdo na porosidade das estrias de Caspary
promovida pelo Si favoreceria a complexacédo de metais como o cadmio (Vaculik et
al, 2009; Rizwan et al, 2016) e aluminio (Kidd et al, 2001). Assim, este poderia ser
também um mecanismo de mitigacao do Si sobre a toxidez de Fe, i.e., alteraces fisico-
quimicas da parede celular atuaria bloqueando o influxo de Fe via apoplasto. A
quantificacdo de compostos de parede celular, bem como genes envolvidos na sua
sintese, podem ser consideradas um ponto-chave para a compreensao dos mecanismos
de tolerancia a estresse por Fe e outros metais.

A arquitetura do sistema radicular, independentemente da fertilizagdo com Si
e da cultivar, foi modificada pela toxidez de Fe. As principais alteracdes morfolégicas
foram relacionadas a reducdo do comprimento da zona de alogamento, emissédo de
raizes laterais de 1° ordem préxima ao apice radicular e reducao na area de superficie
gue promoveu, consequentemente, decréscimo na biomassa (Capitulo Ill). Estas
modificacbes na morfologia externa foram correlacionadas com a anatomia,
observando-se desorganizacgao tissular, retracdo da epiderme, formacao precoce de
aerénquima e morte de 4pices radiculares, o que pode ter sido associado, pelos menos
em parte, ao estresse oxidativo imposto pelo excesso de Fe. Nesse sentido, 0 aumento
de MDA nas plantas +Fe, indicativo de peroxidacao lipidica que poderia alterar a
estrutura e permeabilidade da membrana plasmatica (Sinha et al, 1997), deve estar
realacionado com as alteragGes anatdmicas observadas na raiz. Apesar da fertilizacéo
com Si contribuir para a reducdo no teor de Fe na raiz via barreiras apoplasticas e
reducao na expressao dos genes BIRI 2, ainda assim o teor Fe na raiz das plantas
+Si+Fe promoveu alteragbes morfoanatdbmicas, mas em menor magnitude que nas
plantas -Si+Fe.

Nas folhas, ndo foram observados sintomas anatdémicos evidentes da toxidez
de Fe, independentemente da fertilizacdo com Si, fato que pode ser associado ao menor
teor de Fe nos tecidos, a maior atividade das enzimas do estresse oxidativo e,

provavelmente, ao armazenamento de Fe em ferritinas, uma vez que o nivel de
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expressao dos genes FEEREER2foi aumentado sob toxidez de Fe, tendo ainda um
efeito potencializador do Si no nivel de transcritos da FER2 na cultivar sensivel (Fig
16 F). Ademais, o Fe localizado nas células parenquimaticas da bainha do feixe pode
ter reduzido a distribuicdo do Fe para as demais células do mesofilo, evitando assim
possiveis danos celulares. De fato, a homeostase celular para a toxidez por metais
toxicos (e.g., Cd, Al) e essenciais (e.g., Cu, Zn) vem sendo relacionada ao sequestro
desses metais em vacuolos (Hall, 2002), parede celular (Kidd et al, 2001; Chika e
Huerta, 2008; Rizwan et al, 2016) e, no caso particular do Fe, em proteinas, tal como
ferritinas (Connolly e Guerinot, 2002; Ravet et al, 2009). Assim, diferentes
mecanismos observados nas folhas de ambas as cultivares de arroz para lidar com o
excesso de Pépresente na célula sugerem, mesmo que de forma indireta, a protecéo
do aparato fotossintético contra danos oxidativos, fato que poderia explicar, pelo
menos em parte, os efeitos negligenciaveis do excesso de Fe sobre a maquinaria
fotoquimica e bioquimica associada a fotossintese (Capitulo I).

Em concluséo, foi demostrado que a fertilizacdo com Si mitiga os impactos da
toxidez por Fe em arroz, via reducéo do teor do metal em folhas e raizes, fato associado
com a menor translocacao e bioconcentracdo do Fe na parte aérea. Essa resposta foi
associada, em parte, aos decréscimos na expressdo dos genes que codificam para os
transportadores de Fe (IRELRT2) na raiz, bem como a maior retencdo do Fe na
parede celular da faixa esclerequimatica e endodérmica da raiz nas plantas +Si+Fe.
Ademais, o menor impacto do Fe sobre as folhas pode ter sido associado com a maior
atividade das enzimas do estresse oxidativo, armazenamento de Fe em ferritinas e
retencdo de Fe nas células parenquimaticas da bainha do feixe, reduzindo assim a
distribuicdo do Fe para as demais células do mesofilo, evitando possiveis danos
celulares. De modo geral, a retencao do Fe por barreiras apoplasticas demonstrou ser
0 mecanismo importante na toleréncia a toxidez por Fe, sendo tais barreiras reforcadas
pela fertilizacdo com Si. Contudo, sdo necesséarios estudos mais detalhados que
busquem elucidar a forma de atuagéo do Si (direta ou indireta) na parede celular, com
relacdo ao teor de compostos fendlicos e lignina, dada a importancia do lignificacéo e

suberizacdo da exoderme e endoderme do sistema radicular.
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ANEXO Il — Dados suplementares

© _ |0

Fig 1. Seccdes transversais da raiz (A), (B) detalhe do cilindro vascular da raiz (C) regido
mediana da folha (D) detalhe do feixe vascular da folha da cultivar sensivel (BR-IRGA-409)
no tratamento Si +Fe submetida ao branco do teste histoquimico para a detec¢éo do Fe e
evidenciando resultado negativa. Aumento de 20x (a, b, c) e 40xafc) =50 um.

I EPAGRI-109 A
[ BR-IRGA-409

Placa de Fe no apice radicular

Placa de Fe na zona de alongamento

-Si +Si

+ Fe

+Si -Si +Si
-Fe + Fe
Fig 2 . Os efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmotL-Si ou + Si, respectivamente) e ferro, Fe (25
umol L* ou 5 mmol L -Fe e + Fe, respectivamente), sobre a concentragdo de Fe adsorvido
a superficie radicular (placa de Fe) em dudsveuwes de arroz (EPAGRI-109 e IRGA-409
tolerante e sensivel ao Fe), cultivadas em solucéo nutritiva. As medi¢6es foraadasalas

15 dias ap6s a adicdo de Fe (DAA). n =5+ SE.
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Fig 3. Seccdes longitudinais da raiz com a emissao de raiz |6Agrdetalhe da presenca de
conteudo amarelo-alaranjado (B), teste histoquimico para a presenca de Fe em plantas
sensiveis (BR-IRGA-409) -Si +FBarras=a 100 pm ¢ b 50 pm.

Fig 4. Eletromicrografias de varredura da folha evidenciando a distribuicdo de papilas
(estrela), corpos silicosos (seta) e estdmatos (detalhe) na face adaxial (A) g Bpdzial
cultivar sensivel (BR-IRGA-409) na face adaxial (C) e abaxial (D) na cultieaatde
(EPAGRI-109) cultivadas em solucdo nutritiva na condi§dé-e.Barra = 20 pm.
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Fig 5. Seccdes transversais das folhas evidenciando a presenca de Fe no feixe vascular (A-B)
em plantas sensiveis (BR-IRGA-409) -Si +Fe pelo teste histoquiBac@as=50 pm.

EPAGRI-109 BR-TRGA-409

Fig 6. Seccdes transversais do cilindro vascular de raizes de arroz sob os tratame¥gos -Si -
(A-B), -Si +Fe (C-D) +Si -Fe (E-F) +Si +Fe (G-H) nas cultivares tolerante (EPAGH
sensivel (BR-IRGA-409) respectivamente, demonstrando a reten¢gmnds paredes da
endoderme. Legenda: En= endoderme. Baf@ gm
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EPAGRI-109 BR-IRGA-409

Fig 7. Seccdes transversais do cilindro vascular de raizes de arroz sob os tratame¥gos -Si -
(A-B), -Si +Fe (C-D) +Si -Fe (E-F) +Si +Fe (G-H) nas cultivares tolerante (EPAGRIe
sensivel (BR-IRGA-409) respectivamentegenda: En= endoderme. Barra = 50 pm.
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Fig 8. Seccdes transversais da regido mediana da folha, evidenciando o feixe vascular nos
tratamentosSi-Fe (A-B), -Si +Fe (C-D) +Si-Fe (E-F) +Si+Fe (G-H) nas cultivares tolerante
(EPAGRI-109) e sensivel (BR-IRGA-409) respectivamente, demonstrando a reagéa positiv
para o Fe células parenquimaticas do xilema. Bf = bainha do feixe, Xi= xilemao&itrafl

Barra = 50 pum
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CAPITULO Il

SANTOS, Martielly Santana, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, margo de 2017.
A fertilizacdo com Si potencializa a produtividade em arroz mesmo em condi¢des
de toxidez por Fe.Orientador: Fabio Murilo Da Matta

RESUMO

Na cultura do arroz, o sistema de cultivo alagado favorece a toxidez por excesso de
ferro (Fe), com reflexos na redugéo do crescimento e produtividade. Por outro lado, a
fertilizacdo com silicio (Si) reveste-se de efeitos positivos ao atenuar os impactos de
diversos fatores de estresses, incluindo metais téxicos. Algumas informacdes sugerem
gue o Si pode reduzir o teor de Fe em folhas e raizes de arroz, mas nada se conhece
sobre como o Si poderia reverter os efeitos da toxidez por Fe sobre a produtividade.
Neste estudo, objetivosedeterminar o potencial mitigatorio do Si em arroz sobre a
toxidez por Fe, avaliando-se o status nutricional, o acimulo de biomassa, fotossintese
e produtividade. Para isso, duas cultivares, com tolerancias diferenciais ao excesso d
Fe foram cultivadas em solug&o nutritiva ndo-aerada e suplementadas com Si (0 e 2
mmol L) e Fe (25 umol £ e 5 mmol ). Observaram-se varia¢gdes mais expressivas,
associadas a toxidez por Fe, nos teores de célcio e magnésio nas folhas (parcialmente
revertidas pelo Si), e alteracbes minimas na composicdo nutricional dos grdos. A
toxidez por Fe acarretou decréscimos na taxa fotossintetica ligliem (@aralelo a
reducdes na condutancia estomaticpdaa taxa de transporte de elétrons (ETR), em
especial na cultivar sensivel. Contudo, tais respostas foram revertidas parcialmente,
em ambas as cultivares, pela aplicaca8id® menor acumulo de Fe nas plantas +Si

foi associado ao maior rendimento de gréaos, suportado pelo aumento em A acoplado
ao incremento ems@ ETR. Além disso, os resultados sugerem que o Si tenha reduzido

0 impacto negativo do Fe sobre a esterilidade das espiguetas. Em sintese, recomenda-
se 0 emprego do Si como uma estratégia de manejo efetiva para reduzir os impactos
negativos da toxidez por Fe sobre o desempenho fotossintético e a producao de gréaos
em arroz.
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1. INTRODUCAO

Oryza sativa L. é um cereal utilizado como alimento por mais da metade da
populacdo mundial e portanto, de particular interesse no aspecto nutricional (Rabello
et al, 2008), principalmente no que se refere ao aumento da disponibilidade de
micronutrientes como o Zn e Fe no gréo (Sperrotto et al, 2010; Sperrotto et al, 2012).
Nos vegetais, o ferrd-€) é essencial em inUmeras reacdes metabdlicas vitais por atua
como cofator de varias proteinas envolvidas na cadeia transportadora de elétrons da
fotossintese e da respiracéo (Bashir et al, 2011; Jain e Connolly, 2013; Thomine e Vert,
2013). Por outro lado, em arroz de cultivo de varzea a toxidez por Fe € um dos grandes
problemas para a produtividade, pois nas condigbes de anaerobiose e baixo pH uma
elevada quantidade de Fe, na forma reduzid&)F& liberada na solucdo do solo,
podendo atingir niveis de toxidez que podem acarretar reducédo da fotossintese e do
crescimento, além de perdas de produtividade e qualidade nutricional dos graos
(Audebert e Fofana, 2009; Stein et al, 2009). Tem-se, pois, um dilema na produc¢éo do
arroz de varzea, isto é, o aumento da disponibilidade de Fe nos grdos parece
incompativel, a priori, com a manutencao da produtividade em condi¢cdes de excesso
de Fe.

No estadio vegetativo, os impactos da toxidez por Fe em cultivares de arroz vém
sendo relacionados com a reducdo da taxa fotossintética por meio de limitacdes
estomaticas e ndo-estométicas (Pereira et al, 2013), além de reducédo no rendimento
quantico maximo do fotossistema Il (FS(B/Fm) associada com o aumento da
fluorescéncia inicial (§), sugerindo fotoinativacdo e/ou fotooxidacdo do FSII, fato
corroborado pelo decréscimo no nivel de expresséao do gene psbA que codificam para
a proteina D1 presente em PSII (Miller et al, 2015; Pinto et al, 2016). No estadio
reprodutivo, 0 excesso Fe afeta o crescimento e desenvolvimento de diferentes
cultivares de arroz, com reduc¢des significativas na biomassa, numero de perfilhos,
altura das plantas e perdas no rendimento de graos, associado a reducao na fertilidade
das espiguetas. A perda de produtividade em casos de toxidez por Fe pode variar de
40-45% do rendimento total, dependendo da cultivar, do tempo, intensidade do
estresse e da estratégia de manejo utilizada (e.g fertilizagdo mineral) (Olaleye et al,
2001; Audebert e Fofana, 2009; Stein et al, 2009).

Em termos nutricionais, o nivel critico de toxicidade promovida pelo Fe nos

tecidos vegetais varia de 300 a 500 mg kmssa seca (MS) (Dobermann e Fairhurst,
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2000) e o excesso de Fe, além de induzir toxidez direta, pode causar também um
desequilibrio entre os demais nutrientes, sendo esta uma resposta indireta da toxidez
por Fe ja verificada em cultivares de arroz nos estadios vegetativos e reprodutivos
(Sahrawat, 2000; Miller et al, 2015). Nesse contexto, a toxidez por Fe atuou reduzindo
os teores de potassio (K), fosforo (P) e manganés (Mn) (Muller et al, 2015), ao passo
que os nutrientes como calcio (Ca), magnésio (Mg) (Olaleye et al, 2001; Sahrawat,
2004), colbalto (Co) e cobre (Cu) (Mdller et al, 2015) tiveram seus teores aumentados.
Essas desordens nutricionais, em folhas e raizes, séo refletidas na produtividade de
diferentes cultivares de arroz (Abifarin, 1988; Olaleye et al, 2001; Audebert e Fofana,
2009; Stein et al, 2009). Isso porque a deficiéncia de P, K, Ca, Mg, Mn afeta o
metabolismo foliar bem como o sistema radicular, ao reduzir o crescimento e o poder
de oxidacgao, exclusédo e/ou retencdo do Fe nas raizes (Sahrawat, 2010). Apesar das
alteracdes nutricionais serem evidentes em folhas e raizes, ndo se tem uma ideia clara
do efeito da toxidez por Fe na distribuicdo dos nutrientes para 0os graos, e se isso teria
impacto na nutricdo human

O silicio (Si), por definicdo, ndo € considerado um nutriente essencial (Arno e
Stout, 1939), porém é encontrado em elevada concentracdo em diversos membros da
familia Poaceae (Guerriero et al, 2016), tendo o arroz destaque devido sua importancia
econbmica e pelo fato de acumular até 10% de Si em sua massa seca (Ma e Takahashi,
2002; Ma et al, 2011). Essa elevada capacidade de acumular Si é dada pela presenca
de transportadores especificos de influxo (Lsil) e efluxo (Lsi2) no sistema radicular
(Ma et al, 2006a, Ma et al, 2006b). Nesse sentido, os efeitos positivos da fertilizacao
com Si em arroz sao evidenciados no aumento da produtividade (Detmann et al, 2012;
Lavinsky et al, 2016) e da tolerancia a varios estresses bidticos (Rodrigues et al, 2004;
Perez et al, 2014) e abidticos, tais como metais toxicos (Sanglard et al, 2014; Song et
al, 2014; Abbas et al, 2015).

Os impactos negativos de metais toxicos (e.g. Cd, Zn, Al, Fe, As) tém sido
atenuados com a fertilizagdo com Si, por reduzir a absorgédo, translocagcao e
bioconcentracdo desses metais/metaldides na parte aérea (Vaculik et al, 2012;
Sanglard et al, 2014; Rizwan et al, 2016). Nesse sentido, Sanglard et al (2014),
estudando o efeito do arsénio (As) em arroz, demonstraram que o Si atua melhorando
a fotossintese via aumento na condutancia mesofiliga ggndo posteriormente
verificado que tais aspectos foram associados a alteracdes mimimas no metabolismo

central do carbono (Sanglard et al, 20¥6atenuacéo da toxidez de Fe pelo Si esta
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relacionada a potencializacdo do sistema antioxidante, reducdo na peroxidacéo
lipidica, teor de Fe nas folhas e placa de Fe no sistema radicular, o que implica em
menor impacto do Fe no crescimento das plantas fertilizadas com Si (Dufey et al, 2014;
Chalmardi et al, 2014). Esses resultados indicam o potencial do Si em atenuar os
efeitos da toxidez em arroz; ndo obstante, essas informacdes foram obtidas em plantas
no estadio vegetativo e, portanto, pouco ou nada se sabe sobre os potenciais efeitos
mitigatorios do Si em relacdo ao excesso de Fe sobre o crescimento e a fisiologia de
plantas de arroz no estadio reprodutivo, bem como sobre os possiveis impactos do Si
sobre a composi¢ao nutricional dos graos.

Em termos de produtividade, em condi¢des néo estressantes, inicialmente foi
demonstrado por Ma et al (1989) que a fertilizacdo com Si, no estadio reprodutivo,
especificamente na formacéo da panicula, promove o aumento no niumero de graos por
panicula, sem, contudo, afetar o peso de mil graos. Recentemente, essa resposta foi
associada a modificacdes fisiolégicas e moleculares induzidas pelo Si em gendétipos
de arroz cv. ‘Oochikara’ ¢ seu mutante low silicone 1 (Lsil) defectivo para a absorcao
de Si (Lavinsky et al, 2016). Detmann et al (2012) verificaram que o efeito do &i sobr
a produtividade esta, primordialmente, relacionado ao aumento da taxa fotossintética
liquida (A) em paralelo a aumentos na condutancia foliar, com reflexos em maior
rendimento de grdos nas plantas suplementadas com Si. Ademais, Lavinsky et al
(2016) demonstraram que o aumento no indice de colheita associado com o maior
namero de graos e peso de 1000 gréos, em plantas de arroz suplementadas com Si, foi
associado ao aumento em A acoplado com aumento da condutancia estoghé&ica (g
da capacidade bioquimica de fixar £i@luzidas pelo aumento da relagéo fonte-dreno.
Associadas as modificacfes fotossintéticas, a regulacéo positiva da expressao do gene
Lsi6, verificada pelos autores, favoreceu o maior teor de Si nas paniculas em
desenvolvimento, surgerindo que o nivel de Si nas paniculas desempenha papel
importante no aumento da producdo e enchimento de grdos por mecanismos ainda
desconhecidos.

Diante dos fatos supraexpostos, o presente trabalho teve por objetivos
responder aos seguintes questionamentdsfeytilizacdo comSi poderia mitigar 0s
efeitos da toxidez por ferro, com reflexos positivos na fotossintese?3i) gor
amenizar os efeitos da toxidez jp@ via reducao na absorcao desse metal, aumentaria
o teor de nutrientes em folhas e gréaos? iii) Quais os impactos da fertilizagdo com Si

em termos de produtividade em arroz cultivado sob excedsg?de
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Condicdes de cultivo e imposicao dos tratamentos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no Campus da
Universidade Feder de Vigosa (649m, 20°45°20”S e 42°52°40’°N), MG, Brasil.

Foram utilizada duas cultivares de arroz (Oryza satita: BR-IRGA-409,
caracterizada como sensivel ao estresse por Fe, e EPAGRI-109, como tolerante (Stein
et al, 2009; Stein et al, 2014). As sementes foram lavadas em solucao de hipoclorito
de sbdio por 1 min, seguidas de lavagem em &gua desionizada por 3 min. Foram
germinadas em papel-filtro por 4 dias no escuro, sendo posteriormente transferidas
para a luz artificial (180 umol m2s fétons) sob um ciclo de 12/12 h diurno/noite, com
umidade relativa de 60/75% e temperatura de 30°C, por um periodo de 11 dias.

As plantas foram cultivadas em hidroponia, sem aeracdo, em vasos de 5 L,
contendo solucédo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) com modificacdes, constituida
de 1,0 mmol 2 KNO3; 0,25 mmol 2 NH4H2PQy; 0,1 mmol L2 NH4CI; 0,5 mmol L
1 MgSQ.7H;0; 1,0 mmol ! Ca (NQ)z; 0,30 umol Lt CuSQ.5H;0; 0,33 pumol Lt
ZnSQ.7H0; 11,5 umol L™ H3BOgz; 3,5 umol Lt MNCla. 4H0; 0,1 umol L™ (NH,)

6 M07024.4H0; 25 pmol L't FeSQ.7H.0 e 25 pmol L't EDTA disodico. As plantas

foram fertilizadas com Si (ao longo de todo o experimento), nas concentracdes de sem
(-Si) ou 2 mmol i* (+Si), fornecido na forma de acido monossilicicaSi®s), obtido

pela passagem do silicato de potassio através de uma coluna trocadora de cétions
(AMBERLITE IR-120B; H" form; Sigma- Aldrich, Sao Paulo, Brasil). O pH da
solucgéo de cultivo foi ajustado diariamente para 5,0, utilizando-se NaOH (1 %nol L

ou HCI (1 mol LY). O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo climatizada,
como temperatura ajustada para 30 (+ 2) °C, sob iluminag&o natural (+uhbDO

fotons m? s1).

Plantas com 75 dias apds o transplantio (estaddio reprodutivo), foram
submetidas ao tratamento de Fe, aplicado na forma de Fe-EDTA 4jFetO
concentracdo de 25 uM (plantas-controle) ou 5 mM, correspondente a condi¢éo
ambiental de excesso de Fe, tipica da regido Sul do Brasil, a segunda maior produtora
de arroz do pais (Stein et al, 2014). O Fe foi aplicado de progressiva (a cada 0, 5 mmol
L), sendo a dose de 5 mmot hdicionada no estadio R2 (enlogamento da panicula),

e as plantas foram cultivadas sob esse estresse por 42 dias até o estadio R6 (enchimento

do grdo). Neste momento, foram feitas as amostragens e avaliagcbes buscando-se
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caracterizar os aspectos fotossintéticos, nutricionais, de crescimento e de

produtividade.

2.2  Quantificacdo do Si e Fe em folhas, raizes e gréos

Folhas bandeiras e raizes foram coletadas e secas em estufa com circulacao
forcada de ar a 60 °C, até massa constante. Apés a determinacdo dos parametros de
producao de graos, parte foi direcionada para a quantificacdo dos nutrientes. Os graos
foram secos a 60°C e posteriormente, separados em casca e endosperma, utilizando-se
de um descascador mecanico de arroz. Em seguida, o material vegetal foi triturado e a
concentracdo de Si foi determinada colorimetricamente (Dallagnol et al, 2011). O Fe
foi extraido por digestdo nitroperclérica e sua concentracdo determinada por

espectrometria de absorcao atbmica (Malavolta et al, 1989).

2.3 Composicao mineral das folhas, raizes e gréos

As plantas foram separadas parte aérea e radicular, sendo as raizes lavadas
em solucdo contendo Ditionibo-Citrato-Bicarbonato (DCB) para a remocéo do Fe
adsorvido na raiz. Para os gréos foi feita a separagdo da casca e endosperma,
utilizando-se de um descascador mecéanico de duodzas-bandeira, raizes, casca e
endosperma foram secos em estufa a 60°C, até atingir massa constante, sendo
posteriormente moidos com o auxilio de esferas metalicas em um disruptor celular tipo
Mini Bead Beater. Os nutrientes Ca, Mg, Fe, Zn, Cu, P e K foram extraidos por
digestéo nitroperclérica, de acordo com Malavolta et al (1989). Os teores de Ca, Mg,
Fe, Zn, foram determinados por espectrometria de absorcdo atbmica; P, por

colorimetria, utilizando o método da vitamina C.

2.4 MedicOes de trocas gasosas foliares e a analise das limitacBes a fotossintese

A taxa fotossintética liquida (A) e a taxa de transpiracdo foliar (E) foram
medidas simultaneamente aos parametros de fluorescéncia da clorofila a, utilizando-
se de um analisador de gases a infravermelho (modelo LI 6400XT LI-COR, Lincoln,
NE, EUA), equipado com um fluorbmetro, (LI-6400-40, LICOR Inc.). As
mensuracdes foram feitas em folha-bandeira completamente expandida, das 10:00 as
14:00 h, sob radiacao fotossinteticamente ativa (Rift#ficial de 1000 pmol fotons
m2 st em nivel de folha, e 400 umol CO2mol™ ar. A concentragéo intercelular de £0

(Ci) e a condutancia estomatica ao vapor de agyidofam calculadas pelo referido

91



equipamento a partir dos valores de A(Von Caemmerer e Farquhar, 1981). Todas
as medicdes foram realizadas fixando-se a temperatura doesto@&C, e o déficit
de pressao de vapor mantido em cerca de 1,0 kPa, enquanto a quantidade de luz azul
foi de 10% de RFA para otimizar a abertura estomatica

A eficiéncia fotoquimica do fotossistema Wr§i) foi determinada pela
medicdo do estado estavel da fluorescéncipgFRla fluorescéncia maxima’f),
utilizandose de um pulso de luz saturante de aproximadamente 8000 pmol fotons m™
s?, seguindo procedimentos descritos por Genty et al, (198%xa aparente de
transporte de elétrons (ETR) foi estimada como ET®-si & PPFD xf x o onde f €
um fator que explica a particdo de energia entre PSll e PSI e é assumido como sendo
0,5, o que indica que a energia de excitacao € distribuida igualmente entre os dois
fotossistemas, e a € a absorc¢ao pelos tecidos fotosintéticos das folhas ¢ assumido como

sendo 0,84 (Maxwell e Johnson, 2000).

2.5 Crescimento e produtividade

Para a determinacéo dos parametros de crescimento e producao de graos, as
plantas foram coletadas e separadas em raizes, colmos, folhas, paniculasfe graos.
area foliar total foi mensurada com um medidor de area (Area Measurement System,
Delta-T Devices, Cambridge, UK). Em seguida, o material vegetal foi submetido a
secagem em estufa a 60°C com circulacdo forcada de ar, durante 72 h (massa
constante) e, com base no valor de biomassa seca, obtido para cada uma das diferentes
partes, foram estimados 0s seguintes parametros: biomassa seca de raizes (BR), de
colmos (BC), de folhas (BF), de grédos (BG) e biomassa total (BT). A area foliar
especifica foi calcula pela razdo entre area foliar total e a biomassa foliar. Os
parametros de produtividade foram avaliados a partir da contagem e pesagem dos
graos, sendo obtidos: peso de 1000 gréos (cheios), porcentagem de graos cheios, indice
de colheita, nimeros de grdos por planta e nimeros de grdos por fdah&ioke

vazios).

2.6 Analise estatistica
O experimento foi montado em um delineamento inteiramente casualizado

em esquema fatorial triplo 2x2x2 (duas cultivares x duas concentragdes de Fe x duas
concentracdes de Si), com seis repeticbes. Os dados foram submetidos a analise de

variancia (three-way ANOVA com todos os fatores avaliados com fatores fixos)
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usandose o procedimento MIXED do SAS (versdo 9.1) e um o= 0.05. Quando ndo

ocorreu interacdo significativa, o MIXED foi usado para interpretar o efeito de
dependéncia entre os fatores. A analise de regressao foi usada para avaliar a relacao
entre algumas variaveis. Ademais, todas as variaveis de fotossintese e produtividade
foram avaliadas pela andlise de componentes principais (PCA), definidos pelas
variaveis que melhor se correlacionaram com os eixos 1 e 2 do PCA. A confiabilidade

do procedimento PCA foi atestada com a soma total de variabilidade percentual
contabilizada pelo primeiro componente principal (PC1: eixo 1, separacdo entre
tratamentos de Fe) e segundo (PC2: eixo 2, separacao entre tratamentos de Si). Todas
as variaveis dentro do PCA com maior cinficio para 50% (Zr?> 0,5) foram
consideradas relevantes para a separacao entre os grupos de fatores individuais de cada
cultivar de arroz, sendo o agrupamento realizado por meio da analise multivariada
baseando-se nas distancias euclidianas. Todas as analises de PCA, bem como a analise
de agrupamento, foram feitas utilizando o pacote "factoextra” do software R
(Kassambara e Mundt, 2016).
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3. RESULTADOS

3.1 O Sireduziu o teor de Fe em folhas e raizes, mas sem afetar o seu teor nos
graos

Nas cultivares EPAGRI-109 e BR-IRGA-409, tolerante e sensivel a toxidez
por Fe, respectivamente, os maiores teores de Fe foram verificados nas folhas e raizes,
porém apenas aumentos discretos nos teores de Fe foram observados na casca (Fig 1C-
D). Como esperado, a fertilizagdo com Si promoveu aumento nos teores de Si em
raizes, folhas e cascas (Tabela 1, Fig 1A-B). Por outro lado, o papel do Si na mitigacéo
da toxidez por Fe foi evidenciado nas plantas +Si+Fe, que apresentaram niveis de Fe
significativamente reduzidos nas folhas e raizes em ambas as cultivares (Tabela 1 e
Fig. 1C-D), observando-se, ainda, um aumento discreto no teor de Fe na casca, mas
sem efeito do Si (interacdo Si x Fe nao significativa). Ressalte-se que,
independentemente do tratamento aplicado, nenhuma alteracdo nos teores de Si e/ou

Fe foram verificadas no endosperma (Tabela 1).
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Fig 1. Efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmof.-Si ou + Si, respectivamente) e do ferro, Fe (25
umol Lt e 5 mmol L*: -Fe e +Fe, respectivamente) nos teores de Si (A-B) e de Fe (C-D) em
raiz, folha-bandeira, casca e gréo, em duas cultivares de arroz (EPAGRI-10BR&8R09,
tolerante e sensivel a toxidez de Fe), cultivadas em solucéo nutritiva. As médiades
realizadas aos 42 dias ap6s a adicdo de Fe.n=5 + SE.
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Tabela 1.Resultado da ANOVA (ns = ndo significativo; *P< 0.05; **P <0.01; **P<0.001)

para os efeitos do silicio (Si), Ferro (Fe) e cultivar (Ct) e suas interacaessgamcentracdes

de fosforo (P), potassio (K), Calcio (Ca), Magnésio (Mg), Enxofre (S), Cobre (@QYkiGco

(K), Manganés (Mn) em raizes, folhas, raizes e casa de arroz apés 42 dias da aplicacédo de Fe.

Parametros Si Fe Six Fe Ct Six Ct FexCt SixFexC
S| *k* *k*% *k*k n S n S *%k% *%k%
Fe *k*k *k*k *kk *% * * nS
P *k ns *k ns * ns ns
K ns *k ns *k * ns ns
. Ca K ns ns ns ns ns ns
Raiz Mg ns ns ns ek ns ns ns
S * ns ns * ns ns ns
Zn ns *k ns ns * ns *
Cu ns ns ns bkl ns ns ns
Mn * ns ns * ns ns ns
Si el ns ns ns ns *x ns
Fe *k*k *k*k *k*k *k% n S *kk n S
P ns ns ns ns ns ns ns
Folha K ns ns ns ns ns ns ns
Ca *%k% *%k% *%k% nS * nS nS
Mg ns Fkk * * ns ns ns
S *% *k*k * *% nS ns ns
Zn ns ns ns ns ns ns ns
Cu *k*k *k*k ns *k% *% *kk nS
Mn *% * *%k% *k*% nS *%k% nS
Si el el ok ns ns ns ns
Fe ol ** ns ns ** ns ns
P ns ns ns ns ns ns ns
Casca K ** * * ns ns ns ns
Ca *%k*% *%k*% *%* I’]S *k*% ns ns
Mg ns ns ns ns ns ns ns
S ns bl * ns ns ns ns
Cu ns ns ns ns ns ns ns
Zn ns ns ns ns ns ns ns
Mn ns * ns ns ns ns ns
Si ns ns ns ns ns ns ns
Fe ns ns ns ns ns ns ns
P ns * * ns ns ns ns
Endosperma K ns ns ns ns ns ns ns
Ca ns ns ns ns ns ns ns
Mg ** ns * * * ns ns
S *k *k ns ns ns ns ns
Zn ns ns ns ns ns ns ns
Cu ns ns ns ns ns ns ns
Mn ns ns ns ns ns ns ns
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3.2. O excesso de Fe afetou especialmente a composi¢cao mineral das folhas, fato

parcialmente revertido pelo Si

Nas raizes, 0 excesso de Fe foi associado a altera¢des apenas nos teores de K
(reducado na cultivar sensivel ao Fe) e Zn (aumento nas plantas +Si+Fe na cultivar
tolerante e nas plantas -Si+Fe na cultivar sensivel, interagé@o Si x Fe x Ct significativa).
Na casca, houve tendéncia de aumentos nos teores de K pelo excesso de Fe, mais nas
plantas +Si+Fe que nas -Si+Fe (interacéo Si x Fe significativa). Houve ainda variacfes
significativas nos teores de Ca, especialmente na cultivar sensivel ao Fe, bem como
alteracdes significativas, porém minimas, nos teores de Si. No grdo, houve apenas
alteracdes discretas nos teores de P (reducdes em P nas plantas -Si+Fe ers relacéo a

Si-Fe; interacdo Si x Fe significativa).
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Fig 2. Efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmolt-Si ou +Si, respectivamente) e do ferro, Fe (25
umol L' e 5 mmol L : -Fe e +Fe, respectivamente) na concentracdo de Zn (A-B), Cu (C-D),
Mn ( E-F) na folha-bandeira, raizes, casca e endosperma em duas cultivares de arroz
(EPAGRI-109 e BR-IRGA-409, tolerante e sensivel a toxidez de Fe) cultivadas enosoluca
nutritiva. Medicdes foram realizadas aos 42 dias apés adicdo de Fe.n =5 + SE.
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Efeitos mais contundentes do excesso de Fe foram observados nas folhas, com
alteragbes nos teores de Ca, Mg, S, Cu e Mn. De modo geral, os teores desses
elementos se reduziram nas plantas +Fe, porém muito menos marcadamente quando
essas plantas foram fertilizadas com Si. Saliente-se que, quantitativamente, as maiores
reducdes (>50%) foram observadas nos teores de Ca e Mg em ambas cultivares, e S

na cultivar sensivel ao Fe (Fig 3).
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Fig 3. Efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmol't.-Si ou +Si, respectivamente) e do ferro, Fe (25
umol L e 5 mmol ! : -Fe e +Fe, respectivamente) na concentracéo de P (A-B), K (C-D),
Ca ( E-F), Mg (G-H) e S (I-J) nas fallbandeiras e nas raizes, em duas cultivares de arroz
(EPAGRI-109 eBR-IRGA-409, tolerante e sensivel a toxidez de Fe) cultivadas em solucéo
nutritiva. Medicdes foram realizadas aos 42 diap0s adicdo de Fe.n =5+ SE
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3.3. Os impactos negativos do Fe sobre a fotossintese e produtividade foram
parcialmente mitigados pelo Si

Em condicbes nédo-estressantes (-Fe), as cultivares diferiram entre si em
algumas caracteristicas morfolégicas e de produtividade, registrando-se, na cultivar
tolerante ao excesso de Fe em relacdo a sensivel, maior nimero de folhas e area foliar,
biomassa de raiz, nimero de paniculas, peso de 1000 gréos, indice de colheita e
namero de gréos por planta (Tabela 2 e 3). A toxidez por Fe acarretou decréscimos
expressivos, em ambas as cultivares, nos parametros de trocas gasosas e fluorescéncia
daclorofilaa (g E, ETR, ¢ e Fv/F’), na biomassa total e biomassa de folhas, colmos
e raizes e nos parametros agronémicos de produtividade (biomassa de gréaos, peso de
mil grdos, porcentagem de graos cheios, nUmero de graos por planta e indice de
colheita). Essas reducdes foram mais acentuadas na cultivar sensivel ao Fe (41%
contra 32% na tolerante plantas -Si+Fe comparadas cdilas)-e, com excecao da
biomassa dos 6rgdos vegetativos, tais reducdes foram parcialmente revertidas pela
aplicacao de Si, com destaque para a maior biomassa de gréos das plantas +Si+Fe em
relacdo a dasSitFe (44% e 26%, respectivamente, para as cultivares sensivel e

tolerante ao excesso de Fe).

Tabela 2.Resultado da ANOVA ( ns = nao significativo; *P< 0.05; **P <0.01; ***P<0.001)
para os efeitos do silicio (Si), Ferro ( Fe) e cultivar (Ct) e sumsacdes para as
concentracdes de Si e Fe; taxa de assimilacdo de(AQcondutancia estomaticas)g
transpiracdo (E); taxa de transporte de elétrons (ETR), redimento quérdtidémo do
fotossistema Il ( #Fm); rendimento quantico efetivo do fotossistema Il-(Ax:); quenching
fotoquimico (@); e quenching ndo-fotoquimiconfge para os parametros agrondémicos de
crescimento nas cultivares de arroz contrastantes a toxidez por Fe.

Parametros Si Fe Six Fe Ct SixCt FexCt SixFexCt
A *k% *k% * *k%k ns *k%k ns
gs *k% *k% * * ns ns ns
E * el ns ns ns ns ns
ETR *k%k *k%k *k%k *% ns ns ns
Fv/Fm wk ns ns xkk xk ns ns
Fv’/Fm’ b b * ns ns ns ok
qp * *%k% nS *%k% ns ns *%
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Continuacao tabela 2...

Pardmetros Si Fe Six Fe Ct SixCt FexCt SixFexCt
Altura (cm) ns *kx ns o ns ns ns
N° de Folhas ns ik ns ok ns ns ns
N° de Perfilhos ns rrk ns Frk ns ns ek
N° de Paniculas ns ns ns *kk ns * ns
AF (m?) ns ok ns ok ns ns ns
AFE (nm?kg?) ns ok ns o ns ns ns
Biomassa de Folhas (g) ns *kk ns *kk ns ns ns
Biomassa de Colmos (g ns *kx ns rrx ns ns ns
Biomassa de raiz (g) ns *kx ns ns ns * ns
Razao raiz/parte aérea(t ns *kx ns ns ns o ns
Biomassa total () ns rkk ns *hx ns ns ns
Biomassa de graos (g) *hx rkk rkk *hx ns ns ns
Peso de 1000 graos (g) ns * ns ok ns ns ns
Graos cheios (%) ok *kk *kk ok *kk ns ns
indice de colheita (3.9  *** *kk * ok o * ns
N° de grdos. Planta ok *kk *kk ok ns ns o
N° de grdos. Panicuta ok *kk * * ns ns ns

Independentemente dos tratamentos com Fe, registre-se que o Si teve um efeito
positivo direto sobre &gs (em paralelo a uma invariabilidade em ETR nas plantas -
Fe), cujos valores foram, em média 20% maiores nas plantas +Si-Fe em relacdo as
suas contraparteSiFe. Em paralelo, observou-se uma maior producao de gréos nas
plantas +Si-Fe. O aumento da biomasssa de graos nas plantas +Si-Fe foi associado ao
maior nimero de graos por planta e maior porcentagem de graos cheios, sem, contudo,
haver efeito sobre o peso de 1000 gréos. Estes resultados foram refletidos em maior
indice de colheita nas planas +Si das duas cultivares em relacdo ao das plantas -Si.
Independentemente dos tratamentos aplicados, A correlacionou-se significativamente
com g (r’= 0,87, P< 0,01) e com ETR {F 0,92, P< 0,01) (Fig 1A-B Suplementar)
Ademais, houve também estreita relacéo entre os teores de Fegierd,86), € com
gs (= 0,79) (Fig 1C-D Suplementar).
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Fig 4- Efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmol't-Si ou +Si, respectivamente) e do ferro, Fe (25
umol L e 5 mmol L -Fe e +Fe, respectivamente) na taxa assimilatéria deAJ@ e B),
condutancia estomatica,(§ e D), taxa transpiratéria, E (E e F), concentragdo interna ge CO

Ci (G-H) em duas cultivares de arroz (EPAGRI-10BRIRGA-409, tolerante e sensivel a
toxidez deFe) cultivadas em solucéao nutritiva. Medicdes foram realizadas aos 42 dias apds
adicdo de Fe (DAAT). n =6 + SE.
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Fig. 5Os efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmofL-Si ou + Si, respectivamente) e ferro, Fe (25
umol Lt e 5 mmol L -Fe e + Fe, respectivamente), sobre a taxa de transporte de elétrons,
ETR (A-B), razéo da eficiéncia quantica maxima da clorofila/&nFC-D), e coeficiente de
extincdo fotoquimica, gP (E-F), eficiéncia da captura da energia de excitacao ras dent
reacdo PSIl abertos;A’m (G-H), em duas cultivares de arroz (EPAGRI-10BR:IRGA-

409, tolerante e sensivel a toxidez de Fe) cultivadas em solugdo nutritiva. Medigdes f
realizadas aos 42 dias ap0s adi¢ao de Fe (DAAT). n=6 + SE.

Objetivando-se ter uma viséo integrada do desempenho das plantas, em termos
de fotossintese e producdo de grédos em resposta aos tratamentos aplicados, procedeu-

se a uma analise de componentes principais (CP) com as variaveis que responderam
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significativamente aos fatores Si e/ou Fe. Os dois primeiros CPs explicaram 65,9% e
77,3% (respectivamente para a cultivar tolerante e a sensivel ao excesso de Fe) da
variancia total observada. Os resultados dessa analise evidenciam os efeitos negativos
do Fe sobre o desempenho fotossintético e producdo de gréos, bem como os efeitos
mitigatérios do Si em atenuar esses efeitos, especialmente na cultivar sensivel
(correlagbes negativas entre o teor de Fe e todas as varidveis analisadas, observando-
se 0 oposto com o Si). Ademais, dentro de cada cultivar, as plantas foram agrupadas
(e separadas) em funcéo dos quatro tratamentos aplicados. Registre-se que o grupo das
plantas +Si-Fe e -Si+Fe foram localizados nos extremos do CP1, enquanto 0S grupos
de plantasSi-Fe e +Si+Fe foram localizados mais proximamente a origem do biplano.
Salientese uma vez mais, a melhor separacao entre grupos na cultivar sensivel que
na tolerante ao excesso de Fe, realcando os efeitos mais contundentes do Fe, e da
mitigacdo desses efeitos pelo Si, sobre 0 desempenho fotossintético e dos parametros
de producéo.
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Fig 6. Andlise de componentes principais (PCA) para as variaveis dos parametros
fotossintéticos da folha-bandeira e de produtividade em duas cultivares deuliivares de
arroz (EPAGRI-109 e BR-IRGA-409, tolerante e sensivel a toxidez por Fe) cuitieada
solugdo nutritiva e submetidas quatro tratamentos combinados de Si &-Be¢ £ Fe-, Si-
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Fe + e Si + Fe +). As numeragdes sdao definidas da seguinte forma: lierr¢lo silicio

foliar (2) taxa fotossintética (3), condutancia estomatica (4), taxa tradspirdb),
concentracdo interna de @), taxa de transporte de elétrons (7), redimento quantico
maximo do fotossistema Il (8); rendimento quéantico efetivo do fotossistéB)adbeficiente

de extin¢éo fotoquimico (10), peso de 1000 gréaos (11), biomassa de gréaos (12), porcentagem
de gréos cheios (13), nimero de grdos pfafitd), nimero grdo panictigls), indice de
colheita (16). Elipse apresenta intervalo de confianca de 95% para cada trathteditides

foram realizadas aos 42 dias apés adicdo de Fe.n =5
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Tabela 3 -Os efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmoi'L-Si ou + Si, respectivamente) e ferro, 86 pymol L't e 5 mmol [ : -Fe e + Fe,
respectivamente), sobre compomente de rendimento em arroz em duas cultivares de arroz (EPAGR&1E@%0 Fe e BR-IRGA-409, sensivel

ao Fe) cultivadas em solucéo nutritiva. Parametros obtidos apds aos 42 dias da adicdo de Fe (DAAT). n=6 = SE

EPAGRI-109 IRGA- 409
-Fe +Fe -Fe +Fe
Parametros -Si +Si -Si +Si -Si +Si -Si +Si

Altura (cm) 95 +0.28 94+1.11 90 £ 0.63 92 +0.76 97+1.9 98 +0.67 93 +0.49 94 +0.52
N° de Folhas 154 + 4.03 163 +£9.5 101 £2.35 104 £2.17 115 +4.98 118 £7.03 74 +3.17 73+2.32
N° de Perfilhos 37+1.3 40 +0.92 37 +0.87 38 +2.47 34+1.21 36 +0.87 24+1.04 25+0.82
N° de Paniculas 31.0+0.8 31.2+1.8 32.4+0.99 32.4+0.78 26.2 +0.18 26.4+0.36 22004 23.4+0.46
AF (m?) 0,27 £0,01 0,27 +0,01 0,19+0,01 0,19+ 0,01 0,22 +0,01 0,21 +0,02 0,12 +0,01 0,12 +0,01
AFE (n?kg?) 9,64 + 0,54 9,64 + 0,34 7,50 + 0,30 7,79 £0,53 8,81 +0,25 8,50+0,61 5,60+0,19 5,69+0,3
Biomassa de folhas (g) 29.22 +1.08 28.39 +0.82 24.90+0.76 2544 +1.3 2493+1.04 24.87+0.58 21.66+150 21.31+0.45
Biomassa de colmos (g) 76.01 +4.50 78.56 + 1.83 56.27+1.80 58.15+1.88 68.9+2.32 67.54 + 1.50 48.93+352 50.40+2.08
Biomassa de raiz (g) 16.40+1.21 17.33 +0.96 11.70+0.21 12.07+0.68 14.61+0.84 16.57 + 0.36 7.44+0.54 8.94 +0.44
Biomassa total (g) 19248 +7.19 205.42 +1.64 140.91 £9.10 156.27 £3.59 149.87 +2.51 165.66+1.55 102.38 £5.37 115.82+2.96
Razdo raiz/parte aérea (g) 0.156 £0.01 0.163+0.013 0.145+0.003 0.145+0.009 0.153+0.005 0.179+0.004 0.106 +0.007 0.125+0.008
Biomassa de gréos (g) 70,84 +1,78 81.13+1.64 48,02 +1.85 60,59+2,17 41,43+1,65 56,67+2.24 24,35+0.2 35,18 +1.08
Peso de 1000 graos (g) 26.32 £0.27 26.09 +0.19 2351+1.08 25.70+0.14 23.35+0.73 23.33+0.68 18.36 £1.02 21.72+0.44
Graos cheios (%) 67.86 £ 0.27 72.40 +2.48 57.31+1.22 60.66+1.03 61.09+0.38 79,69+1.74 48,17 +0.45 57.13+1.53
indice de colheita (g.} 0.37 + 0.006 0.39 + 0.007 0.34 +0.007 0.36 + 0.01 0.28 +0.01 0.34+0.01 0.24+0.01 0.30 + 0,006
N° grdos. Planta 3617.6 +96.0 4103.2+59.9 3268.6+101.3 3550.2+92.9 2616,0+49.5 3138.5+69.93 2384.7+85.4 2524.8+37.3
N° grdos. Panicufa 11689 +3.11 133.77+7.71 100.90+0.99 110.09+4.79 103.55+2.18 121.4+3.42 103.95+1.94 108.14 +2.93
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4. DISCUSSAO

Neste estudo, foram confrontadas duas cultivares de arroz com sensibilidades
diferenciais ao excesso de Fe. A cultivar EPAGRI-109 (tolerante) exibiu maior
capacidade para acumular biomassa e maior producéo de grdos em relacdo a cultivar
BR-IRGA-409 (sensivel ao excesso de Fe). Diferencas na tolerancia a toxidez de Fe
parecem estar, em parte, associadas a ineficiéncia da cultivar sensivel de evitar o
excesso do metal nos tecidos quando comparada com a cultivar tolerante (Silveira et
al, 2007). Maiores producdes de graos da cultivar EPAGRI-109 foram associadas nao
somente a uma maior area foliar, mas também a uma maior capacidade fotossintética
por unidade de massa foliar (portanto, maior capacidade fotossintética em nivel de
planta inteira), e de uma maior particdo de assimilados para os grdos (maior indice de
colheita).

Independentemente da cultivar, os teores de Fe encontrados nas folhas-
bandeira e raizes de ambas cultivares, expostas ao Fe, estavam acima do nivel critico
de toxicidade em plantas, que varia de 300 a 500 mMglagsa seca (MS) (Dobermann
e Fairhurst, 2000). Na casca, a toxidez promoveu aumento de Fe na cultivar sensivel,
fato visualmente observado pela mudanga na coloragéo dos gréos (Fig 2 Suplementar),
mas nenhuma alterag&o no teor de Fe, como de nenhum outro nutriente & excecgao do
P na cultivar sensivel, foi verificada nos grdos de ambas cultivares. Diante destes
resultados, pode-se sugerir a existéncia de ajustes finos na particdo, remobilizacéo e
compartimentalizacdo dos nutrientes a serem armazenados no grao,
independentemente da quantidade total de Fe absorvido e/ou translocado,
evidenciando uma homeostase nutricional no grdo. Portanto, parece haver pouco
espaco para se incrementar os niveis de Fe no gréo de arroz e, pois, espera-se que o
cultivo dessa espécie em areas com excesso de Fe seja impactado em termos de
crescimento e producao (ver abaixo), mas sem gerar qualquer beneficio apreciavel em
termos de seguranca alimentar via aumentos dos teores de Fe no gréo.

Os efeitos da toxidez de Fe sobre desequilibrios nutricionais em arroz sao
relativamente bem estabelecidos (Vahl, 1991; Stein et al, 2009; Stein et al, 2014),
conforme aqui observado com os decréscimos nos teores de Ca, Mg, S, Cu e Mn,
especialmente nas folhas. Essa resposta € um tipo de interacdo antagonista promovida
pela inibicdo da absorcao de cations pelo excesso de Fe (Vahl, 1991). Ademais, efeitos

da toxidez de Fe sobre a producgdo, incluindo menor crescimento, aumento da
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esterilidade das espiguetas, reducado do enchimento de graos e menor biomassa de
graos, sdo consistentes com os resultados aqui apresentados. Além dessas alteracoes,
observaram-se reducdes de A em paralelo a decréscimos energ ETR. Os
decréscimos em ETR podem estar associados a menor concentracdo de clorofilas
(dados ndo mostrados) em resposta ao excesso de Fe e a deficiéncia de Mg. Note-se
gue menores valores de ETR foram associados a menores valosesudgegndo um
menor uso da energia radiante absorvida em processos fotoquimicos, bem como a uma
menor dissipacdo de energia na forma de calor (decréscimos/€m)Ffatos que
sugerem alteracdes nos centros de reacéo do FSIl (Logan et al, 2007). Em todo o caso,
visto que a razdo,A~m permaneceu em torno de 0,80, sugere-se que nao tenha ocorrido
fotoinibic&do da fotossintese nas plantas sob excesso de Fe (Logan et al, 2007).

Acredita-se que este seja o primeiro estudo a explorar os efeitos do Si, como
uma estratégia de mitigacao dos efeitos da toxidez por Fe, na fase reprodutiva do arroz.
Os beneficios gerados pela presenca de Si foram relacionados, pelo menos em parte,
ao decréscimo no acumulo de Fe na raiz e parte aérea, particularmente na cultivar
sensivel. Em todo o caso, mesmo nas plantas +Si, os teores de Fe nas folhas-bandeira
e raizes estavam dentro dos niveis caracterizados como de toxidez por Fe (Dobermann
e Fairhurst, 2000). Desde que o Si ndo afetou a area foliar das plantas, sugere-se que a
maior biomassa de graos (26-44%) e maior indice de colheita das plantas +Si+Fe em
relacdo aos das plantaSi+Fe devem ter sido associados especialmente a uma maior
capacidade fotossintética por unidade de area foliar (acoplada a um aumept® em g
ETR) e, secundariamente, a um discreto estimulo (6-9%) a formacao de mais graos
por planta. Convém ressaltar que a fertilizacdo com Si, per se, tem sido associada a
incrementos na producéo e no indice de colheita em arroz cultivado em condi¢des nao
estressantes; e, para suportar essa maior producao, parece haver um incremento da
capacidade fotossintética mediado por incrementos na condutancia estomatica ou
mesofilica (Detmann et al, 2012; Lavinsky et al, 2016). Esses resultados, obtidos com
outras cultivares de arroz, séo consistentes com os dados deste estudo. Tomados em
conjunto, os presentes resultados sugerem que os efeitos positivos do Si sobre a
fotossintese e a producéo foram manifestados mesmo nas plantas +Fe, especialmente
na cultivar sensivel, como bem mostra as analises dos componentes principais.

Em sintese, os presentes resultados suportam a hipotese de que o Si é capaz

de amenizar os impactos negativos da toxidez por Fe em plantas de arroz no estadio

reprodutivo, por reduzir o acimulo de Fe em folhas e raizes, o que indiretamente
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mitigou a deficiéncia nutricional multipla (especialmente as deficiéncias de Ca e Mg).
Registre-se que a toxidez por Fe, independentemente do Si, pouco ou nada afetou a
composicao nutricional dos graos. Enfatiza-se que, em termos de prodetiadad
menor teor de Fe nas plantas +Si foi associado ao maior rendimento de graos, que por
sua vez foi suportado pelo aumento em A, acoplado a incrementaseeemgETR.

Além disso, é provavel que o Si tenha reduzido o impacto negativo do Fe sobre a
esterilidade das espiguetas, em funcdo do possivel papel do Si na fertilidade das
paniculas (Lavisnky et al, 2016). Diante desses fatos, recomenda-se o emprego de
fertilizantes silicatados, em areas arrozicolas sob excesso de Fe, como uma estratégia
de manejo efetiva para reduzir os impactos negativos da toxidez por Heeosob

desempenho fotossintético e a producdo de grdos em arroz.
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ANEXO Il - Dados suplemnetares
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Fig 1- Relag&o entre o teor de Fe nas folhas, taxa de assimilacdo.d®)@0a taxa de

transporte de elétrons (ETR) para a condutancia estomaticaa@sLQA) Aegs (B) Ae
ETR (C) Ae FED) gs, e Fe.

BR-IRGA-409 EPAGRI- 109

Fig 2. Efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmol'L-Si ou + Si, respectivamente) e ferro, Fe (25
umol L™ ou 5 mmol X: -Fe e + Fe, respectivamente) sobre o apice de folhas nos tratamentos
-Si-Fe (A), -Si+Fe (B), +Si-Fe (C) e +Si+Fe (D) nas cultivares IRGA-409 e EPAGRI
(sensivel e tolerante a toxidez por Fe), respectivamente, cultivadas em solucé@.nutrit
Barra= 20mm
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Fig 3. Efeitos do silicio, Si (0 ou 2 mmof't-Si ou + Si, respectivamente) e ferro, Fe (25
umol Lt ou 5 mmol L -Fe e + Fe, respectivamente) na formacgéo da panicula (estadio R2)
nos tratamentosSi-Fe (A-l), -Si+Fe (B-J), +Si-Fe (C-L) e +Si+Fe (DyMe enchimento de
gréos (R6) nos tratamentdSiFe (E-N), -Si+Fe (F-O), +Si-Fe (G-P) e +Si+Fe (H-Q) nas
cultivares IRGA-409 e EPAGRI-109 (sensivel e tolerante a toxidez por Fe), respectivamente,
cultivadas em solucéo
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CONCLUSAO GERAL

A fertilizacdo com Si mitiga os impactos da toxidez por Fe em arroz,
inicialmente, por reduzir o teor de Fe em folhas e raiz, devido aos decréscimos na
expressdo dos genes que codificam para os transportadores de Fe IRRZ), e
retencdo na parede celular da faixa esclerenquimética e endodérmica da raiz, que
atuaram, assim, como barreiras apoplasticas na absorcdo e translocacdo de Fe para a
parte aérea. Além disso, a julga-pela reducdo da placa de Fe, a faixa
esclerenquimatica também atuaria na reducéo da perda radial de oxigénio. Nas folhas,
as células parenquimaticas do xilema funcionaram como um filtro na reducdo da
distribuicdo de Fe no mesofilo que, associada ao armazenamento de Fe em ferritinas,
contribuiu para o melhor desempenho fotossintético. Neste sentido, nas plantas
+Si+Fe, de ambas as cultivares, os maiores valorésfdeam associados a aumentos
correspondentes de @gm, sendo essas respostas, indiretamente, correlacionadas aos
menores teores de Fe nas folhas. Por outro lado, o excesso de Fe e/ou a fertilizacdo
com Si afetaram minimamente os parametros fotoquimicos e bioquimicos da
fotossintese, bem como as enzimas do metabolismo central do carbono, sugerindo
notavel homeostase metabdlica e reforcando a importancia de aspectos difusionais em
relacéo aos bioquimicos no controle de A, em condi¢des de toxidez por Fe.

No estadio reprodutivo, o excesso de Fe promoveu reducao no crescimento e
produtividade, além de ter induzido a toxidez indireta ao diminuir os teores de alguns
nutrientes nas folhas (e.g. Ca, Mg, Cu, Mn). Por outro lado, a fertilizagdo com Si
reverteu parcialmente esses efeitos. Ademais, em ambas as cultivares, a fertilizagao
com Si favoreceu ao aumentoAlacoplado a um incremento deegde ETR na folha-
bandeira, contribuindo para sustentar o maior nUmero de grdos por panicula e por
plantas, refletido na maior porcentagem de graos cheios, e consequentemente maior
indice de colheita, mesmo em condicao de excesso de Fe. A partir desses resultados, é
possivel sugerir que o Si tenha reduzido o impacto negativo do Fe sobre a esterilidade
das espiguetas, dado possivel papel do Si na fertilidade das paniculas, o que favoreceu
a maior produtividade e fotossintese. Contudo, ainda sdo necessarios estudos que
coadunem todas as informacdes a fim de, em termos praticos, demonstrar que o manejo
feito via fertilizacdo silicatada pode de fato mitigar a toxidez por Fe em condi¢bes de

campo.
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Por fim, registre-se que este é o primeiro estudo que descreveu o mecanismo
do Si na redugéo do teor de Fe em tecidos foliares por meio de mecanismos anatdomicos
(e.g. retencéo de Fe na parede celular) e como estes ao reduzir o teor de Fe nos tecidos

foliares sao relacionados aspectos fotossintéticos e de produtividade.
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