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RESUMO

Efeitos benéficos da adubacdo com silicio tém sido observados em Vvérias espécies vegetais,
especialmente quando estas estdo submetidas a estresse bidtico ou abidtico. Dentre os fatores
abioticos, a salinidade dos solos tem se constituido em um dos mais sérios problemas para a
agricultura irrigada em diversas partes do mundo. Esse estudo teve como objetivo analisar a
influéncia do silicio em plantas de arroz submetidas a niveis crescente de salinidade. As
plantas foram cultivadas em solucdo nutritiva contendo NaCl e Si em casa de vegetacéo
pertencente ao Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, da Universidade Federal
do Ceara. O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado com quatro
repeti¢des, em esquema fatorial de 3 x 3, sendo utilizado trés niveis de NaCl (0, 50 e 100
mM) e trés niveis de Si (0, 2 e 4,0 mM). Ap6s 15 e 30 dias do inicio da aplicacdo dos
tratamentos analisou-se: crescimento, trocas gasosas, teor de clorofila e carotenoides, analises
de solutos organicos e inorganicos e a atividade das enzimas no estresse oxidativo (SOD,
CAT, APX e GPX). A salinidade reduziu todas as variaveis de crescimento analisados,
enquanto o silicio foi capaz de atenuar essas redugdes no nivel intermediério de salinidade. O
estresse salino reduziu as trocas gasosas das plantas enquanto o Si atenuou essas quedas
somente no nivel mais elevado de salinidade. Os ions Na" e CI” foram aumentados e 0s teores
de K" e NO3 reduzidos nas folhas e raizes das plantas submetidas a salinidade, com o Si
atenuando o acimulo excessiva de Na* e CI" na parte aérea das plantas aos 30 dias. Os
carboidratos solGveis aumentaram com a salinidade, com quase nenhum efeito da nutricdo
com silicio. O sistema antioxidante enzimatico das plantas supridas com 2 mM Si foi mais
eficiente, especialmente com a atividade das enzimas CAT, APX e GPX, colaborando para a

tolerancia das plantas ao estresse salino.

Palavras-chave: Oryza sativa (L.). Salinidade. Silicio. Estresse.



ABSTRACT

Beneficial effects of fertilization with silicon have been observed in several plant species,
especially when they are subjected to biotic and abiotic stress. Among the abiotic factors, the
salinity of the soil has constituted one of the most serious problems for irrigated agriculture in
many parts of the world. This studo aimed to analyze the influence of silicon in rice plants
subjected to increasing levels of salinity. Plants were grown in nutrient solution containing
NaCl and Si levels corresponding in a greenhouse of the Department of Biochemistry and
Molecular Biology of the Federal University of Ceara. The experimental design was
completely randomized with four replications, in a factorial 3 x 3, being used three levels of
NaCl (0, 50 and 100 mM) and three levels of Si (0, 2 and 4.0 mM). After 15 and 30 days of
the beginning of the application of the treatments analyzed: growth, gas exchange,
chlorophyll and carotenoids, organic and inorganic solutes analysis and the activity of
enzymes in oxidative stress (SOD, CAT, APX and GPX). Salinity reduced all growth
variables analyzed, however the silicon was able to increase them as much in control as
conditions in salt stress conditions. Si 4 mM gave significant increases in photosynthesis and
chlorophyll b parameters of plants subjected to 100 mM NacCl in the two times of exposure to
salt. The Na * ions, CI” were increased by salt stress in leaves and roots, while K* and NO3"
ions were reduced, being only 15 days NOj3" stress. However, plants growing in Si - to 2 mM
had the lowest levels of Cl in the leaves under the two levels of salt stress and the two
exposure times. The higher concentration of silicon in the middle of the reduced levels of Na
+ only 30 days sheets when subjected to 100 mM NaCl and favored NOg" increase in stressed
plants. Overall the Si increased the proline content in plants under salt stress at 15 days of
exposure to salt and provided increases in soluble proteins. The enzymatic antioxidant system
of plants supplied with Si was more efficient, especially with the action of enzymes CAT,
APX and GPX, contributing to the resistance of plants to abiotic stresses. Supplementation

with Si was able to mitigate the effects of the salinity in rice plants.

Keywords: Oryza sativa (L.). Salinity. Silicon. Stress.
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1 INTRODUCAO

Entre as culturas anuais, o arroz é um dos cereais mais importantes no mundo,
pois constitui a dieta basica de mais de 50% da populacdo mundial com grande destaque do
ponto de vista econdmico e social. A importancia da cultura do arroz para o Brasil, junto com
o feijdo j& é conhecida e amenta a medida que cresce o contingente populacional brasileiro
(FAGERIA et al., 2008),

Assim como toda cultura agricola, a producdo de arroz é influenciada por um
grande numero de fatores ambientais. Alguns desses ndo sdo passiveis de manejo, como
clima; enquanto outros, como solo e agua, podem ser manejados para permitir o melhor
desempenho da cultura.

Dentre os fatores abiéticos, a salinidade dos solos tem se constituido em um dos
mais sérios problemas para a agricultura irrigada em diversas partes do mundo. Atualmente a
salinidade ¢ um fato crescente mundialmente, e notavel em regiGes aridas e semi-aridas,
decorrente das condicdes edafoclimaticas e da agricultura irrigada (JUNIOR et al., 2010). De
forma comum, a salinidade do solo afeta a germinacédo e a estrutura das plantas, bem como
seu desenvolvimento vegetativo, reduzindo assim a produtividade e, nos casos mais elevados,
levando a morte absoluta das plantas (KLAFKER, 2008).

Para sobreviverem ao estresse salino, as plantas utilizam varios mecanismos
bioquimicos e fisioldgicos (IYENGAR; REDDY, 1996). Tais estratégias incluem o acumulo
seletivo ou a exclusdo de ions, o controle na absorcdo dos ions pelas raizes e seu transporte
para as folhas, a compartimentalizacdo dos ions nas células ou na planta como um todo,

sintese de solutos compativeis, mudancas na rota fotossintética, alteragdo na estrutura das

membranas, inducdo de enzimas antioxidantes e hormonios vegetais (PARIDA; DAS,

2005).

A eliminacdo dos efeitos da salinidade no solo e nas plantas pelos métodos
tradicionais pode ser temporéria e insatisfatoria em regifes com limitacbes quanto a
guantidade e qualidade a agua disponivel. Diante disto, tém-se buscado técnicas de carater
duradouro, como a selecdo de espécies tolerantes a salinidade (SILVA et al., 2000), ou
emprego de agentes quimicos (MELLONI et al., 2000; MIRANDA, 2000; MIRANDA et al.,
2002), que possam proteger as plantas contra os efeitos toxicos do NaCl, como preconizaram
Ahmad (1987), Bradbury e Ahmad (1990) e Liang et al. (1996), ao verificarem que a
aplicacdo do silicio estimulou o crescimento de plantas de trigo, algaroba e cevada, cultivadas

em meio salino.
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O silicio ndo é considerado parte do grupo de nutrientes essenciais ou funcionais
do ponto de vista fisiolégico para o crescimento e desenvolvimento das plantas, entretanto, a
sua absorcdo traz inimeros beneficios, principalmente ao arroz. Isto mostra a essencialidade
agrondmica desse elemento para um aumento e ou producdo sustentavel desta cultura
(BARBOSA FILHO et al., 2001).

Assim, diante da importancia social e econémica da cultura do arroz a nivel
mundial e para o Brasil, e sabendo-se que, muitas vezes as safras da cultura sdo prejudicadas
pelo excesso de sal existente no solo e na agua de irrigacao, torna-se necessaria a realizacao
de pesquisas que visem a melhor compreensdo de estratégias de manejo, como o uso de
fertilizacdo silicatada e a obtencdo de informacgdes sobre os mecanismos fisioldgicos e
bioquimicos de tolerancia a salinidade.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da
aplicacdo de silicio no crescimento, metabolismo bioquimico e fotossintético em plantas de

arroz submetidas a salinidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cultura do Arroz

O arroz é uma planta monocotiledénea da familia das gramineas (Poaceae), e é
uma das mais antigas especies cultivadas, ocupando aproximadamente 10% do solo
agricultavel do planeta (BARIGOSSI et al., 2004). Considera-se que o arroz cultivado foi
domesticado a partir do arroz selvagem (Oryza rufipogon) milhares de anos atras, mas ha debates
em torno da origem e do processo de domesticacdo, sendo o sudeste asiatico apontado como o
local de origem. O arroz foi provavelmente o principal alimento e a primeira planta cultivada
na Asia havendo referéncia na literatura chinesa de seu cultivo ha cerca de 5000 anos
(PITOMBEIRA, 2006).

E uma graminea anual que se desenvolve em vérios ambientes, sendo mais
propicia em zonas quentes e Umidas. Todavia, adapta-se a outros tipos de clima, mas, por se
tratar de uma planta semiaquética, requer uma quantidade abundante de &gua para se
desenvolver e ter maior produtividade (FREITAS, 2010).

E a principal fonte de alimentacdo para cerca de dois tercos da populacdo
mundial, segundo estimativas, até 2050, haverd uma demanda para atender ao dobro desta
populacdo (AZAMBUJA et al., 2004). Destaca-se pela producdo e area de cultivo,
desempenhando importante influéncia no desenvolvimento sé6cio-econémico. Ao todo, sdo 15
mil produtores que empregam diretamente 232 mil pessoas no cultivo de 2,97 milhdes de
hectares de arroz no Brasil (INTERARROZ, 2008; IRGA, 2008).

O arroz é considerado como importante fonte de energia, devido a alta
concentracdo de amido, proteinas, vitaminas e minerais, além de possuir baixo teor de
lipidios. Sendo um dos principais alimentos da dieta nos paises em desenvolvimento, o arroz é
responsavel por fornecer, em média, 715 kcal per capita por dia, o que equivale a 27% dos
carboidratos, 20% das proteinas e 3% dos lipidios na alimentagdo diaria (KENNEDY et al.,
2002).

A cultura do arroz é o quarto produto agricola mais produzido no mundo, atras
apenas da soja, do trigo e do milho. A Asia é o maior produtor mundial (90,5%), seguido das
Américas (5,9%), Africa (3,0%), Europa (0,5%) e Oceania (0,1%) (AGRIANUAL, 2011).

O Brasil figura entre os dez paises onde mais se produz arroz, sendo China e india
0s maiores produtores. Com uma producdo nacional anual de arroz em casca de

aproximadamente 11,5 milhdes de toneladas, produzidas numa area maior que dois milhdes
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de hectares, o Brasil destaca-se como 0 nono maior produtor mundial de arroz e o primeiro
quando se excetua a Asia (AGRIANUAL, 2011).

Para a proxima safra brasileira 2014/15 de arroz, a producdo media devera ser
2,3% superior em relacdo a safra 2013/14, alcancando 12.397,2 milhGes de toneladas e
aumento de 3,5% na produtividade média, quando comparada com a safra anterior, chegando
ao indice de 5.289 kg/ha (CONAB,2015).

A producdo de arroz no Nordeste em 2013 alcangou o volume de 914.600
toneladas, representando 7,5% do total produzido no Pais. Dentre os estados do Nordeste, 0
Maranh&o se destaca com a participacdo de 72% do arroz produzido na regido, seguido do
Piaui, com 16,2% e o Cear4, que responde por 3,5% (CONAB, 2015).

O arroz € produzido sob diferentes sistemas de cultivo. Estes sistemas se
diferenciam quanto a irrigacdo, a forma e a época de preparo do solo e aos métodos de
semeadura. Dentre eles podem ser citados: o cultivo de sequeiro, convencional, cultivo
minimo, plantio direto e pré-germinado.

Assim como toda cultura agricola, a producdo de arroz é influenciada por um
grande numero de fatores ambientais. Dentre os fatores que reduzem o rendimento desta
cultura, a salinidade do solo e da &gua de irrigacdo, é considerada um dos principais fatores
abioticos responsavel pela reducdo na produtividade de arroz (MUNNS, 2002).

A tolerancia salina varia com a espécie, sendo o arroz classificado como
moderadamente sensivel (LOOMIS; CONNOR, 1992), e evidentemente deve ocorrer,
também, variacOes de tolerdncia salina dentre genétipos da mesma espécie. O germoplasma
do arroz possui uma variabilidade genética para toleréncia ao sal, mas o nivel de tolerancia
ndo é muito alto. Na cultura, as variedades japonicas sdo consideradas moderadamente
tolerantes enquanto as variedades indicas, sensiveis ao estresse salino (MACHADO;
TERRES, 1997).

Os efeitos da salinidade variam conforme o estddio de desenvolvimento da
cultura, sendo os periodos de plantula e reprodutivo os mais criticos a salinidade da agua de
irrigacdo, enquanto que o maior nivel de tolerancia se da durante a germinag&o, periodo em
que o nivel critico de algumas variedades pode chegar a até 24 dS m-1 (DJARAGUIRAM et
al., 2003). Segundo Ehrler (1960), quando em niveis acima do toleravel, a salinidade ocasiona
diminuicdo do perfilhamento e aumento da esterilidade das espiguetas. Varios estudos, com
diferentes gendtipos e em diferentes ambientes e locais, demonstram uma relacdo linear entre
0 aumento nos niveis de salinidade e a diminui¢cdo do namero de perfilhos, aléem do aumento
do nimero de perfilhos ndo produtivos (CASTILHO et al., 2007).
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2.2 O problema da salinidade na agricultura

A salinidade dos solos e da agua de irrigacdo € considerada um dos principais
fatores abidticos responsavel pelo estresse nas plantas, causando danos no metabolismo
vegetal, reduzindo a produtividade agricola e provocando efeitos deletérios em muitos
processos fisioldgicos (MUNNS, 2002).

O estresse salino € caracterizado por promover duas caracteristicas bastante
peculiares: baixos potenciais osméticos e altas concentragdes de cations, como o Na*; Ca**;
Mg2+ e K* e anions, como CI', SO, HCO5,, CO3% e NO3 (TOPPA; BRAMBILLA, 2011).

O excesso de sais pode alterar tanto as fungdes fisioldgicas quanto biogquimicas
das plantas, causando estresse osmdtico, o que resulta em distarbios das relagBes hidricas,
alteragBes na absorcdo e utilizacdo de nutrientes essenciais, além do acimulo de ions toxicos
(AMORIN et al., 2010).

Estima-se que 20% das terras cultivadas no mundo e aproximadamente % das
terras irrigadas estejam afetadas por sais (SAIRAM; TYAGI, 2004). No Brasil, os solos
comprometidos pela salinidade ocupam cerca de 160.000 Km? ou 2% do territério nacional,
sendo a Regido Nordeste, o Estado do Rio Grande do Sul e o Pantanal Mato-grossense as
areas mais atingidas pelo e excesso de sais (RIBEIRO et al., 2009). Esse problema é mais
agudo nas regides semi-aridas onde a baixa pluviosidade e a elevada demanda evaporativa
contribuem decisivamente para o agravamento da salinizacdo dos solos (VIEGAS et al.,
2001).

De acordo com informagOes obtidas de Rodrigues et al. (2005), no Nordeste
brasileiro sdo aproximadamente nove milhdes de hectares salinizados, envolvendo sete
estados; dentre os quais na Bahia, encontra-se a maior area de solos afetados por sais, cerca de
44% da éarea salinizada, seguido do Ceard, com aproximadamente 25%. Nessa regido, a
irrigacdo tem papel fundamental no progresso da agricultura, no entanto, a ampliagdo da
agricultura irrigada e o uso intensivo de aguas de qualidade duvidosa, combinada com a alta
taxa evaporativa, pode promover aumenta nas concentraces de sais na superficie do solo
(DANTAS et al., 2002; LAMBERS, 2003). A salinizacdo na area irrigada é determinada pela
qualidade da &gua de irrigacdo, pelo método de irrigacdo, tipo de drenagem, grau de
permeabilidade do solo e nivel do lencol freatico (FAGERIA et al., 2011).

A classificacdo de um solo como salino baseia-se no valor da condutividade
elétrica (CE), segundo Richards (1954), Daker (1976) e USDA-ARS (2008), um solo é
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considerado salino quando o valor da CE do seu extrato de superior a 4,0 dS m™, o que
equivale, aproximadamente, a uma solucéo de NaCl a 40mM, com uma pressdo oamatica em
torno de 0,2 Mpa. A maioria das culturas ¢é afetada por uma condutividade elétrica do extrato
de saturacdo do solo (CEes) superior a 2,0 dS.m™ (HOLANDA et al., 2010). Entretanto
mesmo em baixas concentracfes de sais, a maioria das espécies tem seu crescimento inibido
ou retardado (GREENWAY'; MUNNS, 1980).

A implicacdo pratica da salinidade sobre o solo é a perda da fertilidade e a
susceptibilidade a erosdo, além da contaminacdo do lencol freatico e das reservas hidricas
subterraneas. O conhecimento dos efeitos dos sais na planta e no solo, bem como os
fendmenos envolvidos sdo fundamentais quando se pretende adotar praticas de manejos
adequados da agua e de cultivo visando a producdo comercialmente com agua salina.
(PRISCO; GOMES FILHO, 2010).

Atualmente, as principais opgdes para se evitar a salinizacdo dos solos irrigados
ou cultivar em solos salinizados podem ser a realizacdo da drenagem adequada, lixiviagcdo do
excesso de sais, plantio de culturas mais tolerantes, utilizacdo de métodos de irrigacao
adequados as condicbes de salinidade do solo e da agua de irrigacdo, além do emprego de
neutralizantes e/ou precipitadores de sais ao solo, como o aplicacdo de gesso agricola, acidos
sulfurados e recentemente a aplicagdo de biocompostos ao solo (DIAS, 2011).

Assim, nas situacGes em que a salinidade do solo ndo pode ser mantida num nivel
aceitavel para as culturas exploradas economicamente, mediante um manejo adequado do solo
e da agua de irrigacdo, uma alternativa viavel é a selecdo criteriosa de espécies ou cultivares
que, a0 mesmo tempo, sejam mais tolerantes aos danos causados pelos sais e possam ter

producdes economicamente rentaveis (FREITAS, 2010).
2.3 Respostas das plantas aos efeitos provocados pela salinidade
2.3.1 Salinidade e crescimento vegetativo

Os efeitos do sal, na planta como um todo, incluem modificacdes morfologicas,
mudangas nos processos fisiologicos, bioguimicos, anatbmicos e ultraestruturais (TESTER;
DAVENPORT, 2003). Essas mudancas geralmente resultam na reducdo da parte aérea
(MISRA et al., 1995), enraizamento (LOPEZ; SATTI, 1996), taxa de transpiracdo (MASSAI
et al., 2004), fotossintese e contetdo de pigmentos fotossintéticos (RENAULT et al., 2001;
STOEVA; KAYMAKANOVA, 2008).
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Geralmente, o primeiro e um dos mais notdrios efeitos da salinidade no
desenvolvimento das plantas € a reducdo no crescimento e consequentemente reducgdo da area
foliar disponivel para a fotossintese, levando a diminuicdo da biomassa dos 6rgaos das plantas
(PARIDA; DAS, 2005). Esses efeitos no crescimento das plantas podem ser de natureza
ibnica, osmética ou de ambas (PRISCO, 1980; HASEGAWA et al., 2000). Os efeitos idnicos
sdo decorrentes de elevada absorcdo de fons, especialmente Na® e CI, que em altas
concentragdes, alteram a homeostase ionica da célula, a qual é de fundamental importancia
para as atividades de muitas enzimas citosélicas e para a manutencdo do potencial de
membrana celular (NIU et al., 1995; ZHU, 2003). Os efeitos osmoticos, resultantes da
reducdo do potencial osmético, consequentemente, provoca um déficit hidrico no ambiente
radicular, limitando a absorcdo de &agua pela planta e o fluxo para a parte aérea
(GREENWAY; MUNNS, 1980; MUNNS, 1993).

Autores afirmam que a limitacdo na disponibilidade de agua, em situacdes de
estresse salino, exerce seus efeitos diretamente na expanséo e diviséo celulares (ZIDAN et al.,
1990; NONAMI; BOYER, 1993). O crescimento da parte aérea é geralmente mais afetado
que o do sistema radicular, sendo observada uma reducdo na razdo de massa seca entre a parte
aérea e a raiz (CHEESEMAN, 1988; MUNNS, 2002). Outro fator que também pode
contribuir para a diminuicdo da biomassa em condi¢bes de estresse salino é o
redirecionamento do fluxo de carbono para processos que estdo envolvidos no crescimento,
como por exemplo, aqueles relacionados com o ajustamento osmotico das plantas cultivadas
em ambientes salinos (BINZEL et al., 1985).

O grau com que a salinidade afeta o crescimento depende de fatores intrinsecos a
planta (espécie, cultivar e estadio de desenvolvimento), fatores relacionados ao estresse
(caracteristicas dos sais, concentracdo salina, tempo de exposi¢do aos sais e seu modo de
aplicacdo) e fatores ambientais (luz, temperatura e umidade relativa do ar), bem como da
interacdo entre eles (GREENWAY; MUNNS, 1980; MUNNS; TERMAAT, 1986;
SHANNON; GRIEVE, 1999; BRAY et al., 2000).

2.3.2 Salinidade e parametros fotossintéticos
A reducdo no crescimento das plantas € muitas vezes acompanhada pelo

decréscimo na taxa de fotossintese, o qual tem sido bastante investigado (SOUSSI et al.,
1998; ROMERO-ARANDA et al., 2001; AZEVEDO NETO et al., 2004).
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O deficit hidrico induzido pela salinidade acarreta reducdo na condutancia
estomatica, limitando a assimilacdo liquida de CO,, causando uma dimunuicdo na fotossintese
liquida. Assim, apesar de reduzir a perda de agua através da transpiracdo, a curto prazo, o
fechamento dos estdmatos € o principal fator limitante da fotossintese (GHOLZ et al., 1990;
DAVIES; ZHANG, 1991). A longo prazo, o excesso de ions toxicos no mesofilo inibe a
fotossintese por meio de mecanismos ndo-estométicos, afetando a atividade de enzimas
fotossintéticas, reduzindo o contetdo total de clorofila e carotenoides, o transporte de elétrons
nos cloroplastos , consequentemente, causando um decréscimo na eficiéncia do fotossistema
Il (PARIDA et al., 2003; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os sais absorvidos pelo fluxo transpiratério podem causar injarias ao atingir
niveis toxicos nos tecidos e, eventualmente, a morte da planta. Isto se deve, provavelmente, a
capacidade limitada das células em compartimentaliza-los nos vacuolos, permitindo seu
acumulo no citosol e afetando a atividade de vérias enzimas metabdlicas (MUNNS, 2002).

E relativamente comum em estresses mais severos a ocorréncia de necrose dos
tecidos foliares e aceleracdo da senescéncia de folhas maduras, o que reduz a area destinada a
fotossintese (MUNNS; TERMAAT, 1986; MUNNS, 2002; BEZERRA et al., 2005).

2.3.3 Salinidade e solutos inorganicos

O actmulo de compostos inorganicos (Na*, K* e CI") é bem evidenciado em
condigbes de estresse salino; embora esses elementos tenham papel importante no
crescimento de plantas superiores nessas condigdes, suas contribuicdes relativas variam entre
as espécies, entre as cultivares de uma mesma espécie, entre 6rgaos e tecidos de uma mesma
planta e até entre diferentes compartimentos de uma célula (ASHARAF; HARRIS, 2004).

Em geral o excesso de Na* pode conduzir a deficiéncia de K* e Ca** e a absorcao
de NOj3 pode ser inibida por CI" (SHANNON, 1992). Com resultado a planta torna-se
susceptivel a distarbios osmoticos ou ions-especificos, bem como a desordens nutricionais
que podem resultar na reducdo da produgdo ou da qualidade das culturas (GRATTAN,;
GRIEVE,1999), portanto a tolerancia ao sal ndo requer somente adaptacdo a toxicidade pelo
Na®, mas também a aquisi¢do de K*, um nutriente essencial. A manutenco da relacdo K*/Na*
no citosol depende dos processos que controlam a absorcdo, o efluxo, a translocagdo e a
compartimentalizagdo de Na* nos vactolos (MAATHUIS; AMTMANN, 1999).

O potéssio tem sua absorcdo afetada pela alta concentracdo externa de sodio

devido a similaridade quimica desses dois ions. Portanto, os sistemas de transporte de
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potassio envolvendo uma seletividade maior por K* do que por Na*, a compartimentalizacdo
dos ions no vacuolo e o controle do seu transporte para as folhas podem conferir nas plantas
um fator determinante para a tolerdncia ao sal (ASHRAF, 1999; PARIDA; DAS, 2005
RODRIGUEZ-NAVARRO, 2000).

2.3.4 Salinidade e 0 acumulo de solutos organicos

Outra resposta das plantas ao estresse salino é o acumulo liquido de diferentes
solutos, que reduzem o potencial osmético da planta, tornando possivel a manutencdo da
absorcdo de &gua e da pressdo de turgescéncia, mecanismo conhecido como ajustamento
osmotico. Esse mecanismo é acompanhado pela absorcao de ions inorganicos, bem como pela
acumulacdo de solutos organicos (osmoprotetores) (STRANGE, 2004). Os ions sdo
sequestrados no vaclolo, enquanto os solutos orgénicos sdo compartimentalizados no
citoplasma, para balancear o baixo potencial osmético nos vactolos (TAIZ; ZEIGHER,
2013). Por esta razdo, esses compostos sdo também chamados de solutos compativeis
(BOHNERT et al., 1995).

Os solutos que se acumulam em diferentes espécies incluem: &cidos organicos
(malato, oxaloaceato, etc.), carboidratos sollveis (glicose, frutose, sacarose e trealose),
aminoacidos livres, aminoacidos (prolina e hidroxiprolina). Embora ndo sejam muito
carregadas, as moléculas desses compostos sdo polares e altamente solliveis (BOHNERT et
al., 1995; SAIRAM; TYAGI, 2004). Entre os compostos organicos, 0s nitrogenados -
aminoacidos, inclusive a prolina e compostos quaternarios de aménio, entre eles a glicina
betaina e os poli-hidroxilicos (carboidratos e polialcoois) sé@o os solutos mais comumente
acumulados em plantas em condicOes de estresse (ASHARAF; HARRIS, 2004).

Além de seu papel estritamente osmotico, tais solutos organicos contribuem
também para a estabilidade das proteinas e das membranas celulares, ao promoverem a
remocdo de radicais livres de oxigénio, gerados pelo estresse oxidativo secundario
(MANSOUR, 2000).

A regulacdo da concentracdo e a compartimentalizacdo dos ions tdxicos, a
producdo de osmoprotetores e a ativacdo de enzimas antioxidantes sdo mecanismos
fisioldgicos das plantas que favorecem a sobrevivéncia em ambientes salinos (BRILHANTE,
2006).
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2.3.5 Salinidade e o estresse oxidativo

Outro aspecto comum causado pelo estresse salino € um estresse secundario ou
estresse oxidativo, que corresponde ao aumento na formacédo de espécies reativas de oxigénio
(EROs). Essas espécies incluem radical superdéxidos (O,), peroxidos de hidrogénio (H,0,),
oxigénio singleto (*Oy) e o radical hidroxila (OH™ ) (PASTORI; FOYER, 2002; APEL; HIRT,
2004; SCANDALIQOS, 2005). Essas EROs sdo altamente citotdxicas e podem danificar o
metabolismo normal causando dano oxidativo em lipidios, proteinas e acidos nucléicos
(MCKERSIE; LESHEM, 1994; PASTORI; FOYER, 2002; APEL; HIRT, 2004).

O estresse oxidativo induz nas células vegetais a formacao de espécies reativas de
oxigénio, que podem atacar e modificar quase todas as moléculas organicas, resultando em
sérios danos as células e aos tecidos (APEL; HIRT, 2004; MOLLER et al., 2007; MAIA,
2008). Por outro lado, as plantas podem mobilizar enzimas e substancias antioxidantes para
protegé-las contra o excesso ou a producdo inapropriada dessas espécies (BULBOVAS et al.,
2005). O estresse oxidativo € definido, portanto como um desequilibrio na relacdo entre
compostos antioxidantes versus compostos pro-oxidantes, levando ao aumento da
concentracdo das espécies reativas de oxigénio (EROs).

As EROs sdo moléculas formadas durante a fotossintese, respiracdo e
fotorrespiracdo, reagdes que ocorrem nos cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos,
respectivamente (EAUX; TOLEDANO, 2007). Além do que é produzido nessas organelas,
pode também haver formacdo de EROS na membrana plasmatica (SLESAK et al., 2007).
Esses radicais livres sdo, sobretudo, subprodutos do metabolismo celular regular, mas podem
ser geradas com alteracdes no sistema de transporte de elétrons durante condicdes de estresse.
(BREUSEGEM et al., 2001).

A produgdo de EROs pode iniciar o processo de peroxidagdo lipidica nas
membranas celulares, formando hidroperoxido de lipidios. A peroxidacdo de lipidios de
membrana € um dos eventos mais significativos do estresse oxidativo porque causa a
diminuicdo da fluidez da membrana, modificacbes de permeabilidade idnica e de outras
funcgdes associadas as membranas (QUEIROZ et al., 1998).

A fim de minimizar os danos causados pelas EROS, as plantas podem lan¢ar mao
de um complexo sistema de defesa que envolve substancias antioxidantes, como, por
exemplo, &cido ascorbico e carotendides, e enzimas antioxidativas, tais como catalase (CAT),
dismutase do superoxido (SOD), peroxidase do ascorbato , peroxidases ndo especificas
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(POX), redutase da glutationa (GS), entre outras (BRAY, 2000; FILIPI, 2004; AZEVEDO
NETO, 2005).

2.3.5.1 Mecanismo enzimatico de eliminacao das EROs

Em plantas expostas a condi¢gbes ambientais adversas foi evidenciada uma alta
expressao da SOD como forma de protecdo a um possivel estresse (GUPTA et al., 1993).
Dentro de uma célula, a superoxido dismutase (SOD) constitui a primeira linha de defesa
contra EROs por serem enzimas catalisadoras da dismutacéo do superoxido (O, a peréxido
de hidrogénio (H,0) e oxigénio (O,) (GRATAO et al., 2005). Em plantas superiores as
SODs ocorrem em trés diferentes formas moleculares, classificadas de acordo com o ion
metalico presente no grupo prostético: Mn-SOD, Cu/Zn-SOD e Fe-SOD (ASADA, 1999;
ARORA et al., 2002). Essas isoenzimas estdo distribuidas em diferentes compartimentos
celulares: a Fe-SOD ¢é encontrada principalmente nos cloroplastos, a Mn-SOD nas
mitocondrias e peroxissomos e a Cu/Zn-SOD nos cloroplastos, citosol e, possivelmente, no
espaco extracelular (ALSCHER et al., 2002).

A CAT é uma das principais enzimas na elimina¢do do H,0O, gerado durante a
fotorrespiragdo ¢ a B-oxidacdo dos &cidos graxos. Atua nos peroxissomos e glioxissomos e
pode ser encontrada também em mitocondrias. Ela converte duas moléculas de H,O, a H,O e
oxigénio molecular (HELDT; HELDT, 2005c; DUBEY, 2011). As plantas possuem varias
isoformas de CAT, as quais podem dismutar diretamente 0 H,O, ou oxidar substratos, tais
como metanol, etanol, formaldeido e &cido formico (BREUSEGEM et al., 2001).

A CAT pode ser dividida em trés classes: catalase da classe | remove o H,0;
produzido durante a fotorrespiragdo em tecidos fotossintéticos; catalase da classe Il s&o
produzidas em tecidos vasculares e podem exercer uma funcdo de lignificagdo, mas, sua exata
fungéo biologica permanece desconhecida; e a classe 11l esta presente abundantemente em
sementes e plantas jovens, e cuja atividade estd relacionada a remocédo do H,O, produzido
durante a degradacdo dos &cidos graxos no glioxissomo (BREUSEGEM et al., 2001).

A atividade da CAT e efetiva, principalmente, em concentracGes relativamente
altas de H,O, (mM), por isso sdo consideradas indispensaveis para a desintoxicacao de ERO,
especialmente em condigdes de estresse severo, quando os niveis de H,O, estdo maiores
(DUBEY, 2011).

As enzimas SOD e CAT formam um dos mais importantes sistemas de defesa das

plantas contra as EROs, removendo, respectivamente, os radicais O, e H,0,, evitando, desta
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forma, a producdo do radical hidroxila (HO"), gerado pelas reacdes do estresse oxidativo
(ASADA, 1992; SCANDALIQS, 1993).

A APX é uma heme-proteina, da Classe | da superfamilia das peroxidases, com
distintas formas isoenzimaticas, diversamente reguladas. Suas isoformas podem ser
encontradas em citosol, mitocéndrias, peroxissomos, cloroplastos (estroma e ligadas as
membranas dos tilacdides) e parede celular (DABROWSKA et al., 2007; De GARA, 2004).

O aumento da atividade da APX em resposta a estresses ambientais como
salinidade, frio, intoxicacdo por metais, seca, calor, 0z6nio, alta intensidade luminosa e ataque
por patdgenos, entre outros, tem sido relatada em diferentes espécies de plantas
(YOSHIMURA et al., 2000; SHARMA; DUBEY, 2004). Esses dados indicam que esta
enzima desempenha papel importante na detoxificacdo de EROs produzidas em condi¢des de
estresses (SHIGEOKA et al., 2002).

A APX exige o &cido ascorbico como redutor. Tem alta afinidade com o H,O»,
permitindo a sua eliminagdo mesmo em baixas concentragdes (LOCATO et al., 2010;
SHARMA et al., 2012). Nos cloroplastos e mitocondrias a APX atua no ciclo ascorbato-
glutationa, no qual o H,O, formado pela acdo da SOD ¢ reduzido pelo ascorbato (MITTLER,
2002; LOCATO et al., 2010). Nos cloroplastos a fotorreducdo do oxigénio a agua pode gerar
O". e Hy0,, que sdo eliminados pela acdo da SOD e da APX, respectivamente (ASADA,
2006). Em geral, séo inibidas por cianeto e azida e, em conjunto com as CATSs, catalisam a
reducdo de H,O; para 4&gua no meio intracelular (MAIA, 2004).

As afinidades da APX e CAT ao H,0O, sugerem que elas pertencam a duas
diferentes classes de enzimas removedoras de H,O,: APX pode ser responsavel pela fina
modulacdo de EROs, enquanto CAT pode ser responsavel para a remoc¢do do excesso de
EROs durante situagdes de estresse (MITTER, 2002).

Além da APX, outro grupo de peroxidases encontrado em plantas é o das
isoenzimas que utilizam o guaiacol (GPX) como doador de elétrons. A GPX é encontrada no
citosol, vacuolo, parede celular e espacos intracelulares, e realiza importante papel na
fisiologia das células vegetais (ASADA, 1992).

Alguns autores ressaltam a importancia da coordenagdo entre a atividade da
superdxido dismutase com as atividades da catalase, ascorbato peroxidase e peroxidases ndo
especificas nos processos de remocdo do superoxido e perdxido de hidrogénio e,
consequentemente, na toleréncia a salinidade (LIANG et al., 2003; BADAWI et al., 2004).



24

2.4 Silicio

2.4.1 Silicio no solo

O silicio (Si), depois do Oxigénio, € o elemento mais abundante da crosta
terrestre, porém a maioria das classes de solos, principalmente os arenosos apresentam baixos
teores sollveis desse elemento. Ocorre principalmente como mineral inerte das areias, quartzo
(SiO; puro), caulinita, micas, feldspato e em outros argilominerais silicatados (MARSCHNE,
1995).

Esta mais presente na solugdo do solo na forma de &cido silicico (H4SiO4) em
concentracdes variando entre 0,1 e 0,6 mM, em grande parte na forma ndo dissociada
(pK1=9,6), que é facilmente absorvido pelas plantas (RAVEN, 1983). Dentre as principais
fontes de H4SiO, citam-se: a decomposi¢do de residuos vegetais, a dissociagdo do acido
silicico polimérico, a liberacdo de Si dos éxidos e hidroxidos de Fe e Al, a dissolucdo de
minerais cristalinos e ndo cristalinos, a adicdo de fertilizantes silicatados e a agua de irrigacdo.
Os principais drenos de silicio incluem a precipitacdo do H4SiO, em solucdo formando
minerais, a polimerizagdo do acido silicico, a lixiviagéo, a adsor¢éo em 6xidos e hidroxidos de
Fe e Al e a prdpria absorc¢éo pelas plantas (LIMA FILHO et al., 1999).

Solos tropicais e subtropicais sujeitos a intemperizacdo e lixiviagdo, com cultivos
sucessivos, tendem a apresentar baixos niveis de Si trocavel, devido a dessilicatizacdo. Estes
solos, normalmente, apresentam baixo pH, alto teor de Al, baixa saturacdo por bases e alta
capacidade de fixacdo de P, além de uma atividade microbiana reduzida (LIMA FILHO et al.,
1999).

O fornecimento de Si as plantas tem mostrado inUmeros beneficios para as
plantas, incluindo aumentos na produtividade por meio de ac¢des indiretas, como diminui¢ao
do autossombreamento, maior rigidez estrutural dos tecidos, resisténcia ao estresse salino e da
deficiéncia hidrica, reducdo da toxidez de Al, Mn, Fe, diminui¢do na incidéncia de patdgenos
e aumento na protecdo contra herbivoros, incluindo os insetos fitéfagos (MARSCHNER,
1995; RODRIGUES et al., 2011).
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2.4.2 Silicio na Planta

As plantas absorvem o silicio da solugdo do solo na forma de acido silicico
H4SiO,, através de um processo passivo regulado pela transpiracdo, via xilema, juntamente
com a agua (fluxo de massa), ou por um processo ativo, através de transportadores especificos
situados na membrana plasmatica das células das raizes. O transporte de longa distancia nas
plantas é limitado aos vasos do xilema e grandes quantidades de Si sdo depositadas na parede
celular desses vasos. Este fato pode ser importante para prevenir a compressdo dos vasos
xilematicos quando a taxa de transpiracdo € elevada. O Si absorvido se acumula nos tecidos
mais velhos da planta, principalmente nas paredes das células da epiderme, como é&cido
monosilicico polimerizado ou silica amorfa (SiO,.nH,0), que contribui substancialmente para
o fortalecimento da estrutura da planta (MITANI; MA, 2005). A absorcdo de silicio pelo arroz
parece ser um processo ativo, enquanto que para outras espécies como trigo, girassol e soja,
esse mecanismo parece ser passivo (VORN, 1980).

As plantas diferem bastante quanto a sua capacidade de absorver Si, sendo que,
até mesmo genoétipos de uma mesma espécie podem apresentar diferentes concentragcdes em
seus tecidos, havendo, portanto, grande variabilidade na capacidade genética dos cultivares
em acumularem este elemento. Em geral, as plantas sao classificadas como acumuladoras, ndo
acumuladoras e intermediarias. Atualmente, consideram-se plantas acumuladoras de Si
aquelas com teores superiores a 1 g de Si kg™ MS, como é o caso do arroz e do trigo; plantas
Ccomo a soja e as cucurbitaceas sdo consideradas intermediarias, pois podem acumular entre
0,5 e 1 g de Si kg™ MS; nas plantas ndo acumuladoras, como é o caso do feijio e a maioria
das dicotileddneas, o teor de silicio é inferior a 0,5 g kg™ MS (MA et al., 2001).

O Si absorvido pela planta € depositado principalmente na parede celular, abaixo
da cuticula, aumentando a rigidez da célula, e segundo Lee et al. (1990), citados por Barbosa
Filho et al. (2000), podendo elevar os conteddos de hemicelulose e lignina da parede celular;
0 mecanismo de resisténcia a doengas € atribuido a associacdo do Si com constituintes da
parede celular, tornando-as menos acessiveis as enzimas de degradacéo.

Os efeitos do silicio nas plantas sdo mais evidentes quando elas sdo submetidas a
algum tipo de estresse, seja ele de natureza quimica, fisica ou biolégica. Maior rigidez
estrutural, menor transpiracdo, maior tolerancia a doencgas e pragas, maior resisténcia ao
acamamento, encharcamento, veranicos e geadas, bem como neutralizagdo ou diminuicdo dos

efeitos toxicos de metais pesados, como manganés e aluminio, sdo alguns dos importantes
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beneficios que a adubacgdo silicatada pode proporcionar para as plantas cultivadas (LIMA
FILHO, 2009).

De acordo com Moldes et al. (2006) distintas concentracdes de silicio promove a
atividade de enzimas antioxidantes tais como a catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX),
e superdxido dismutase (SOD), a variacdo dos niveis de peroxidacdo lipidica e as relacfes
entre 0 mecanismo antioxidante das folhas e raizes de algoddo com o uso de silicio.

Além disso a aplicacdo de silicio deixa as folhas mais eretas, diminuindo o
sombreamento mutuo e aumenta a altura das plantas, consequéncia de maior comprimento da
lamina foliar (YOSHIDA et al., 1969; TAKAHASHI, 1995; FARIA, 2000), porém com
pouca influéncia no acimulo de matéria seca (TANAKA; PARK, 1966; LIANG et al., 1994;
CARVALHO, 2000).

2.4.3 Importéancia do silicio para a cultura do arroz

A planta de arroz e reconhecida mundialmente como eficiente acumuladora de Si
e responsiva a fertilizacdo silicatada. Diversos efeitos tém sido relacionados a adubacao
silicatada em planta de arroz que podem aumentar a tolerancia das mesmas sob condicdes
adversas, tais como: reducdo da transpiracdo cuticular (YOSHIDA et al., 1959; HORIGUCHI
,1988, AGARIE et al., 1998b; MA et al., 2001), aumento da eficiéncia da utilizacdo de agua
(GAO et al,. 2004), aumento do poder oxidativo das raizes (HORIGUCHI ,1988), diminui a
incidéncia de doengas (DATNOFF et al., 1991; KONDORFER et al., 1999; SANTOS et al.,
2003), reducdo da toxidez por sédio (YEO et al., 1999). Segundo Agarie et al. (1998) a
camada cuticular tem um importante papel na regulacdo estomatal, devido a manutencao da
umidade nas células da epiderme junto as células guarda do aparelho estomatico.

Além disso, o silicio pode aumentar o nimero e o tamanho dos aerénquimas nas
plantas de arroz, estruturas responséveis pela conducdo do oxigénio da parte aérea para as raizes,
aumentando o poder oxidativo, diminuindo a toxidez de ferro e manganés na planta
(HORIGUCHI 1988; BARBOSA FILHO, 1987; VERMAS; MINHAS 1989).

Savant et al. (1997a) atribuiram a queda da produtividade do arroz em vérias
regides do mundo a uma possivel diminuicdo do teor de silicio no solo. Esses autores
relacionaram trés fatores que podem estar envolvidos nesse fendmeno: a) muitos solos de
areas produtoras de arroz de regibes tropicais e sub-tropicais apresentam graus variados de
dessilificacdo; b) a cinética de dissolucdo do silicio no solo é muito baixa; c) o silicio da

solucdo do solo é adsorvido por sesquioxidos que estdo presentes em muitos solos tropicais.
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A utilizacdo intensiva dos solos, principalmente com culturas acumuladoras de
silicio, pode torné-los paulatinamente deficientes no elemento, pois a exportacdo do silicio
ndo é compensada via de regra com fertilizacdes silicatadas (LIMA FILHO et al., 1999).

Apesar da importancia do silicio para a agricultura e em especial para as culturas
acumuladoras como o arroz, estudos relacionados a marcha de absorcdo desse elemento séo
escassos. O entendimento da absor¢do e do acumulo de silicio nas diferentes fases de
desenvolvimento da planta é importante, porque permite inferir as épocas em que o nutriente €

mais exigido e sua distribui¢do nas diferentes estruturas da planta.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Semeadura e condicdes de cultivo

O presente experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e as andlises
bioquimicas foram realizadas nos Laboratdrio de Fisiologia Vegetal 1 e 2, ambos pertencentes
ao Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, no Centro de Ciéncias da
Universidade Federal do Ceard. Sementes de arroz cv. SCSBRS 133 obtidas na cidade de
Iguatu-CE, foram selecionadas para a germinacdo de acordo com tamanho, aparéncia e
sanidade e colocadas para germinar entre duas folhas de papel tipo “germitest” umedecidas
com agua desionizada com volume correspondente a 2,5 vezes da massa do papel seco. Foram
colocadas vinte sementes por rolo, dispostas em uma Unica fileira, a aproximadamente 1,5 cm
da borda superior do papel e a 3,0 cm das bordas laterais. Apds a semeadura, quatro conjuntos
de folhas de papel germitest contendo as sementes foram enrolados individualmente. Por fim,
os rolos foram acondicionados em recipientes envoltos com sacos plasticos transparentes,
fechados com elésticos, visando manter constante a umidade interna, e acondicionadas em
camara de germinacdo tipo B.O.D mantidas sob temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 h de
luz/escuro (LIMA, 2011). A extremidade superior dos rolos esteve distanciada de, a0 menos,
quinze centimetros da abertura do saco, para permitir o desenvolvimento adequado das
plantas. Dez dias ap06s a semeadura, as plantulas foram selecionadas conforme sua
uniformidade e transferidas para bacias contendo 10 L de solu¢édo nutritiva de Clark a 50%, a
fim de que as mesmas fossem aclimatadas.

Apbs 10 dias de aclimatacéo, as plantas foram novamente selecionadas com base
na uniformidade e transferidas para baldes de 3 L (duas plantas/balde)contendo solugéo
nutritiva de Clark a 100%, sendo cada balde considerado uma parcela. Nesse dia foi iniciada a
aplicacdo de Na,SiO3a 0, 2 e 4 mM e do NaCl a 0, 50 e 100 mM, sendo este Gltimo
adicionado em parcelas de 25 mM por dia até atingir a concentracéo final desejada.

A cada cinco dias as solucgdes foram trocadas, enquanto o pH da solugédo foi
ajustado a cada dois dias para a faixa entre 5,5 e 6,5, utilizando NaOH ou HCI quando
necessario, € 0 nivel de solucdo nos vasos foi mantido pela adicdo de agua destilada. As

coletas foram realizadas aos 15 e 30 dias apds o inicio da adi¢édo de sal.
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3.2 Coleta das plantas e analise de crescimento

Nos dois periodos de coleta foi realizada a medi¢cdo da altura da planta e, em
seguida, as plantas foram separadas em parte aérea e raiz, sendo determinadas a matéria fresca
e a area foliar com medidor de area “LI 3100 Area Meter” (Li-Cor., In. Lincoln, Nebraska,
USA).

O material coletado foi congelado a - 20 °C e posteriormente liofilizado. Apoés
esse processo, determinou-se as matérias secas (MS) da parte aérea e das raizes. O material

liofilizado foi macerado e armazenado em frascos de vidro a 4°C, para posterior utilizacéo.
3.3 Parametros fotossintéticos

As taxa de fotossintese liquida, taxa de transpiragdo, concentracdo interna de
CO, e condutancia estomética foram analisadas no dia anterior a coleta, entre 8:00 e 10:00
h, com o uso de um analisador portatil de gas no infravermelho (IRGA, mod. LCi, ADC,

Hoddesdon, UK), portando uma fonte de luz com intensidade de aproximadamente 1.200 pmol

1Al .~ . o . . .
m~ s . As medi¢bes foram feitas na por¢cdo mediana da primeira folha completamente

expandida a partir do apice, de uma planta por repeticéo.

3.4 Determinacao dos teores de clorofila e carotenoides

As andlises foram realizadas com uma das quatro folhas mais velhas
(completamente expandidas). Cinco discos foliares (aproximadamente 0,05g) foram
colocados em frascos de vidro cobertos com papel aluminio e adicionado 2 mL da solugdo de
CaCOg saturado com DMSO. Em seguida, os frascos foram fechados e mantidos no escuro
por 24 h. Apos esse processo, 0 material foi incubado em banho-maria a 65°C por 30 min e

submetido as leituras em espectrofotdmetro a 665, 649 e 480nm.

As concentragdes de clorofilas (cIf) a e b, e carotendides (mg g'l) foram
estimadas através das seguintes formulas, baseadas nos coeficientes de absorcéo especificos
descritos por Arnon (1949):
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Clorofila - mg/L ou pg/mL
C|fa = 12y47A665 — 3,62A649
C|fb = 25,06A649 — 6,50A665
Clfiotai@a+b) = 7,15a665 + 18,71 649

Carotendides - mg/L ou pg/mL
Carotendides = (10004480 — 1,29 CIf, — 53,78 Clfp)/220

3.5 Extravazamento de eletrolitos

A determinacdo indireta da tolerancia protoplasmatica foi estimada pelo
vazamento de eletrélitos dos tecidos (VE), como descrito por Singh et al. (2007). Para tanto,
cerca de 100 mg de amostras de discos foliares (0,5 cm de didmetro) foram colocadas em
tubos de ensaio contendo 10 mL de &gua desionizada e foram deixadas em repouso a
temperatura ambiente (25 °C) por 24 h.

Apdbs esse processo, foi determinada a condutividade inicial do extrato (C1),
utilizando-se um condutivimetro. Em seguida, os tubos contendo as amostras foram colocados
em banho-maria a 95°C, por 30 min, para que os eletrolitos fossem liberados. As amostras
foram, entdo, resfriadas até alcancar a temperatura ambiente e a condutividade do extrato (C2)
foi medida novamente. O percentual do vazamento de eletrolitos foi calculado através da
seguinte férmula: VE (%) = (C1/C2) x 100.

3.6 Determinacéo de solutos inorganicos

3.6.1 Preparo dos extratos

Os extratos brutos foram preparados de acordo com o método de Rinne et al.
(2012), utilizando 50 mg de parte aérea ou raiz para 5 mL de agua desionizada. Em tubos de
ensaio foram adicionados separadamente os pos liofilizados de folhas e raizes a agua
deionizada. As amostras foram, ent&o, agitadas vigorosamente e incubadas a 85°C por 30 min.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4.000 x g, a 25°C por 20 min, sendo o
sobrenadante (extrato) coletado, filtrado e armazenado em frascos de vidro a -20°C para uso

posterior.
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3.6.2 Teoresde Na* e K*

Os teores de Na' e de K" foram determinados por fotometria de chama
(MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, 1989), sendo efetuada uma leitura no fotdmetro de

chama para cada extrato devidamente diluido.

3.6.3 Teores de CI’

Os teores de CI foram determinados segundo o método de Gaines, Parker e
Gascho (1984). A 3,0 mL do extrato, devidamente diluido, foram adicionados 0,5 mL da
mistura de reagdo formada por tiocianato de mercurio [Hg(SCN) a 13,2 mM, em metanol a
100%, e nitrato férrico [Fe(NO3)3.9H,0] a 20,2% (p/v), em agua deionizada, na proporcdo de
4:1. Os tubos foram agitados vigorosamente e deixados em repouso por 15 min. Os teores de
CI" foram estimados atraves de leituras de absorbancia em 460 nm, utilizando-se NaCl como

padrdo.

3.6.4 Teores de NO3

O teor de NOg foi determinado através do método do &cido salicilico (CATALDO
et al., 1975). A 0,1 mL do extrato, devidamente diluido, foram adicionados 0,2 mL de acido
salicilico a 5%, em acido sulfarico concentrado. Os tubos foram agitados e, em seguida,
adicionados 4,7 mL de NaOH a 2 M. Os tubos foram novamente agitados e deixados em
repouso até a mistura de reacdo atingir a temperatura ambiente. Os teores de NO3™ foram
guantificados por meio de leituras de absorbancia em 410 nm, utilizando-se KNO3; como

padréo.

3.7 Determinacéo de solutos organicos

3.7.1 Preparo dos extratos

Os teores de carboidratos, N-aminossoluveis e prolina foram determinados com o
mesmo extrato usado para determinacdo dos solutos inorganicos, descrito no item 3.6.1. Ja
para a determinacgéo dos teores de proteinas soluveis, foi utilizado 0 mesmo extrato usado para
a determinacéo das atividades das enzimas do estresse oxidativo, descrito no item 3.8.1 desse

trabalho.
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3.7.2 Carboidratos solUveis

A determinacdo dos carboidratos soltveis foi realizada conforme metodologia de
Dubois et al. (1956), com algumas modificacdes. Em uma aliquota de 0,2 mL do extrato,
devidamente diluido, foram adicionados 0,5 mL de fenol a 5% e 1,0 mL de &cido sulfirico
concentrado. A mistura foi agitada e deixada em repouso por 10 min para o seu resfriamento.
Em seguida, as amostras foram submetidas a quantificacdo dos carboidratos solGveis por meio
de leituras de absorbancia em 490 nm. A curva padrdo de carboidratos soltveis foi obtida
utilizando-se solugdes com concentracdes crescentes de D(+) glicose anidra. Os resultados de
carboidratos soluveis foram expressos em pmol g MS, sendo cada extrato dosado em

duplicata.

3.7.3 N-aminossolUveis

Os teores de N-aminossoluveis, dos quais grande parte consiste em aminoacidos
livres, foram determinados de acordo com o método de Yemm e Cocking (1955). Em tubos
de ensaio foram adicionados 0,5 mL do extrato bruto, devidamente diluido, 0,25 mL de
tampado citrato a 0,2 M (pH 5,0), 0,5 mL de cianeto de potéssio a 0,2 mM em metilcelosolve a
100% e 0,1 mL de ninhidrina a 5% em metilcelosolve a 100%. Em seguida, os tubos foram
fechados, agitados e mantidos em banho-maria a 95 °C, durante 20 min. A reacdo foi
interrompida abruptamente colocando-se os tubos em banho de gelo, e ap6s o resfriamento,
foram adicionados 0,65 mL de etanol a 60%. Os teores de N-aminossoluveis foram estimados
através de leituras de absorbancia em 570 nm, e a curva padrdo foi ajustada a partir de
solugBes com concentracBes crescentes de glicina. Os resultados de N-aminossoltveis foram

expressos em pmol g MS , sendo cada extrato dosado em duplicata.

3.7.4 Prolina livre

Os teores de prolina livre foram determinados de acordo com Bates et al (1973).
Em uma aliquota de 0,5 mL do extrato, devidamente diluido, foram adicionados 0,5 mL do
reagente da ninidrina &cida (1,25 g de ninidrina, dissolvida em 30 mL de &cido acetico glacial,
e 20 mL de &cido fosférico a 6 M) e 0,5 mL de acido acético glacial. Os tubos de ensaio

foram fechados e, apds homogeneizacdo da mistura de reagdo, deixados em banho-maria
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fervente por 1 h. A reacdo foi interrompida colocando-se os tubos de ensaio em banho de
gelo. Apos o resfriamento, foi adicionado 1 mL de tolueno ao meio de reacdo. Apds agitacdo
vigorosa da solucéo, a fase superior menos densa (cromoforo + tolueno) foi aspirada com o
auxilio de uma pipeta Pasteur e submetida a leitura de absorbancia em 520 nm, sendo o
tolueno utilizado como branco. A concentracdo de prolina foi estimada com base em uma
curva padréo ajustada a partir de concentracdes crescentes de L-prolina, sendo os resultados

expressos em pmol g'lMS.
3.7.5 Proteinas solGveis

A determinacdo das proteinas soluveis foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Bradford (1976), utilizando-se o reagente do Coomassie. Este reagente foi
preparado dissolvendo-se 100 mg de “Coomassie Brilliant Blue G-250” (Sigma Chemical
Company) em 50 mL de etanol a 95%, acrescido de 100 mL de acido fosférico a 85%. O
volume final da solucédo foi completado para 1 L com agua desionizada e filtrado duas vezes.

A uma aliquota de 0,1 mL do extrato devidamente diluido, foi adicionado 1 mL
do reagente de Bradford. A mistura foi deixada em repouso por 15 min para entdo ser
submetida a leitura de absorbancia a 595 nm. Como padrao, foi utilizada a albumina de soro
bovina. O conteido de proteina soltvel foi expresso em mg g* MS, sendo cada extrato

dosado em duplicata.

3.8 Atividade das enzimas antioxidantes

3.8.1 Preparo dos extratos

A obtencdo do extrato foi feita a partir da homogeneizagdo de 0,1 g do po
liofilizado das folhas e raizes em 5,0 mL de fosfato de potassio 100 mM ¢/ EDTA 0,1 mM
(pH 7,0), durante 4 min. O homogeneizado foi filtrado em tecido de nylon de malha fina,
agitado e posteriormente centrifugado a 12.000 x g durante 15 min. Todos os procedimentos
foram conduzidos a 4°C e o sobrenadante foi armazenado a -25°C até o momento das
analises.

Para a determinacdo de todas as atividades enzimaticas, todos os extratos

(repeticdes) foram dosados em duplicata.
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3.8.2 Atividade da Dismutase do Superéxido (SOD)

A atividade da SOD foi determinada pela medicdo de sua habilidade de inibir a
reducdo fotoquimica do cloreto de tetrazoliumnitroblue, conforme descrito por Beauchamp e
Fridovich (1971). O ensaio consistiu da adi¢do de 0,05 mL de extrato enzimatico, em 1,5 mL
do tampéo de extracdo, tampéo fosfato de potassio a 50 mM, pH 7,8, EDTA a 100 mM,
metionina a 13 mM, azul de p-nitrotetrazélio (NBT) a 75 uM e riboflavina a 2 uM.

A reacdo foi conduzida a 25°C, em uma camara de reacdo revestida internamente
com papel aluminio e iluminada com duas lampadas fluorescentes de 20 W, por 15 min
(GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). A atividade enzimética foi estimada através do aumento da
absorbancia em 560 nm, devido a producdo de azul de formazana, resultante da fotorreducéo
do NBT. Os resultados foram expressos em UA g™ MS, sendo uma UA (unidade de atividade
enzimatica) definida como sendo a quantidade de enzima necessaria para causar uma inibicdo

de 50% na taxa de fotorreducéo do NBT, no periodo de 15 min.

3.8.3 Atividade da Catalase (CAT)

A Catalase teve sua atividade medida de acordo com o método de Havir e McHale
(1987). O ensaio consistiu em adicionar 150 uL do extrato enzimatico diluido a um meio de
reagdo contendo 1290 pL de tampao fosfato de potassio a 100 mM, pH 7,0, contendo EDTA a
0,1 mM e 60 puL de H,O, a 0,5 M. A reducdo na concentragdo de H,O, foi monitorada por
leituras em absorbancia de 240 nm, no momento da adi¢cdo de H,O, e 1 minuto apds. A
diferenca em absorbancia (AA.40) foi dividida pelo coeficiente molar de extingdo (36 M™ cm

1) e a atividade enzimética expressa em pmol de H,0, min™ mg ™ Prot.

3.8.4 Atividade da Peroxidase do Ascorbato (APX)

Para determinagdo da APX foi utilizada a metodologia descrita por Nakano e
Asada (1981). Para um volume final de 1,5 mL, foram adicionados 300 uL do extrato
enzimatico, devidamente diluido, a uma mistura de reacdo constituida de 50 uL de H,O, a 30
mM e 50 uL de ascorbato a 15 mM, em 1100 pL de tampao fosfato de potassio a 50 mM, pH
6,0, EDTA a 0,05 mM. A oxidagéo do ascorbato foi monitorada pela leitura em absorbancia
de 290 nm, no momento da adi¢cdo do H,O, e 1 minuto ap6s. A diferenca na absorbancia

(AAag) foi dividida pelo coeficiente de extingdo molar do ascorbato (2,8 mM™ cm™) e a
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atividade enziméatica foi expressa como pmol de H,O, min® mg * Prot, levando em
consideracdo que 2 mol do ascorbato é necessario para a redu¢do de 1 mol de H,0,
(MCKERSIE; LESHEM, 1994).

3.8.5 Atividade da Peroxidase do Guaiacol (GPOD)

A atividade da GPOD foi medida como descrito por Kar e Mishra (1976). O
ensaio consistiu na mistura de 50 pL do extrato enzimético devidamente diluido, tampé&o
fosfato a 100 mM, pH 7,0, EDTA a 0,1 pM, guaiacol a 0,02 M e H,0, a 0,06 M, em um
volume total de 2,0 mL. A oxidagdo do guaiacol (formagéo do tetraguaiacol) foi monitorada
pela leitura da absorbancia a 470 nm, no momento da adi¢do do H,O;, e 1 minuto apds. A
diferenga na absorbancia (AAg479) foi dividida pelo coeficiente de extingdo molar do
tetraguaiacol (26,6 mM™ cm™) e a atividade enzimatica expressa em umol de H,0, min™ mg "
! Prot, considerando que 4 moles de H;O, sejam reduzidos para produzir 1 mol de
tetraguaiacol (PLEWA et.al., 1991).

3.9 Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado com quatro
repeticdes, em esquema fatorial 3 x 3, tendo como tratamentos a combinacéo de trés niveis de
NaCl (0, 50 e 100 mM) trés niveis de SiO, (0, 2 e 4 mM). Os dados foram submetidos a
analise de variancia, sendo realizada a comparagéo entre as médias pelo teste de Tukey com
nivel de significancia a 5%, com o auxilio do programa SISVAR 5.0. Para elaboragdo dos

gréaficos o programa utilizado foi o SigmaPlot 11.0.



36

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises de crescimento

As massas secas da parte aérea (MSPA) e raizes (MSR), assim como a relagdo
entre os dois pardmetros (MSPA/MSR) aos 15 e 30 dias ap6s o estresse salino estdo
apresentados na Figura 1.

Nota-se que aos 15 e 30 dias, a MSPA e MSR foram significativamente afetadas
pela salinidade quando comparadas com as plantas controle nos diferentes niveis de silicio
(figura 1A,1B, 1C e 1D). Estes resultados mostram uma resposta tipica de glicofitas a
salinidade do meio externo, tendo apresentado um significativo decréscimo da matéria seca
dos diferentes 6rgdos das plantas (LEWIS et al, 1989; AZEVEDO NETO et al, 2004).

A aplicacdo de Si promoveu em condigdes controle, e no menor nivel de estresse
(50 mM), um aumento gradual na MSPA e MSR nos dois periodos analisados, de modo que
as plantas sob esse nivel de salinidade e tratadas com 4 mM de Si apresentaram um aumento
na MSPA de 57,1% e 37,2% em comparacao as plantas cultivadas na auséncia de Si aos 15 e
30 dias de estresse, respectivamente. A MSR nessas condi¢des se comportou de maneira
semelhante, apresentando um acréscimo de 26,1% aos 15 dias e um incremento significativo
(85,8%) aos 30 dias de exposi¢do ao sal.

Tahir et al. (2006) também observaram na cultura do trigo que a aplicacdo de
silicio aumentou significativamente a matéria seca e rendimento de gréos da cultura, tanto em
gendtipos cultivados em condigdes normais, como em condi¢Bes salinas, indicando sua
importancia na nutricdo mineral dessa planta. Cessa (2005) ndo obtiveram resultados
positivos com o acimulo de matéria de parte area nas plantas de sorgo, quando aplicado fonte
de escoria de siderurgia, fonte de silicio, no solo.

As relacdes de matéria seca entre a parte aerea e as raizes (MSPA/MSR) aos 15
dias de estresse (Figura 1E) foram significativamente aumentadas somente quando as plantas
foram submetidas ao maior nivel de NaCl (100mM), sendo que nas plantas nutridas com 4
mM de Si 0 aumento da salinidade ndo afetou essa relagéo, enquanto aos 30 dias ndo houve
diferenga significativa para essa variavel na presenga de diferentes concentragcdes de NacCl,
com excecdo as plantas tratadas com 4 mM de Si, onde foi observado um acréscimo nessa
relagdo no tratamento salino a 100 Mm (Figura 1F).

Os aumentos da relagdo MSPA/MSR devem-se ao fato do crescimento da parte
aérea ter sido menos afetado do que o crescimento do sistema radicular, nos dois niveis de

salinidade. Resultado semelhante foi obtido por Correia et al. (2005) também em arroz,
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enquanto que Freitas (2010) observou uma maior inibicdo do crescimento da parte aérea em
relacdo as raizes em feijao de corda sob salinidade, obtendo assim uma relacdo reduzida de

cerca de 30%.

Figura 1- Massa seca da parte aérea (MSPA, A e B) e das raizes (MSR, C e D) e a relagdo
entre a massa seca da parte aérea e das raizes (MSPA/MSR, E e F) de plantas de arroz aos 15
e 30 dias de estresse e nutridas com 0 mM de Si (), 2 mM de Si ([) e 4 mM de Si (l), sob
diferentes niveis de salinidade. Letras maiusculas comparam entre niveis de NaCl em um
mesmo nivel de Si, enquanto que letras minasculas comparam niveis de Si em um mesmo

nivel de NaCl. As colunas representam a média de 4 repeticGes e as barras o erro padréo.
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A Area Foliar (AF), caracterizada como um dos parametros mais afetados pelo
estresse salino, foi significativamente inibida pela salinidade nas duas concentra¢des de NaCl
e nos dois periodos de estresse analisado, chegando a reducgdes de 78% e 76% aos 15 e 30
dias, respectivamente, em relacdo as plantas do tratamento controle, independente dos niveis
de silicio (Figura 2).

O declinio no crescimento foliar € visto como uma resposta adaptativa inicial das
glicofitas a salinidade, evitando a perda excessiva de agua através da transpiracao
(GREENWAY; MUNNS, 1980). A reducédo da area foliar sob tais condi¢des é importante
para manutencdo de elevado potencial hidrico na planta, obtido através da diminuicdo na
transpiracdo (DANTAS et al., 2003). Reducdes na AF foram observadas em vérias especies
vegetais submetidas a estresse salino, tais como algoddo (JACOME et al., 2003), feijéo
(FREITAS, 2010) e milho (FEIJAO, 2009).

A adicdo de silicio promoveu aumento na area foliar em plantas de arroz apenas
em condigdo controle, ndo tendo efeito significativo nos tratamentos salinos tanto nos 15
primeiros dias de estresse, quanto aos 30 dias apds (Figura 2). Esses resultados corroboram
com os encontrados por Gong et al. (2003) os quais observaram que a aplicacdo de silicio em
trigo cultivado em vasos com solo aumentou a altura, area foliar e matéria seca das plantas.

A salinidade provocou reducdo no comprimento das plantas de modo
significativo, nos dois periodos de exposicdo ao NaCl, sendo mais evidente quando estas
foram submetidas a salinidade de 100 mMpp(Figura 3). De maneira similar, Rodrigues et al
(2005) trabalhando com plantas de arroz da cv. Formoso em casa de vegetacédo, submetidas ao
nivel de salinidade da agua de 8,5 dS m™, verificaram reducdes de 33,6 % na altura, em
relacdo ao desenvolvimento de plantas testemunhas. E possivel observar ainda que as plantas
nutridas com Si a 4 mM aos 30 dias foram as que apresentaram menor decréscimo de altura
com o incremento do NaCl na solucéo de cultivo, onde aos 100 mM essas plantas mostraram
valores superiores aos das plantas ndo nutridas com esse mineral. REIS et al. (2008), em dois
anos de conducao de experimento, verificaram maior altura do arroz, cultivar IAC 201, para a
maioria das doses de silicio utilizadas.

Em arroz, a suplementagdo com silicio pode proporcionar aumento na produco,
na massa individual das sementes, no acumulo de grdos e paniculas e diminuicdo da
esterilidade, além de alterar o comprimento das laminas foliares, principal responsavel pela
altura, que tende a aumentar de acordo com o desenvolvimento da planta. Esta maior
expansao foliar e crescimento ainda determina maior taxa de assimilagdo de gas carbdnico por
planta (FILHO, 2005).
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Figura 2- Area foliar (AF) de plantas de arroz aos 15 e 30 dias de estresse e nutridas com 0
mM de Si (L), 2 mM de Si ([J) e 4 mM de Si (), sob diferentes niveis de salinidade. Letras
mailsculas comparam entre niveis de NaCl em um mesmo nivel de Si, enquanto que letras

mindsculas comparam niveis de Si em um mesmo nivel de NaCl. As colunas representam a

média de 4 repeticOes e as barras o erro padréo.
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Figura 3- Altura (cm) de plantas de arroz aos 15 e 30 dias de estresse e nutridas com 0 mM
de Si ([J), 2 mM de Si ([) e 4 mM de Si ( @, sob diferentes niveis de salinidade. Letras
mailsculas comparam entre niveis de NaCl em um mesmo nivel de Si, enquanto que letras
minusculas comparam niveis de Si em um mesmo nivel de NaCl. As colunas representam a

média de 4 repeticOes e as barras o erro padréo.
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4.2 Trocas gasosas

A condutancia estomatica (gs) foi afetada pela salinidade, observando-se
reducdes a medida que o estresse salino foi aumentado. No nivel mais elevado de sal o
tratamento com Si a 4 mM eleva essa varidvel a valores significativamente maiores do que
aqueles das plantas cultivadas sem silicio ou com apenas 2 mM desse elemento (Figura 4A).

A salinidade também reduziu de maneira similar os parametros de transpiracdo
(E) e a taxa fotossintética (A) das plantas, em que o fornecimento de silicio a 2 e 4 mM
proporcionaram aumentos graduais consideraveis nessas variaveis no nivel mais elevado de
sal (Figura 4B e 4C). A concentracéo interna de CO; (Ci) foi pouco influenciada pelo estresse
salino, sendo observado leves reducGes com aplicacdo da maior dosagem de NaCl (100 mM)
e somente nas plantas com auséncia de Si (Figura 4D).

Beneficios diante da aplicacdo de silicio em plantas sob salinidade também foram
registrados por Romero-Aranda et al. (2006), que constataram que a taxa fotossintética
liquida (A) foi 20% maior em plantas de tomate sob estresse salino tratadas com Si, do que em
plantas salinizadas ndo tratadas com esse elemento. Desse modo, Lana et al. (2003) afirmam
que dentre os efeitos benéficos da aplicacdo de Si podemos destacar 0 aumento na capacidade
fotossintética, a obtencdo de plantas mais eretas, além da reducdo da transpiracdo. Guerrero et
al. (2011) complementam que a melhor arquitetura foliar, proporcionada pelo Si permite
maior penetracdo de luz solar, maior absorcdo de CO2 e diminuicdo da transpiracdo excessiva,

0 que permite o incremento das taxas fotossintéticas.
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Figura 4 — Condutancia estomatica (gs, A), transpiracdo (E, B), fotossintese liquida (A, C) e
concentracgéo interna de CO, (Ci, D) de plantas de arroz aos 15 dias de estresse e nutridas com
0 mM de Si (), 2 mM de Si ([[]) e 4 mM de Si ([ ), sob diferentes niveis de salinidade.
Letras maiusculas comparam entre niveis de NaCl em um mesmo nivel de Si, enquanto que

letras mindsculas comparam niveis de Si em um mesmo nivel de NaCl. As colunas

representam a média de 4 repeticdes e as barras o erro padrao.
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4.3 Teores de clorofila e carotendides

Os teores de clorofila a aos 15 dias de estresse foram reduzidas em NaCl a 50 mM
e permaneceram com esse valor na maior dose de sal (Figura 5A), porém aos 30 dias de
exposicdo ao estresse, ndo houve influencia na Clfa nem pela salinidade e nem das doses de
silicio aplicadas (Figura 5B).

Com relacéo a clorofila b, o estresse salino aumentou seus valores medios aos 15
dias em plantas nutridas com Si na dose de 4 mM, ndo obtendo efeito significativo em plantas
com auséncia e no menor nivel desse nutriente (Figura 5C). Aos 30 dias esse aumento na

clorofila b, em fungdo da salinidade, também ocorreu em plantas nutridas com silicio,
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observando-se incrementos significativos com relacéo as plantas na auséncia dele. Porém esse
efeito s6 foi observado nas plantas submetidas a 2 mM de Si. (Figura 5D). Resultados
semelhantes foram encontrados por Lima (2011), onde a aplicacdo de Si nos tratamentos
salinos aumentou o contetdo de clorofila em 14,47% aos 15 dias de estresse, e por Locarno et
al. (2011) que verificaram que aplicacdes semanais de Si via foliar em roseira proporcionaram
aumento no teor de clorofilaae b.

Né&o foi constatado qualquer significancia no contetdo de Clorofila total, tanto
em relacdo as concentracGes de NaCl como na adubacdo com silicio (Figura 5E e 5F). De
modo similar ao que foi observado no presente trabalho com arroz, Capuani et al. (2011),
trabalhando com mamona sob diferentes doses de adubacéo silicatada e nitrogenada, também
ndo observaram influéncia da utilizacdo do silicio sobre os indices de clorofila. Em
contrapartida, Gong et al. (2005) relataram que em plantas adubadas com Si houve aumento
dos teores de clorofila a, b, total e carotendides.

De modo geral, as plantas quando submetidas a estresses abidticos, como a
salinidade ou déficit hidrico, apresentam reducdes no contetdo de clorofila (DEBOUBA et
al., 2006; M’RAH et al. 2006; PANDA et al, 2006), porém essa reducdo depende da cultivar,
do nivel de sal e do tempo de exposicdo ao estresse que a planta é submetida. Os declinios nos
teores de clorofila, conforme Santos (2004) e Munns e Tester (2008), séo resultados dos
desequilibrios nas atividades fisioldgicas e bioquimicas promovidas pelo teor de sais, além do
tolerado pelas culturas.

A salinidade, bem como os niveis de silicio pouco afetaram os teores de
carotenoides nos tecidos foliares aos 30 dias (Figura 5G E 5H). Aos 15 dias 0s maiores
declinios foram observados na dose 100 mM de NaCl, sendo essas reducdes em media de
40% nas plantas nutridas com Si quando comparadas aos Sseus respectivos tratamentos
controle (Figura 5G). Em geral, aos 30 dias esses valores foram superiores aos da primeira
coleta, com pequena reducdo nesse pigmento somente nas plantas que receberam 50 mM de
NaCl (Figura 5H). Resultados semelhantes foram obtidos por Lima et al. (2004) quando
avaliaram o efeito da salinidade em plantas de arroz cultivar BRS Agrisul, ocorrendo

acentuada queda no teor de carotenoides em fungdo do incremento na concentracdo de NacCl.



44

Figura 5 — Teores foliares de clorofilas a (A e B), b (C e D) e total (E e F) e carotendides (G
e H) de plantas de arroz aos 15 dias e 30 dias de estresse e nutridas com 0 mM de Si ( []), 2
mM de Si ([]) e 4 mM de Si ([ ), sob diferentes niveis de salinidade. Letras maiusculas
comparam entre niveis de NaCl em um mesmo nivel de Si, enquanto que letras minusculas
comparam niveis de Si em um mesmo nivel de NaCl. As colunas representam a média de 4

repeticdes e as barras o erro padréo.
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Os resultados aos 15 dias, nas plantas tratadas com Si corroboram com a hipotese
de que o estresse salino induz a degradacdo de R-caroteno e a redugdo na formacdo de
zeaxantina, diminuindo o teor de carotenoides, pigmentos aparentemente envolvidos na
protecdo contra a fotoinibicdo (SHARMA,; HALL, 1991). Conforme Taiz e Zeiger (2013), 0s
carotendides, desempenham um papel fundamental na protecdo dos fotossistemas, pois
dissipam o excesso energeético impedindo a foto-oxidacéao das clorofilas.

4.4 Extravazamento de eletrolitos

O grau de integridade das membranas da parte aérea de arroz foi afetado pela
salinidade aos 15 dias de estresse com a dosagem de NaCl (50 mM) em plantas sem aplicacao
de silicio. Ja nas plantas que foram nutridas com 4 mM de Si o efeito do sal s6 ocorreu
quando as plantas foram submetidas a maior dose de NaCl (100 mM), sendo observado um
aumento em torno de 28% em relagéo as plantas que néo receberam sal (Figura 6A).

Aos 30 dias, a salinidade na dose de 100 mM causou um ligeiro aumento no
%VE, exceto nas plantas supridas com 2 mM de Si, que apresentaram vazamento de
eletrolitos constante em diferentes doses de NaCl (Figura 6B). Contudo, observou-se que nas
raizes, independente do tempo de exposicdo ao estresse, ndo houve efeito significativo da
salinidade, nem tampouco das doses de Si utilizadas (Figura 6C e 6D). Porém, em
comparacdo com as folhas e mesmo em condicdo de controle, 0 dano de membrana foi mais
expressivo, 0 que provavelmente ocorreu devido a um contato direto deste 6rgao a solucdo
salina.

Maia (2012) observou que os tratamentos salinos ocasionaram aumento nos danos
em membranas, baseados no vazamento de eletrélitos, nos tecidos radiculares de feijdo caupi
cultivares Pérola e Pitilba. Lima (2011), em estudos com milho submetido a salinidade
também observou reducgdes no vazamento de eletrolitos quando as plantas receberam doses de
Si. Esse resultado pode ser atribuido ao fato de que o silicio forma complexos com polifenois
e assim serve como alternativa a lignina no reforgo das paredes celulares (TAIZ; ZEIGER,
2013).
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Figura 6 — Extravazamento de eletrélitos na parte aérea (A e B) e raizes (C e D) de plantas de
arroz aos 15 e 30 dias de estresse e nutridas com 0 mM de Si ( [}, 2 mM de Si ( [) e 4 mM
de Si ( @), sob diferentes niveis de salinidade. Letras maiusculas comparam entre niveis de
NaCl em um mesmo nivel de Si, enquanto que letras minasculas comparam niveis de Si em

um mesmo nivel de NaCl. As colunas representam a média de 4 repeticdes e as barras o erro

padréo.
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4.5 Solutos inorganicos

4.5.1 Teores de Na*, K™ e relagdo Na*/K"

As 15 dias, como esperado, os teores de Na® foram consideravelmente
aumentados pelos tratamentos salinos nos dois 6rgdos estudados, independente dos niveis de
Si utilizados. O aumento desse ion ocorreu j& a partir da aplicagdo de NaCl a 50 mM,
permanecendo o mesmo valor na maior dose de sal (Figuras 7A e 7B).



47

Figura 7 — Teores de Na*, K™ e relagdo Na*/K" na parte aérea (A, C e E, respectivamente) e

raizes (B, D e F, respectivamente) de plantas de arroz aos 15 dias de estresse e nutridas com 0
mM de Si ([]), 2 mM de Si ((]) e 4 mM de Si (), sob diferentes niveis de salinidade. Letras

mailsculas comparam entre niveis de NaCl em um mesmo nivel de Si, enquanto que letras

mindsculas comparam niveis de Si em um mesmo nivel de NaCl. As colunas representam a

média de 4 repeticOes e as barras o erro padréo.
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Figura 8 — Teores de Na*, K™ e relagdo Na*/K" na parte aérea (A, C e E, respectivamente) e

raizes (B, D e F, respectivamente) de plantas de arroz aos 30 dias de estresse e nutridas com 0
mM de Si ([]), 2 mM de Si ((]) e 4 mM de Si (), sob diferentes niveis de salinidade. Letras

mailsculas comparam entre niveis de NaCl em um mesmo nivel de Si, enquanto que letras

mindsculas comparam niveis de Si em um mesmo nivel de NaCl. As colunas representam a

média de 4 repeticOes e as barras o erro padréo.
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Observou-se também que em condi¢Bes de salinidade (100 mM), durante os

primeiros 15 dias ap6s aplicacdo do estresse, as plantas nutridas com Si na dose de 4 mM

acumularam mais fons Na', quando comparadas com as dos demais tratamentos de Si

(Figuras 7A e 7B). Esse resultado pode ser justificado devido ao fato da fonte de silicio ter
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sido o silicato de sddio, onde possivelmente a dose de 4 mM pode ter favorecido ao aumento
desse ion nessas condigdes.

No sistema radicular das plantas de arroz os aumentos nos niveis de Na* foram
ainda mais significativos sob estresse salino, em ambos os periodos, sendo em média trés
vezes superiores aos do tratamento controle (Figura 7B e 8B). Esse comportamento tem sido
comprovado em diferentes espécies na literatura, sorgo (SILVA et al., 2014), feijdo caupi
(PRAXEDES et al., 2011), algoddo (FREITAS et al., 2011).

Aos 30 dias, os teores de Na' foram gradativamente aumentados com o
incremento da salinidade da solugéo nutritiva (Figuras 8A e 8B), enquanto a suplementacéo
com Si reduziu o acimulo desse fon nas plantas cultivadas em solucdo de 100 mM de Na*
(Figura 8A).

Diferente do que foi observado com o Na®, o estresse salino reduziu os teores de
K" em folhas e raizes de arroz, tanto aos 15 dias (Figuras 7C e 7D), quanto aos 30 dias
(Figuras 8C e 8D). Contudo a aplicacdo de Si ndo teve efeitos positivos para essa variavel.
Reducdes nos teores de K* nas folhas e nas raizes foram também encontrados em milho
(AZEVEDO NETO et al., 2004), em sorgo (NETONDO et al., 2004) e em pinhdo manso
(SILVA et al., 2009), submetidas a salinidade.

Possivelmente, a reducéo nos teores de K* devem-se a exposicdo direta das raizes
ao sal, o que provoca alteragdes na integridade e permeabilidade seletiva da membrana
plasmética a0 K" (GRATTAN; GRIEVE, 1999; MANSOUR; SALAMA, 2004). Isto se deve
as similaridades fisico-quimicas dos ions Na* e K*, que fazem com que os transportadores de
K" possam ser utilizados para absor¢io de Na* quando este se encontra em excesso no meio
de crescimento, o que pode resultar em deficiéncia de K* (MAATHUIS; AMTMANN, 1999).

A relacdo Na*/K" aumentou significativamente aos 15 e 30 dias de estresse, tanto
nas folhas quanto nas raizes, em funcdo da salinidade, havendo diferenga significativa em
todos os tratamentos (Figuras 7E, 7F, 8E e 8F), como consequéncia dos maiores aumentos
nos teores de Na* e decréscimos nos teores de K* em funcdo dos tratamentos salinos. As
raizes exibiram uma maior relagdo Na'/K* quando comparada as folhas (Figura 8F e 9F).
Semelhantemente ao experimento aqui apresentado, Silva et al. (2009) observaram aumentos
na relagio Na'/K" em plantas de pinhdo manso submetidas a salinidade.

As plantas nutridas com Si a 2 mM apresentaram 0s menores valores na relacao
Na'/K* em folhas aos 15 e 30 dias, sob os dois niveis de estresse salino (Figura 7E e 8E),
entretanto nas raizes observou-se aumentos nessas relacfes durante o estresse com a

suplementacéo de 4 mM de Si (Figura 7F e 8F).
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4.5.2 Teores de CI', NOs e relagcdo CI'/NO3

Os teores de cloreto (CI) na parte aérea ndo foram afetados pela salinidade aos 15
dias de estresse (Figura 9A), exceto nas plantas nutridas com a maior dose de Si, que
apresentaram um aumento nessa variavel. Nesse periodo o efeito do sal foi mais evidente nas
raizes, aumentando significativamente esse ion, independente da concentracdo de silicio
aplicada. (Figura 9B).

Os teores de nitrato NO3™ aos 15 dias foram reduzidos gradativamente nos dois
6rgdos das plantas com o aumento da concentragdo de NaCl na solugdo nutritiva (Figura 9C
e 9D ), na auséncia ou em quaisquer dos niveis de silicio aplicados.

Aos 30 dias os teores de cloreto nos dois 6rgaos analisados foram aumentados
significativamente pelo estresse salino (Figura 10A e 10B), entretanto na parte aérea o Si
reduziu de maneira significativa esses teores em plantas estressadas nas duas doses de NaCl.
Nas raizes, por sua vez, ndo houve efeito de nenhum nivel silicio nas concentracfes de sal
estudadas. A reducdo no acumulo de NO3 em funcéo da salinidade s6 ocorreu nas plantas que
ndo foram suplementadas com o Si (Figura 10C e 10D).

Realizando-se a comparagdo dos niveis de silicio em cada concentracdo de sal,
constataram-se aumentos significativos de NO3™ nas plantas que foram nutridas com 2 mM e 4
mM de Si, tanto em condi¢Ges normais quanto em condigdes de estresse. Esses aumentos
foram observados nos dois 6rgdos da planta analisados e nos dois dias de exposicdo ao
estresse. (Figura 9C e 9D; Figura 10C e 10D).

O nitrato € um dos elementos essenciais a planta, estando envolvido no
crescimento e desenvolvimento, ja que participa da constituicdo de muitas biomoléculas tais
como proteinas, acidos nucleicos, aminoacidos, coenzimas, vitaminas e pigmentos (DUBEY;
PESSARAKULI, 1994). Resultados obtidos com diferentes espécies mostram que a salinidade
pode reduzir, aumentar ou ndo alterar os teores de N nos tecidos das plantas (MELONI et al.,
2004; MONTE et al., 2004; CRUZ et al., 2006).

De modo geral, a relagdo CI/NOg3” foi gradativamente aumentada pela salinidade
nos dois tempos de exposicdo ao estresse, tanto nas folhas como nas raizes das plantas de
arroz (Figura 9E e 9F; Figura 10E e 10F). Silva et al. (2014), trabalhando com girassol,
também observou aumentos na relagdo CI'/NOj3” devido a salinidade e ao tempo de exposi¢do

ao estresse nas diversas partes das plantas.
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Figura 9 — Teores de CI', NO3" e relagdo CI'/NO3 ™ na parte aérea (A, C e E, respectivamente)

e raizes (B, D e F, respectivamente) de plantas de arroz aos 15 dias de estresse e nutridas com
0 mM de Si (), 2 mM de Si ([]) e 4 mM de Si (@), sob diferentes niveis de salinidade.

Letras maiusculas comparam entre niveis de NaCl em um mesmo nivel de Si, enquanto que

letras mindsculas comparam niveis de Si em um mesmo nivel de NaCl. As colunas

representam a média de 4 repeticdes e as barras o erro padrao.

800

640

Cl
§ mol g'MS)

160 -

6,4 1

NO,
(mmol g*MS)

1,6 |

0,0

240

Relaciio CI'/NO3

60 1

480 -

320

Aa
Aa

4,8

3,2 4

180 1

120 4

Aa Aa T Aa
Aa T Ab|
A2 Aa pq f
Ab
Bb Ab Ba Ba
Ba,
Aa Aa
a
éT_b Aa
Aa "R 28
Aa Ba
Bapap
B Bapap BpBal
Bh
B pa
Aa Aa
Ba
[ o Aa
Bab
Ab
Ca Ab Ba g,
Ba
Cb
Bb Ca
ﬂCa Ca
0 50 100 0 50 100
NaCl (mM) NaCl (mM)

800

F 640

r 480

r 320

r 160

r 64

r 4,8

F3,2

r 1,6

0,0

r 240

r 180

r 120

D
o

cr
§ mol g'Ms)

NO,
{ mol g*MS)

Relagdo CI/NO;



52

Figura 10 — Teores de CI', NOjs e relacdo CI'/NOj™ na parte aérea (A, C e E, respectivamente)

e raizes (B, D e F, respectivamente) de plantas de arroz aos 30 dias de estresse e nutridas com
0 mM de Si (), 2 mM de Si ([]) e 4 mM de Si (@), sob diferentes niveis de salinidade.

Letras maiusculas comparam entre niveis de NaCl em um mesmo nivel de Si, enquanto que

letras mindsculas comparam niveis de Si em um mesmo nivel de NaCl. As colunas

representam a média de 4 repeticdes e as barras o erro padrao.
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Contudo, no presente trabalho, aos 15 dias de estresse, observou-se que a menor

concentracdo de silicio no meio (2mM) favoreceu a diminuicdo dessa relagdo em plantas

submetidas as duas concentragdes de sal (NaCl a 50 mM e a 100 mM), em ambos 0s 6rgaos

da planta avaliados, sendo mais expressivo na parte aérea (Figura 9E). Ja aos 30 dias esse
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efeito foi observado principalmente na concentracdo de 4 mM de Si e nas plantas que
receberam a maior dose de NaCl (100mM) (Figura 10E e 10F).

4.6 Solutos organicos

4.6.1 Carboidratos solUveis

Nas plantas sem suplementacdo com Si, os teores de carboidratos sollveis na
parte aérea foram afetados pela salinidade em ambos os periodos analisados, enquanto as
plantas que receberam Si, s6 aumentaram os teores de carboidratos devido a salinidade aos 15
dias de estresse (Figura 11A e 11B). Ja nas raizes, esse parametro se comportou de maneira
similar nos dois periodos de exposicdo ao sal, com aumentos significativos a medida que se
aumentou o estresse salino independente do Si (Figura 11C e 11D).

Assim, vale ressaltar que o aumento na concentragdo de solutos organicos no
citoplasma de plantas submetidas a estresse salino tem sido considerado como um mecanismo
utilizado pelas plantas para balancear o potencial osmético entre o citoplasma e o vacuolo e
evitar danos enzimaticos (MUNNS,2002), o que parece ter acontecido com as plantas de
arroz. Freitas (2010) também verificaram que os niveis de carboidratos aumentaram em
resposta a salinidade, e estes foram os principais solutos organicos responsaveis pelo ajuste
osmatico nas folhas de plantas jovens de sorgo.

Plantas nutridas com Si apresentaram aumento na concentracdo de carboidratos na
parte aérea somente aos 30 dias de estresse e em condi¢Ges controle (Figura 11B). Por outro
lado, nas raizes o efeito do Si ocorreu somente nas plantas que receberam a dose de 100 mM
de NaCl, acarretando em reducdes de carboidratos quando comparado as plantas com
auséncia de Si aos 15 dias de estresse (Figura 11C).

Esses resultados divergem daqueles apresentados por Oliveira et al. (2012), que
verificaram que as concentragdes de silicio e os niveis de salinidade da agua de irrigagdo nédo

influenciaram no acumulo de carboidratos em mamona BRS Rubi.
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Figura 11 — Teores de carboidratos na parte aérea (A e B) e raizes (C e D) de plantas de arroz
aos 15 e 30 dias de estresse e nutridas com 0 mM de Si ( [), 2 mM de Si ( [) e 4 mM de Si

(I), sob diferentes niveis de salinidade. Letras maiusculas comparam entre niveis de NaCl em

um mesmo nivel de Si, enquanto que letras minasculas comparam niveis de Si em um mesmo

nivel de NaCl. As colunas representam a média de 4 repeticGes e as barras o erro padréo.

120

r 96

r72

L 48

L 24

15 dias 30 dias
120
Aa
Aa Aa
96 Aa
Aa o Aab AaAab ABgRt 42 -
o~ — Ba T
8 wn) Aa Ab Bb
s= 72 Ba g, s
S ' Ba
83
S E 48
O e
24 4
0
96 -
[%2)
i)
©
1.
S
8
= AabAa Aa 5, Aa
O Bb
Ba B Ca
0 50 100 0 50 100
NaCl (mM) NaCl (mM)

4.6.2 N-aminossolUveis
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Nas folhas e raizes, a salinidade aumentou os teores de N-aminossolUveis apenas

aos 15 dias de estresse, sem nenhuma influéncia da adubacéo silicatada (Figura 12A e 12C).

Aos 30 dias a concentragdo de N-aminossoluveis nas folhas foi reduzida com 4 mM de Si sob

estresse salino a 50 mM, em relacdo as plantas na auséncia ou cultivadas com 2 mM desse

elemento (Figura 12B). As raizes, por outro lado, ndo foram afetadas significativamente por

nenhum dos tratamentos apos os 30 dias de exposic¢do ao NaCl (Figura 12D).

O acumulo de aminoacidos tem sido observada em muitos estudos em plantas
expostas a estresse abiotico (KEMPA et al., 2008; SANCHEZ et al., 2008; USADEL et al.,
2008; LUGAN et al., 2010). Contudo, embora o acumulo total de aminoacidos sob condic¢Ges

de estresse possa indicar dano celular em algumas espécies (WIDODO et al., 2009), o
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aumento dos niveis de alguns aminodcidos especificos tem um efeito benéfico durante o
processo de aclimatacéo ao estresse.

Bezerra et al. (2010) também verificaram um aumento nas concentracdes de
aminoéacidos livres totais em plantas de girassol, a medida que se aumentou a concentracao de
NaCl na solugéo nutritiva. Para o sorgo forrageiro, as concentracdes e 1 mM e 3 mM de Si
elevaram os teores de N-aminossollveis em relacdo a auséncia desse elemento em plantas
submetidas ao estresse salino (NASCIMENTO et al., 2014).

Figura 12 — Teores de N-aminossolUveis na parte aérea (A e B) e raizes (C e D) de plantas de
arroz aos 15 e 30 dias de estresse e nutridas com 0 mM de Si ( [J, 2 mM de Si ( [) e 4 mM
de Si (M), sob diferentes niveis de salinidade. Letras maiusculas comparam entre niveis de
NaCl em um mesmo nivel de Si, enquanto que letras minasculas comparam niveis de Si em

um mesmo nivel de NaCl. As colunas representam a média de 4 repeticdes e as barras o erro

padréo.
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4.6.3 Prolina livre

A salinidade, de maneira geral, aumentou os teores de prolina, exceto nas raizes
aos 30 dias de estresse, onde observaram-se reducdes quando as plantas receberam a dose de
100 mM de NaCl (Figura 13).

O acumulo de prolina livre € uma tipica resposta das plantas sob condi¢cdes de
estresse salino (DEMIRAL; TURKAN, 2005). Embora as fungdes desempenhadas por esse
aminoacido em plantas sujeitas a salinidade permanecam controversas, seu papel
osmorregulador e sua contribuicdo para a estabilidade de membranas celulares e reducdo dos

efeitos do NaCl sdo bem documentados na literatura (GADALLAH, 1999; MANSOUR,
2000).

Figura 13 — Teores de prolina livre na parte aérea (A e B) e raizes (C e D) de plantas de arroz
aos 15 e 30 dias de estresse e nutridas com 0 mM de Si ( [), 2 mM de Si ( ) e 4 mM de Si
(@), sob diferentes niveis de salinidade. Letras maiusculas comparam entre niveis de NaCl em
um mesmo nivel de Si, enquanto que letras mindsculas comparam niveis de Si em um mesmo

nivel de NaCl. As colunas representam a média de 4 repeticGes e as barras o erro padrao.
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Nas folhas aos 15 dias de estresse o fornecimento de 2 e 4 mM de Si
proporcionaram um aumento consideravel de prolina em plantas sob os dois niveis de sal (50
e 100mM) (Figura 13A). Entretanto, aos 30 dias, nessas mesmas condicBes a aplicacdo de
silicio a4 mM diminuiu esses teores em plantas submetidas a 100 mM de NaCl (Figura 13B).
As raizes apresentaram teores de prolina menores em relagdo as folhas, nas quais o silicio
pouco influenciou. Gunes et al. (2007a), por sua vez, verificaram que o fornecimento de Si
proporcionou maior producao de matéria seca e teor de prolina em plantas de cevada expostas

a excesso de sédio e boro no solo.

4.6.4 Proteinas solUveis

De maneira geral, aos 15 dias, a salinidade aumentou os teores de proteinas
solUveis na parte aérea das plantas de arroz (Figura 14A) e reduziu de modo gradativo aos 30
dias nas plantas sem suprimento de Si (Figura 14B). Ja para as raizes, aos 15 e 30 dias houve
pouca alteracdo em funcao do estresse salino, com reduc@es apenas nas raizes das plantas sob
50 mM de NaCl nos 15 dias de estresse (Figura 14C), bem como nas duas concentracdes ao
30 dias , independentemente dos niveis de silicio utilizados (Figura 14D).

O decréscimo no conteudo de proteinas observado nesse trabalho pode ser devido
ao retardamento na sintese proteica ou na aceleracdo de sua degradacao, levando ao aumento
na quantidade de aminoacidos livres ou a inibicdo da incorporacdo destes aminoacidos
(FREITAS, 2010). Praxedes et al. (2008) observou em raizes de plantas de feijao-de-corda
que a salinidade pouco afetou os teores de proteinas soluveis, inclusive no cultivar mais
sensivel a salinidade. Contudo deve-se ressaltar que existem estudos que mostram que 0s
teores de proteinas sollveis aumentam com a salinidade. Por exemplo, Bezerra et al. (2010)
observaram que a presenga de NaCl induziu um aumento nos teores de proteinas sollveis
totais em plantas de girassol.

Pode-se observar que em alguns casos o silicio elevou os teores de proteinas
soluveis, tanto em condic¢bes controle quanto em condigdes salinas, sendo mais expressivos
aos 15 dias na parte aérea (Figura 14A), e nas raizes aos 30 dias de estresse (Figura 14D).
Esse comportamento pode estar relacionado com a contribui¢do do silicio na capacidade da
planta tolerar o estresse salino, pois Zhu et al. (2004) e Gong et al. (2005) observaram que
plantas de pepino e trigo cultivadas sob maior disponibilidade de Si, expostas a salinidade e
deficiéncia hidrica, apresentaram maior teor de proteinas nas folhas comparadas as plantas

cultivadas sem Si. De acordo com esses autores, o efeito do Si no aumento da tolerancia das
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plantas a seca esta relacionado com um aumento da acéo de defesa antioxidante, reducéo no

dano oxidativo de moléculas funcionais e membranas e manutencdo dos processos

fisioldgicos sob condicGes de deficiéncia hidrica, condicdo também propiciada pela

salinidade.

Figura 14 — Teores de proteinas solUveis na parte aérea (A e B) e raizes (C e D) de plantas de
arroz aos 15 e 30 dias de estresse e nutridas com 0 mM de Si ( [), 2 mM de Si ([) e 4 mM

de Si (), sob diferentes niveis de salinidade. Letras maiusculas comparam entre niveis de

NaCl em um mesmo nivel de Si, enquanto que letras mindsculas comparam niveis de Si em

um mesmo nivel de NaCl. As colunas representam a média de 4 repeticdes e as barras o erro

padréo.
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4.7 Atividade das enzimas antioxidantes
4.7.1 Atividade da Dismutase do Superdxido (SOD)

A atividade da SOD nas folhas das plantas que ndo receberam Si foi reduzida pelo
estresse salino aos 15 dias de estresse. A aplicacdo do silicio em condic¢des controle diminuiu
significativamente essa atividade e aumentou nas plantas submetidas a 100 mM de NaCl
(Figura 15A). Aos 30 dias, observa-se que a salinidade pouco afetou a atividade da SOD nas
folhas e a suplementacdo com silicio proporcionou menores valores em plantas estressadas
nos dois niveis de sal (50 mM e 100 mM) (Figura 15B).

Figura 15 — Atividade da Dismutase do Superdéxido (SOD) na parte aérea (A e B) e raizes (C
e D) de plantas de arroz aos 15 e 30 dias de estresse e nutridas com 0 mM de Si ( [)), 2 mM
de Si ([J) e 4 mM de Si ([, sob diferentes niveis de salinidade. Letras maitsculas comparam
entre niveis de NaCl em um mesmo nivel de Si, enquanto que letras mindsculas comparam
niveis de Si em um mesmo nivel de NaCl. As colunas representam a média de 4 repeticdes e

as barras o erro padréo.
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Nas raizes a atividade da SOD foi aumentada pelo estresse salino a 50 mM aos 15
dias de estresse, contudo decresceu com o aumento da salinidade. No sistema radicular, por
sua vez, ndo se observou efeito significativo dos tratamentos com silicio sobre essa variavel
(Figura 15C). Aos 30 dias, o estresse salino também aumentou a atividade da SOD nas raizes
(Figura 15D). Entretanto, de modo geral, a atividade da SOD foi reduzida nas plantas tratadas
com silicio (Figura 15D), esse foi um resultado inesperado, pois via de regra, a atividade
dessa enzima tem aumentado em plantas nutridas com Si, sob diferentes condi¢des adversas.
Nesse sentido, em plantas de cevada houve aumento na atividade de SOD na presenca do Si
(GOGORCENA et al., 1995). De maneira similar, sob condicGes de estresse salino, em
plantas de pepino, Zhu et al. (2004) observaram aumento nas atividades de SOD e APX, com

excecdo da CAT, a qual ndo foi influenciada pela presenca do Si.

4.7.2 Atividade da Catalase (CAT)

De modo semelhante a SOD, a atividade da CAT nas folhas ndo foi influenciada
significativamente pela salinidade nos dois tempos de estresse salino (15 e 30 dias).
Entretanto os tratamento com Si em condicGes de estresse a 50 mM aos 15 dias, induziram
um incremento significativo da atividade dessa enzima, como também aos 30 dias em 100
mM de NaCl (Figura 16A e 16B).

Nas raizes, aos 15 dias, a atividade da CAT foi reduzida nas condi¢des salinas de
50 mM, mas os tratamentos com Si reverteram esse quadro na maior dose de NaCl, elevando-
a a valores significativamente maiores que nas plantas controle e com Si (Figura 16C). Aos 30
dias, também, observou-se reducdes nesse parametro com o estresse, contudo o Si a 4 mM
proporcionou maiores valores na atividade dessa enzima em plantas submetidas a 50 mM de
NaCl (Figura 16D). Esses resultados corroboram com os achados de Al-aghabary et al.
(2004), que também observaram que o0s estresse salino inibiu a atividade da CAT e a adigéo
de silicio aumentou essa atividade.

Em condicGes de excesso de sal, a integridade da parede celular é garantida pela
capacidade do Si de estimular o sistema antioxidante. Assim, em culturas de cevada e algodao
cultivadas em solos com alta salinidade e baixa umidade, a aplicacdo de Si diminuiu as
concentracdes de H,O, e peroxidacdo de lipidios, bem como estimulou a atividade das
enzimas diamutase do superoxido, catalase e peroxidase do ascorbato que garantiram a
preservacdo da parede celular (RODRIGUES et al., 2011).
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Figura 16 — Atividade da catalase (CAT) na parte aérea (A e B) e raizes (C e D) de plantas de
arroz aos 15 e 30 dias de estresse e nutridas com 0 mM de Si ( [[J, 2 mM de Si ([]) e 4 mM
de Si ([), sob diferentes niveis de salinidade. Letras maiusculas comparam entre niveis de
NaCl em um mesmo nivel de Si, enquanto que letras minasculas comparam niveis de Si em

um mesmo nivel de NaCl. As colunas representam a média de 4 repeticdes e as barras o erro

padréo.
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4.7.3 Atividade da Peroxidase do Ascorbato (APX)

Observou-se que aos 15 dias a salinidade reduziu a atividade da APX nas folhas, e
da mesma forma a adi¢é@o de Si provocou uma queda nos valores médios dessa variavel, tanto
na auséncia quanto na presenca de NaCl (Figura 17A). Ja aos 30 dias de estresse, a atividade
da APX foi aumentada com o estresse salino, alcangando maiores valores quando as plantas
foram submetidas a 50 mM. Em condi¢bes de maior dose de estresse (100 mM), o
fornecimento de 4 mM de Si proporcionou aumento significativo na atividade dessa enzima,
qguando comparado aos das plantas com auséncia e 2 mM de Si (Figura 17 B). Resultados

semelhantes foram encontrados por Curvélo et al. (2013), que observaram que o sistema
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oxidativo de plantas supridas com Si foi mais eficiente, especialmente com a acdo das
enzimas SOD, APX e GR colaborando para a resisténcia das plantas de algodoeiro a estresses

bioticos.

Figura 17 — Atividade da peroxidase do ascorbato (APX) na parte aérea (A e B) e raizes (C e
D) de plantas de arroz aos 15 e 30 dias de estresse e nutridas com 0 mM de Si ([]), 2 mM de
Si ([J) e 4 mM de Si (), sob diferentes niveis de salinidade. Letras maitsculas comparam
entre niveis de NaCl em um mesmo nivel de Si, enquanto que letras minasculas comparam
niveis de Si em um mesmo nivel de NaCl. As colunas representam a média de 4 repeticdes e

as barras o erro padréo.
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Nas raizes a atividade da APX foi aumentada pela salinidade de maneira similar
em ambos os periodos de exposicao ao sal, sendo que aos 15 dias o0 Si a 2 mM apresentou 0s
menores valores dessa enzima o que proporcionou decréscimos (Figura 17C). Aos 30 dias,
por outro lado, a atividade da APX foi aumentada significativamente em funcdo da

suplementacdo da solucdo nutritiva com Si a 2 mM (Figura 17D).
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Os dados aqui apresentados mostram que a atividade da APX nas raizes das
plantas de arroz foi maior que a encontrada nas folhas. Concordando com esses resultados,
Demiral e Turkan (2005), comparando dois cultivares de arroz diferindo na tolerancia a
salinidade, encontraram uma correlacdo positiva entre a atividade da APX nas raizes e a

tolerancia a salinidade em arroz.

4.7.4 Atividade da Peroxidase do Guaiacol (GPX)

Em relacdo a peroxidase do guaiacol (GPX), pode ser observado que nas folhas,
aos 15 dias de estresse, houve tendéncia de queda na atividade dessa enzima, exceto nas
plantas submetidas a dose de 100 mM de NaCl e que foram supridas por Si a 4 mM (Figura
18A). Nessas condicBes de salinidade, as plantas apresentaram um aumento de cerca de 76%
em relagdo as plantas com 2 mM de silicio e auséncia desse elemento. Observa-se também
que a dose de 2 mM foi capaz de aumentar a atividade da GPX em condicOes de controle. Nas
folhas, aos 30 dias de estresse, a atividade da GPX aumentou em condi¢c6es de estresse salino
e ndo houveram incrementos significativos em decorréncia dos tratamentos com silicio
(Figura 18B). De maneira geral, a atividade da GPX nas raizes nos dois tempos de exposicao
ao estresse aumentou com a salinidade, na qual aos 15 dias se obteve maiores valores aos 50
mM de NaCl (Figura 18C), e aos 30 dias os maiores valores foram obtidos em plantas
submetidas a maior dose de NaCl (100 mM) (Figura 18D). Similarmente, estudos realizados
por Vaidynathan et al. (2003), comparando duas cultivares de arroz com diferencas nos graus
de toleréncia ao estresse salino verificaram que a atividade da GPX aumentou em ambas as
cultivares.

O fornecimento de silicio proporcionou nas raizes aumentos na atividade dessa
enzima em condicOes de estresse salino quando as plantas foram nutridas com 2 mM de Si em
quaisquer tempos analisados (Figura 18C e 18D). Além disso, nas raizes, tanto em condicGes
controle como de estresse salino, a atividade da GPX foi, em termos absolutos, superior
aquela das folhas. Resultados semelhantes foram obtidos por Ferreira (2012) na cultura do
sorgo forrageiro.

Alguns autores tém ressaltado a importancia da coordenacdo entre a atividade
SOD com as atividades da CAT, APX, e GPX nos processos de remocao do O’ e do H,0; e,
consequentemente na tolerancia a salinidade (MITTOVA et al., 2002; MELONI et al., 2003;
AZEVEDO NETO et al., 2006).
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Figura 18 — Atividade da peroxidase do guaiacol (GPX) na parte aérea (A e B) e raizes (C e

D) de plantas de arroz aos 15 e 30 dias de estresse e nutridas com 0 mM de Si ([]), 2 mM de

Si ([J) e 4 mM de Si (), sob diferentes niveis de salinidade. Letras maitsculas comparam

entre niveis de NaCl em um mesmo nivel de Si, enquanto que letras minusculas comparam

niveis de Si em um mesmo nivel de NaCl. As colunas representam a média de 4 repeticdes e

as barras o erro padréo.
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5 CONCLUSOES

e A salinidade reduziu o crescimento das plantas e o silicio foi capaz de atenuar essa
reducdo no nivel intermediario de salinidade.

e Os ions Na* e CI" foram aumentados e os teores de K e NOs reduzidos nas folhas e
raizes das plantas submetidas a salinidade, com o Si atenuando o acimulo excessiva
de Na" e CI" na parte aérea das plantas aos 30 dias.

e A salinidade reduziu as trocas gasosas das plantas enquanto o Si atenuou essas quedas
somente no nivel mais elevado de salinidade.

e Os carboidratos solUveis aumentaram com a salinidade, com quase nenhum efeito da
nutricdo com silicio.

e O sistema antioxidante enzimético das plantas supridas com 2 mM Si foi mais
eficiente, especialmente com a atividade das enzimas CAT, APX e GPX, colaborando

para a tolerancia das plantas ao estresse salino.
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