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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do silicio (Si) em plantas de girassol
submetidas a salinidade, estudando mecanismos fisioldgicos e bioquimicos envolvidos. Para
isso, sementes de girassol (cultivar Catissol 01) foram semeadas em bandejas de polietileno
contendo uma mistura de areia lavada autoclavada e vermiculita, sendo mantidas em casa de
vegetacdo. Sete dias apds a semeadura (DAS), as plantulas foram transferidas para vasos com
solucdo nutritiva de Hoagland. O inicio dos tratamentos ocorreu aos 28 DAS e a coleta das
plantas foi realizada 14 dias depois. Foi utilizado um esquema fatorial 4 x 4, em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticdes, sendo os fatores constituidos por quatro
concentragdes de Si (0,0; 1,0; 1,5 e 2,0 mM) e quatro concentra¢des de NaCl (0, 50, 100 e 150
mM). A salinidade reduziu a altura e a matéria seca das plantas de girassol, mas a presenca de
Si no meio de crescimento reverteu tal efeito, resultando em plantas com maior altura e maior
acumulo de matéria seca, em comparacao aquelas ndo tratadas com esse nutriente, mesmo
qguando sob estresse salino. Além disso, o tratamento com Si induziu menor vazamento de
eletrolitos nos tecidos foliares e radiculares e maior contetdo relativo de dgua nas folhas das
plantas sob estresse salino, o que pode ter sido causado pelo acumulo de cristais de silica nesses
6rgdos do vegetal. O Si crescente no meio de cultivo também induziu acimulo de proteinas
soliveis, prolina e N-aminossolliveis nos tecidos foliares e radiculares, e essa resposta
relacionou-se ao maior conteudo de nitrato e & maior atividade da redutase do nitrato, tanto nas
folhas, quanto nas raizes das plantas tratadas com esse nutriente. Os danos oxidativos nas
folhas e nas raizes de plantas de girassol foram parcialmente atenuados pelo tratamento com Si.
De modo geral, a atividade das enzimas dismutase do superoxido, peroxidase do ascorbato e
catalase foi aumentada nas plantas mantidas sob condicdes salinas e tratadas com Si. Assim,
conclui-se que a aplicacdo de Si no meio de crescimento atenuou os efeitos da salinidade nas
plantas de girassol, especialmente nas maiores concentragbes de Si empregadas (2 mM),
levando-as a se aclimatarem adequadamente a esse estresse, por meio de melhorias no estado
hidrico da planta, do acimulo de solutos organicos e de um sistema enzimatico antioxidativo

mais eficiente.

Palavras-chave: Helianthus annuus, estresse salino, metassilicato de sédio, enzimas

antioxidantes.



ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the effects of silicon (Si) in sunflower plants subjected to
salinity, studying physiological and biochemical mechanisms of the plant. Sunflower seeds
(cv. Catissol 01) were sown in polystyrene trays containing a mixture of sands (washed with
water and sterilized by autoclaving) and vermiculite, conducted in the greenhouse. In 7™ days
after sowing (DAS), the seedlings were transferred to pots containing the nutrient solution of
Hoagland. The beginning of the treatments occurred at 28" DAS, and evaluations of plants
were carried out 14™ days later. It used a factorial scheme 4 x 4, in a randomized design, with
four replications, in which the factors consisted of four Si concentrations (0.0; 1.0; 1.5; and
2.0 mM) and four NaCl concentrations (0; 50; 100; and 150 mM). The salinity influenced the
decrease in height and the dry matter of sunflower plants, but the presence of Si reversed this
effect, resulting in taller plants and increased dry matter, compared to those not treated with
this nutrient, even when subjected to saline stress conditions. As well as treatment with Si
induced lower electrolyte leakage in leaf and root tissues and higher relative water content in
the leaves of plants subjected to saline stress conditions, possibly, caused by the accumulation
of silica crystals in these plant tissues. The increase in Si concentrations induced the
accumulation of soluble proteins, proline, and N-amino solutes in leaf and root tissues, and
this result is related to the higher nitrate content and higher activity of nitrate reductase in the
leaves and roots of plants treated with silicon. Oxidative damage in leaves and roots of
sunflower plants were partially reduced by treatment with Si. In general, the activity of the
enzyme superoxide dismutase, ascorbate peroxidase and catalase was increased in plants
subjected to saline stress conditions and treated with Si. Thus, the application of Si in
vegetative growth decreased the effects of salinity on sunflower plants, especially, using
higher concentrations of silicon (2 mM), allowing the plants to properly acclimate conditions
of saline stress, through improvements in the relative water content of the plant, the
accumulation of organic solutes and an antioxidant enzyme system more efficient.

Keywords: Helianthus annuus, salt stress, sodium metasilicate, antioxidant enzymes.
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1 INTRODUCAO

1.1 Justificativa

O girassol (Helianthus annuus L.) é considerado uma das culturas anuais mais
promissoras ao agronegdcio em ambito global, destacando-se como a quarta oleaginosa em
producdo de grdos, a quinta, em area cultivada no mundo, e a terceira em producao de 6leo,
ficando atras somente da soja e colza (SILVA et al., 2011; GAZOLLA et al., 2011).

No mercado brasileiro, a demanda interna pelo 6leo de girassol cresce em meédia
13% ao ano e, em funcdo disso, nota-se um interesse governamental no que concerne aos
incentivos agricolas para essa cultura (CONAB, 2014). Além da necessidade de atender a
industria alimenticia, 0 Governo Federal tem promovido iniciativas para sua utilizacdo na
matriz energética nacional, tendo em vista que essa espécie representa uma das oleaginosas
com maior potencial para a producio de biocombustiveis (SILVA et al., 2007; CORREA et
al., 2008).

No entanto, as exploracdes agricolas de culturas anuais no Brasil e no mundo séo
submetidas a diversos fatores bidticos e abidticos, potencialmente capazes de causar efeitos
negativos no crescimento, no desenvolvimento, e consequentemente na producdo
(NASCIMENTO et al.,, 2011). Dentre os fatores abidticos, a salinidade vem sendo
constantemente relatada nas pesquisas como um dos principais fatores responsaveis pelo
decréscimo da produtividade de espécies agricolas.

O excesso de sais no solo atinge extensas faixas de terras no Brasil e no mundo.
Segundo estimativas da FAO, 6% das terras araveis e 20% das areas irrigadas no globo séao
afetadas por esse problema. No Brasil, o nordeste do pais apresenta aproximadamente 30%
das areas irrigadas afetadas pela salinidade (AGUIAR NETTO et al., 2007; FAO, 2008). As
caracteristicas climaticas dessa regido, como elevadas taxas evapotranspiratdrias e baixas
precipitacbes pluviométricas, favorecem o0s processos de acumulo de sais no solo
(MEDEIROS, 2010). Somado a esses fatores estd 0 manejo inadequado do solo e da agua que
contribui significativamente para o aumento desse problema na regiéo.

A salinidade promove déficit hidrico devido a osmolaridade da solugéo do solo,
que resulta em seca fisiologica as plantas, mesmo quando o solo encontra-se umido. O
acumulo de ions tdxicos no protoplasma, principalmente Na* e CI', causa desbalango i6nico,
desordens metabolicas e nutricionais, com reducdo dos processos de crescimento vegetal
(TOBE; OMASA, 2000; M@LLER; JENSEN; HANSSON, 2007).
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Para garantir a sua sobrevivéncia em condi¢des ambientais desfavoraveis, as
plantas acumulam solutos compativeis, que aumentam a habilidade das células em reter a
agua sem afetar o metabolismo normal (HAMILTON; HECKATHORN, 2001). No entanto,
0s mecanismos de tolerancia a salinidade também envolvem processos complexos de
transporte ibnico, sintese molecular e inducéo enzimatica (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os mecanismos enziméaticos envolvem a remocdo das espécies reativas de
oxigénio (EROs) como: o radical superoxido (‘"O,), o peréxido de hidrogénio (H,O;) e o
radical hidroxil ("OH). Esses compostos sdo subprodutos do metabolismo celular arerébico e
dos processos fotoxidativos, que se acumulam nas células vegetais em condi¢cfes de estresse
salino promovendo danos ao DNA, as proteinas, aos lipidios de membrana causando
inativacéo de diversas enzimas (NOCTOR; FOYER, 1998; M@LLER; JENSEN; HANSSON,
2007).

As principais enzimas envolvidas no mecanismo de defesa antioxidante sdo a
dismutase do superdxido (SOD; E.C. 1.15.1.1), a catalase (CAT; E.C. 1.11.1.6), a peroxidase
do ascorbato (APX; E.C. 1.11.1.11), muito embora outras enzimas também contribuam para a
eliminacdo das EROs, ainda que, de forma indireta, como a redutase da glutationa (GR; E.C.
1.8.1.7) que juntamente com a APX, compdem o ciclo ascorbato-glutationa (ASC-GSH)
(FOYER; NOCTOR, 2005; GILL; TUTEJA, 2010).

A SOD ¢ responsavel pela dismutagdo do *O, em H,0, e O,. As enzimas CAT e
APX regulam os niveis intracelulares de H,O,, em que a primeira dessas enzimas atua na
conversdo do peroxido de hidrogénio em H,O e O, e a segunda, elimina o H,O, dos
compartimentos celulares, protegendo-os contra os efeitos potencialmente danosos dessa ERO
(ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002; FOYER; NOCTOR, 2005; GILL; TUTEJA, 2010;
GILL et al., 2013). O aumento da atividade enzimatica em condicGes de estresse, como 0
induzido por excesso de sais, apresenta-se como um mecanismo regulatério das plantas na
tolerancia a salinidade (XU et al., 2013).

A literatura tem apontado o silicio como um elemento quimico que potencializa as
respostas do vegetal tanto a estresses bidticos quanto abiéticos (HASHEMI et al., 2010). Esse
nutriente aparece como o segundo elemento mais abundante na crosta terrestre, ocorrendo em
quantidades equivalentes as dos macronutrientes, em espécies de gramineas (EPSTEIN,
1999).

Embora ndo tenha sido comprovada a essencialidade do Si, ele influencia as taxas
de absorcgéo e translocacdo de varios micronutrientes, promove a maior resisténcia ao acama-

mento e reduz o ataque por pragas e doencas em inumeras culturas (BYBORDI, 2012;
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GUNTZER et al., 2012; ALI et al., 2013; THILAGAM, 2014). Em condicOes de estresse
salino, o Si ameniza os efeitos de toxidez induzidos por excesso de Na* nos compartimentos
celulares e, ainda, pode aumentar a capacidade de defesa antioxidante em varias espécies
vegetais, mediante 0 aumento da atividade de enzimas correlacionadas com o mecanismo de
defesa das plantas (EPSTEIN; BLOOM, 2005; GRATAO et al., 2005; ASHRAF et al.,
2010).

Em virtude disso, um vasto nimero de pesquisas vem sendo realizadas com
culturas acumuladoras de silicio, dentre elas, espécies da familia Poaceae, principalmente
(SHI et al., 2013). No entanto, sdo raros os estudos que apontam os efeitos fisioldgicos e
bioquimicos do silicio no que se refere a reducio da agdo tdxica de fons como Na* e CI', para
as espécies vegetais, que compdem a classe das dicotiledoneas especialmente, aquelas
pertencentes a familia Asteraceae, como o girassol.

O girassol é uma espécie moderadamente tolerante a salinidade, e que sofre
reducéo progressiva dos parametros agrondmicos com o aumento da concentragdo de sais no
meio radicular. Para se obter éxito na implantacdo dessa oleaginosa em areas do Nordeste,
constantemente sdo realizados estudos a nivel genético em que se busca a selecdo de
genotipos mais adaptados aos ambientes salinos. No entanto, sdo escassas as pesquisas que
correlacionam as modificacbes bioquimicas e fisioldgicas promovidas por elementos
quimicos utilizados na nutricdo mineral de plantas, 0s quais asseguram o estabelecimento das
espécies agricolas em condicGes adversas. Sendo assim, o uso do silicio constitui uma
alternativa para aumentar a capacidade das espécies vegetais de sobreviverem em areas
comprometidas pelo excesso de sais. Desse modo, busca-se a compreensdo dessas respostas
no mecanismo antioxidante e na aclimatacdo de plantas de girassol a salinidade induzida pelo

silicio.
1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo geral
Estudar alteraces fisiologicas e bioquimicas promovidas pelo estresse salino em

plantas de girassol (Helianthus annuus L.) e investigar o papel do silicio na inducdo da

aclimatacdo dessa espécie a salinidade.
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1.2.2 Objetivos especificos

Utilizando-se como material vegetal a variedade de girassol Catissol 01, pretende-
se avaliar os efeitos de concentracOes crescentes de silicio, na forma de metassilicato de sodio
(NazSiOg):

e na altura e na matéria seca da parte aérea, das raizes e total das plantas em
condiges crescentes de salinidade;

¢ no estado hidrico de folhas das plantas em condigdes crescentes de salinidade;

e no vazamento de eletrolitos em folhas e raizes das plantas, em condigdes
crescentes de salinidade;

e nos teores de solutos organicos (N-aminossoliveis, prolina e carboidratos
sollveis) e de proteinas soluveis, em folhas e raizes das plantas em condicGes crescentes de
salinidade;

e no metabolismo do nitrogénio, por meio da determinacdo da atividade da
enzima redutase do nitrato e dos teores de nitrato em folhas e raizes das plantas em condic¢Ges
crescentes de salinidade;

e e na atividade das enzimas antioxidantes SOD, APX e CAT, em folhas e raizes

das plantas em condicdes crescentes de salinidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O girassol

O girassol (Helianthus annuus L.) € uma planta dicotiledénea anual originaria do
norte do México e sudoeste dos Estados Unidos (CASTRO; FARIAS, 2005; ZOBIOLE et al.,
2010), pertencente a ordem Asterales, familia Asteraceae, sub-familia Asteroideae género
Helianthus e espécie Helianthus annuus. O género Helianthus compreende 49 espécies,
dentre as quais, 12 s&o anuais e 37 perenes, com ciclo vegetativo variando entre 65 e 155 dias
(JOLY, 1993).

Como caracteristica peculiar, o girassol apresenta as flores reunidas em
inflorescéncias denominadas capitulos (CASTRO; FARIAS, 2005). Na inflorescéncia, 0s
frutos sdo complexos, secos, indeiscentes, uniloculares, com uma Unica semente ligada ao
pericarpo pelo funiculo, proveniente de um ovario infero, denominado de cipsela
(MARZINEK et al., 2008).

O desenvolvimento do girassol é baseado em estadios: vegetativo (V) e
reprodutivos (R). Os estadios V sdo subdivididos em (V1, V2, V3, V4... Vn), determinados,
dentre outros fatores, pelo nimero de folhas com comprimento maior que 4 cm, medidos da
base & extremidade foliar (SCHNEITER; MILLER, 1981). Sdo apontados nove estadios R,
em que o primeiro deles (R1) é caracterizado pelo surgimento do botdo floral; nos estadios R
finais, ocorre 0 enchimento dos graos (R7 e R8) e a maturacdo fisioldgica (R9) (BLANCHET,
1994).

2.1.1 Aplicabilidade do girassol

O girassol apresenta ampla utilizagdo. E uma forragem de excelente qualidade,
usada na alimentacdo do gado, e a planta inteira pode ser aproveitada como adubo verde. Seus
aquénios in natura servem como alimento para aves. Além disso, essa espécie € utilizada
como matéria-prima pelas industrias farmacéuticas, meliferas e pela industria alimenticia,
para a fabricacdo de 6leo vegetal de excelente qualidade nutricional (NOBRE, 2010).

O girassol é considerado uma das culturas mais promissoras ao agronegocio,
destacando-se como a quarta oleaginosa em producéo de graos e a quinta em area cultivada no
mundo. A producdo mundial na safra 2013/2014 foi de aproximadamente 48,3 milhdes de

toneladas de gréos, 16,7 milhdes de toneladas de farelo e 15,9 milhdes de toneladas de oleo.
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Esses resultados foram 20,2%, 16,6% e 17,8% superiores aqueles obtidos na safra de
2012/2013. Ucrania, Russia e Argentina despontam como 0s maiores produtores mundiais de
oOleo de girassol (CONAB, 2014).

O girassol representa uma das trés mais importantes culturas anuais produtoras de
6leo em escala global (CONAB, 2014). A valorizacdo do 6leo de girassol é atribuida, dentre
outros aspectos, as suas propriedades organolépticas e por ser rico em acidos graxos
polinsaturados e em vitamina E, além da alta digestibilidade de suas proteinas (GROMPONE,
2005). Somado a isso, a cultura apresenta bom rendimento em 6leo, com estimativas de 0,5 a
1,9 t de 6leo ha’ e percentuais correspondentes de 30% a 50%, sendo esses valores
encontrados principalmente nos aquénios (BRASIL, 2005; LIRA et al., 2011).

O girassol desponta, ainda, como uma das principais oleaginosas com potencial
para compor a matriz energética. Ele esta entre as 48 espécies autorizadas para a
comercializa¢do do biodiesel, tendo em vista sua capacidade de producéo diaria de 6leo, que
chega a 11.823,83 m*dia (ANP, 2009). Esse comércio foi fortalecido pelos incentivos do
Governo Federal, através do Programa Nacional de Producdo e Uso de Biodiesel (PNPB),
lancado em 2004, pelo qual ficou determinada a mistura obrigatdria de 2% de biodiesel ao
diesel fdssil e, em 2010, esse percentual foi elevado para 5% (ANP, 2014).

Apesar da sua participacdo em diversos setores da economia, e da crescente
demanda pelos produtos de girassol, em ambito global e nacional, a atuacéo brasileira ainda
ndo é tdo expressiva, contribuindo com apenas 0,5% na producdo mundial de grdos dessa
oleaginosa, ainda que sejam notdrias as frentes de expansdo com a cultura no pais. Segundo
levantamento da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a producdo nacional de
girassol na safra de 2014 foi de 247,0 mil toneladas de gréos, sendo 125,4% superior a safra
anterior. Desse montante, a regido Centro Oeste desponta como o principal polo de producéo
nacional, seguida pelas regiGes Sudeste e Sul. As regides Nordeste e Norte ainda aparecem
como areas em potencial para o cultivo dessa oleaginosa (CONAB, 2014).

O cultivo do girassol em diversas regides do pais € possivel devido as suas
caracteristicas agrondmicas favoraveis, tais como ampla adaptabilidade climética, alta
tolerancia ao frio nas fases iniciais de desenvolvimento vegetativo, ao calor e a seca, além de
ser pouco influenciada pela latitude, altitude e pelo fotoperiodo, e por apresentar alto
rendimento em gréos (LEITE, 2007; ZOBIOLE et al., 2010; ALBUQUERQUE et al., 2011).

Nos ultimos anos, vem se apresentando como opcdo de rotacdo e sucessdo de
culturas nas regides produtoras de graos, especificamente nos estados de Mato Grosso e

Goiés. O Nordeste brasileiro vem testando o girassol com grande possibilidade de sucesso,
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particularmente no que confere a pequena propriedade. Os agricultores agregam valor por
meio da extragdo mecénica do 6leo de girassol, de forma rustica e acessivel aos produtores, o
que garante a sustentabilidade da agricultura familiar (EMBRAPA, 2010).

2.2 Salinidade

2.2.1 Salinidade para as plantas

A salinidade é um fator limitante para o desenvolvimento e a produtividade das
espécies vegetais; no entanto, dependendo do geno6tipo, do tipo de sal, do tempo de exposicéo,
e do estadio fenoldgico da planta, as respostas ao estresse salino podem variar. Tais respostas
envolvem alteracdes morfoldgicas, fisioldgicas e bioguimicas. Processos como a fotossintese,
a respiracdo e a sintese de proteinas sdo afetados pelo estresse salino, bem como, as reacfes
enzimaticas e as relacbes hidricas também sdo alteradas (PARIDA; DAS, 2005; CARMONA
etal, 2011; WILLADINO et al., 2011, SCIVITTARO et al., 2012).

Um dos efeitos mais imediatos do estresse por NaCl envolve a reducédo
consideravel no crescimento e no desenvolvimento vegetal. Essa alteracdo é decorrente do
efeito idnico ou osmotico ou ambos, promovidos pelo excesso de sais (MUNNS; TESTER,
2008; SILVEIRA et al., 2010; HASEGAWA, 2013).

Os efeitos idnicos resultam da elevada absorcdo de ions, particulamente os ions
Na* e CI" que alteram a homeostase idnica das células, a qual é essencial para a atividade de
muitas enzimas e para a manutencdo do potencial de membrana celular (YU; WANG,;
WANG, 2012). Por outro lado, os efeitos osmoticos decorrem do menor potencial hidrico do
ambiente radicular diminuem a disponibilidade de 4gua aos tecidos celulares, limitando dessa
forma as etapas de crescimento e expansdo celulares (MUNNS; TESTER, 2008; DIAS;
BLANCO, 2010; PRISCO; GOMES-FILHO, 2010).

Altas concentracdes de sais no meio radicular podem elevar a pressédo do solo a
niveis que as plantas ndo conseguem mais superar o potencial osmotico do solo e, como
consequéncia, a absorgdo de agua é drasticamente reduzida. Em funcdo disso, a planta sofre
estresse hidrico, mesmo quando o solo encontra-se Umido, sendo esse processo também
denominado seca fisioldgica (DIAS; BLANCO, 2010; PRISCO; GOMES-FILHO, 2010).

A &4gua nas células vegetais tem a importante funcdo de gerar a pressdo de
turgescéncia, o que é fundamental para que ocorra a divisdo e a expansao celulares, e, sob

estresse salino, esse processo é drasticamente reduzido. Como consequéncia imediata, ha
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reducdo no crescimento, menor &rea de superficie foliar e diminuicdo das gemas e ramos
laterais, sendo esses resultados mais pronunciados em espécies sensiveis ao excesso de sais
(ALVES et al., 2011; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Internamente os jons Na* e CI podem ser transportados para a parede celular, o
que pode causar por sua vez a desidratacdo da célula (DIAS; BLANCO, 2010; AMORIM et
al., 2010; ISLA; ARAGUES, 2010). O acumulo de fons sodio e cloreto em excesso nas
células podem causar na planta danos por toxidade, quando ndo excluidos ou
compartimentados no vacuolo (WILLADINO et al., 2011; ULRICH et al., 2014). Além disso,
0 aumento na concentragdo desses ions no citoplasma interfere negativamente no
funcionamento de algumas proteinas, compromete a integridade das membranas e limita a
absorcdo, o transporte, a assimilacdo e a distribuicdo de nutrientes, necessarios ao
desenvolvimento vegetal (GRATTAN; GRIEVE, 1999; MUNNS; TESTER, 2008).

O Na®, quando acumulado nos tecidos vegetais em concentragdes acima de 100
mM, é potencialmente téxico, promovendo o desbalango ibnico e desregulando o estado
nutricional da planta, por inibir a absor¢io de K*, devido a similaridade quimica desses dois
jons, aumentando, dessa forma, a relacio Na'/ K* no meio intracelular (BLUMWALD et al.,
2000; HORIE; SHOEDER, 2004). O actimulo de fons Na* e CI" promove altas relacdes de
Na*/Ca*"* Na'/K* e CI'/NOs’, o que decorre do efeito de competicio entre esses fons pelos
mesmos transportadores (GRATTAN; GRIEVE, 1999; YOSHIDA, 2002; WEST et al., 2004;
MEDEIRQS, 2010; SILVA et al., 2010; HASEGAWA, 2013).

A homeostase idnica deve envolver a exclusdo de Na do citosol para o meio
externo e sua compartimentacdo no vactolo, a fim de manter uma alta relagdo K*/Na* e o
balanco hidrico entre 0 meio externo, o citosol, as organelas nele mergulhadas e o vacuolo
(GRATTAN; GRIEVE, 1999; BLUMWALD et al., 2000; MILLER et al., 2007; ZHAO et al.,
2007).

Em condigdes ndo salinas, as plantas mantém elevadas concentragdes de K* (100-
200 mM) e baixas concentragdes de Na* (0-10 mM) no citosol (BLUMWALD et al., 2000).
Essa situacdo é essencial aos processos fisioldgicos das plantas, pois 0 Na* é inibidor de
varias enzimas citoplasmaticas, enquanto que o K*, que é um fon movel, é essencial a
manutencgéo do balango osmatico e no controle estomatico, atuando como co-fator enzimatico
e auxiliando na ascenséo capilar do NO3™ no xilema (MUNNS; TESTER, 2008; TURKAN,
2011; TAIZ; ZEIGER, 2013). Em adi¢do, Munns e Tester (2008) afirmam que a absorcéo de
nutrientes minerais, especialmente NOs3,, K* e Ca?*, é severamente afetada em funcdo das

altas taxas de NaCl no solo.
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2.2.2 Mecanismos de tolerancia a salinidade

As espécies vegetais diferem quanto a tolerancia a salinidade. Algumas delas, as
halofitas, demandam de um ambiente salino para que seu ciclo de vida seja completado,
enquanto outras, como as glicofitas, apresentam seus mecanismos fisioldgicos e bioquimicos
drasticamente afetados pelos sais. No entanto, a maioria das culturas tem os estadios de
crescimento e de desenvolvimento significativamente comprometidos quando a condutividade
elétrica do extrato de saturacdo do solo é superior a 3,0 dS m™ (CHINNUSAMY;
JAGENDORF; ZHU, 2005).

Durante o seu processo evolutivo, as plantas desenvolveram mecanismos de
adapatacdo e ou tolerancia a salinidade e, dentre eles, esta o ajustamento osmdtico, mediante
0 acumulo de ions, principalmente os toxicos, no vacuolo e de solutos organicos no citosol, 0s
quais, ndo interferem no metabolismo celular mesmo estando em altas concentragoes
(PRISCO; GOMES-FILHO, 2010; CHIRAZ et al., 2012; ASHRAF; HARRIS, 2013). Esses
solutos sdo hidrofilicos e podem desempenhar papel protetor na estrutura de proteinas
citoplasmaticas e daquelas associadas as membranas. Além disso, protegem as
macromoléculas da célula contra a acdo deletéria das EROs (HASEGAWA et al., 2000;
BOTELA et al., 2005; GUPTA; HUAN, 2014).

O papel dos osmolitos parece envolver a reducdo do potencial hidrico da folha,
Orgdo mais sensivel a percepcdo do estresse, sem que ocorra a reducdo do potencial de
turgescéncia celular. Esses solutos baixam o potencial osmotico por terem alta solubilidade
em agua, auséncia de carga liquida em pH neutro e baixa massa molecular (CHIRAZ et al.,
2012; GUPTA; HUAN, 2014).

Os solutos que mais comumente participam do ajustamento osmotico sdo 0s
aminoéacidos, dentre eles, a prolina, 0os compostos quaternarios de aménio, como a glicina
betaina, os carboidratos sollveis e os polialcoois (HARE et al., 1998; MANSOUR, 2000;
ASHRAF; HARRIS, 2013; CHANG, et al., 2014).

A resposta vegetal ao menor potencial hidrico decorrente da salinidade é
promovida, também, por meio de altera¢cBes na condutancia estomética. O fechamento dos
estdmatos minimiza as perdas de agua pelo processo transpiratorio, mas, por outro lado, limita
o fornecimento de CO, a carboxilase/oxigenase da ribulose-1,5-bisfosfato (rubisco) e a sua
entrada nos cloroplastos (ASHRAF; HARRIS, 2013; OZGUR et al., 2013). Desse modo, as
reacOes de carboxilacdo sdo assim significativamente reduzidas, predispondo a uma baixa

regulacao fotossintética, com consequente diminui¢do na sintese de carboidratos e declinio na
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produtividade das culturas (CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO, 2008; GARCIA et al., 2010;
WILLADINO; CAMARA, 2010). Portanto, considera-se que tanto mecanismos estomaticos,
quanto ndo estomaticos resultantes do efeito toxico das concentracdes salinas podem induzir a
um decréscimo na eficiéncia do fotossistema Il (ASHRAF; HARRIS, 2013).

Os mecanismos de tolerdncia das plantas a salinidade envolvem, ainda, a
regulacdo nos processos de absor¢do de ions pelas raizes, bem como, 0 seu transporte para as
partes aéreas; alteracOes na estrutura de membrana; modificacdes nas vias relacionadas a
fotossintese liquida; inducdo do balanco hormonal e da expressdo de enzimas antioxidantes.
De forma isolada ou em conjunto, essas alteragdes nas vias bioquimicas e fisioldgicas das
plantas, promovem o restabelecimento da homeostase celular e a retomada do crescimento
vegetal (BOTELLA et al., 2005; PARIDA; DAS, 2005; MUNNS; TESTER, 2008).

2.2.3 Salinidade, EROs e enzimas antioxidantes

As menores concentragdes de CO, implicam menor disponibilidade de
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato na forma oxidada (NADP™), que constitui um
aceptor de elétrons no fotossistema |. Sendo assim, ocorre um efeito competitivo entre o
oxigénio e o NADP" com agentes redutores, o que gera as EROs, tais como o oxigénio
singlet (*0.), o peréxido de hidrogénio (H,0), o radical superéxido (‘O,) e o radical hidroxil
('OH) (NABATI, et al., 2011; RISHI; SNEHA, 2013).

No estado molecular, 0 O, € pouco reativo. No entanto, o processo de absorcao da
energia radiante nos tilacdides, bem como a maneira de receber elétrons altera seu estado
fundamental. As EROs sé@o geradas a partir da reducdo parcial do O,, em que a energia de
excitacdo transmitida ao O, altera consideravelmente sua capacidade reativa. Desse modo, 0
oxigénio singlet *O, é gerado no fotossistema Il e no complexo antena contiguo, através da
excitacdo de suas clorofilas contituintes. O O, apresenta ampla capacidade de se difundir
para o interior das células e causar danos ao fotossistema Il e aos constituintes das membranas
dos tilacdides (SCANDALIQOS, 2000; GILL; TUTEJA, 2010). As espécies reativas a serem
formadas dependem, no entanto, da quantidade de elétrons aceitos pelo O, Assim, podem ser
formados o radical superoxido ‘O, o peroxido de hidrogénio H,O, e o radical hidroxil "OH,
a medida em que sdo aceitos um, dois e trés elétrons, respectivamente (SCANDALIQOS,
2000).

As EROs sdo geradas durante as etapas bioguimicas normais das células, sendo 0s

cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos, os principais locais de producdo (AZEVEDO;
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GOMES-FILHO; PRISCO, 2008; VOSS et al., 2013). As reac0es no Fotossistema I, em que
os elétrons sdo transferidos da ferredoxina imediatamente para 0 O, (reacdo de Mehler) em
detrimento da reducio pelo NADP™ sdo responsaveis pela geragdo do "0, nos cloroplastos.
Esse radical livre apresenta reatividade seletiva a alguns componentes celulares, sendo
altamente reativa a proteinas, em particular, as que apresentam atomos de Fe e S. No entanto,
no que diz respeito aos carboidratos e lipideos, essa ERO apresenta baixa ou nenhuma
reatividade (GILL; TUTEJA, 2010).

O H;0, é formado nos mesmos sitios celulares que o ‘O,. Quando em alta
concentracdo na célula, inibe a fixacdo de carbono, uma vez que muitas enzimas do ciclo de
Calvin sdo extremamente sensiveis a ele (SCANDALIOS, 2000). Essa ERO é capaz de
romper as membranas celulares e causar danos ao DNA. A literatura aponta que 0 'O, e 0
H,O, ativam uma sequéncia de reacGes, que tém inicio com a reacdo de Haber-Weiss e que
levam a formacdo do radical ‘OH e de outras espécies potencialmente mais téxicas ao
metabolismo celular (BOWLER et al., 1992).

As EROs danificam o metabolismo celular, causam, dentre outros problemas, a
fotoinibicdo, a fotooxidacdo nos cloroplastos, a inativacdo de enzimas, a degradacdo de
pigmentos fotossintéticos e a peroxidacao lipidica de membranas celulares, além de danos ao
DNA (CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO; 2008; WILLADINO et al., 2011; ASHRAF, 2013).

A toxidade das EROs a maquinaria bioguimica das plantas esta diretamente
relacionada a sua concentracdo. Em condi¢cdes normais, as EROs atuam como moléculas
sinalizadoras em diversos processos celulares e, deste modo, auxiliam o vegetal nas respostas
a estresses bioticos e abioticos (FINKEL, 2003). No entanto, para evitar a toxidade das EROs,
é necessario que haja um balanco adequado entre sua sintese e sua eliminagdo. Sob condicGes
de estresse, como as induzidas por salinidade, ha acimulo desses compostos nos
compartimentos celulares, o que causa o estresse oxidativo, que é definido como um
desbalanco na relacdo entre compostos antioxidantes e oxidantes, em que, estes Ultimos sdo
consideravelmente aumentados (FINKEL, 2003; AZEVEDO; GOMES-FILHO; PRISCO,
2008).

Para evitar os danos oxidativos, as plantas apresentam mecanismos antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos de eliminacdo das EROs, sendo uma maneira de manter esses
compostos em concentragdes ndo toxicas ao metabolismo celular (MOLLER et al., 2007).
Dentre as enzimas antioxidantes envolvidas na detoxificacdo das EROs, destacam-se a
dismutase do superoxido (SOD; E.C. 1.15.1.1), a catalase (CAT; E.C. 1.11.1.6) e a
peroxidase do ascorbato (APX; E.C.1.11.1.11). Essas enzimas convertem 0S cOMpostos
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potencialmente danosos ao metabolismo vegetal em H,O e O, (MUNNS; TESTER, 2008;
WANG et al., 2013; GILL, et al., 2013).

A SOD é considerada a primeira enzima da linha de frente contra o estresse
oxidativo, sendo responsavel pela dismutacdo do "0, em H,0, e O,. E uma metaloproteina e
apresenta trés isoformas A Cu/Zn-SOD é encontrada no estroma dos cloroplastos e no citosol,
a Mn-SOD é encontrada tanto nas mitocondrias, quanto nos peroxissomos, e a Fe-SOD,
principalmente nos cloroplastos (ALSCHER et al., 2002).

A CAT converte o perdxido de hidrogénio em H,O e O, e por isso, é considerada
como a principal enzima responsdvel pela manutencdo de niveis ideais de H,O, no
metabolismo vegetal. Os sitios de atuacdo dessa enzima sdo peroxissomos e glioxissomos,
sendo assim, atua na conversdo do peréxido de hidrogénio gerado durante a conversdo do
glicolato em glioxilato durante a fotorrespiracdo, bem como inativa o H,O, formado durante a
oxidacdo dos acidos graxos (IGAMBERDIEV; LEA, 2002).

A APX é também uma importante enzima de defesa de tecidos fotossintéticos
contra o estresse fotoxidativo. Além destes locais, ela pode também ser encontrada no citosol
das células nao fotossintetizantes, atuando na reducdo dos niveis de EROs. Tal como a CAT,
ela degrada o H,O, e para isso, utiliza o ascorbato como substrato enziméatico (ASADA,
1999).

2.2.4 Salinidade e metabolismo do nitrogénio

De acordo com Taiz e Zeiger (2013), o desenvolvimento das plantas apresenta
elevada relagdo com o suprimento de nitrogénio, principalmente porque esse nutriente
participa diretamente do metabolismo vegetal, atuando como constituinte da molécula de
clorofila, &cidos nucleicos, aminoacidos e proteinas.

O nitrato (NO3) é a principal forma nitrogenada absorvida pelas plantas, sendo
sua absorcdo mediada por processos ativos intermediados por co-transportadores de alta e
baixa afinidade (MILLER et al., 2007). As plantas o assimilam em compostos organicos
sendo, no entanto, necessaria a ocorréncia de reacdes de reducdo. Nas etapas primérias, apos
sua absorcao pelos vegetais, a redutase do nitrato (RN) cataliza a reacéo de redugdo do NO3™ a
nitrito (NO>") no citosol, utilizando o NADH e/ou NADPH como doadores de elétrons (TAIZ;
ZEIGER, 2013). O NO; gerado, € transportado para os cloroplastos (folhas) e plastidios
(raizes) em que, nestes compartimentos celulares, € reduzido a amonio (NH,4"), pela enzima
redutase do nitrito (ABD- ELBAKI et al., 2000).
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As reacBes de sequéncia assimilatéria de incorporacdo do N em compostos
nitrogenados ainda envolvem duas enzimas diretamente correlacionadas com a converséo do
amonio a aminoacidos. A primeira delas, a sintetase da glutamina (GS), que catalisa a reacédo
do ambnio com o glutamato para formar a glutamina; a segunda, a sintase do glutamato
(GOGAT), que produz o glutamato por meio da transferéncia do grupo amida da glutamina
para 0 2-oxo-glutarato, produzindo, desse modo, duas moléculas de glutamato (TAIZ;
ZEIGER, 2013).

O estresse salino afeta 0 metabolismo do nitrogénio, alterando a atividade da RN
e de enzimas relacionadas, como a redutase do nitrito, a GOGAT dependente de NADH
(NADH-GOGAT) e a GOGAT do tipo dependente de ferredoxina (Fd-GOGAT). Dessa
forma, a sintese de aminoacidos e proteinas € comprometida levando a diminuicdo da
producdo de biomassa vegetal e a perda de produtividade das culturas (GOUIA et al.,1994;
FLORES et al., 2001; DEBOUBA et al., 2007; CARILLO et al., 2008). Essas altera¢fes sao
decorrentes das mudangas osmdticas, devido a diminuigdo da taxa transpiratoria, o que reduz
a absorcdo do NOj e ibnicas, decorrentes do efeito de competicdo deste ion com o CI’
(DEBOUBA et al., 2007; MOLLER ; JENSEN; HANSSON, 2007).

A habilidade das plantas em sobreviver e manter o seu crescimento sob condigdes
salinas é conhecido como tolerancia ao sal, 0 que depende da ativacdo de vias bioquimicas
que permitam o acumulo de dgua nos tecidos vegetais, protegendo dessa forma as atividades
fotossintéticas e preservando a homeostase osmotica e ibnica (ESTEVES; SUZUKI, 2008).
Esses mecanismos sdo fundamentais para que as espécies agricolas apresentem melhores

rendimentos, mesmo quando cultivadas em regifes &ridas e semidridas salinizadas.

2.3 Ossilicio

O silicio é o segundo elemento mais abundante da crosta terrestre, representando
27% em massa, sendo superado apenas pelo oxigénio (EPSTEIN, 1999; GONG et al., 2006).
Nas rochas terrestres, chega a representar 87% em massa. Nas rochas igneas e metamorficas,
80% delas sdo constituidas por silicatos (sais em que a silica encontra-se em formas
combinadas); percentual menor é encontrado nas rochas sedimentares (JONES;
HANDRECK, 1967). Apresenta-se em elevadas concentragdes, mesmo em sais nutrientes,
agua e ar altamente purificado (WERNER; ROTH, 1983).

Conforme Reis et al., (2007), o Si, ndo é encontrado na forma elementar na

natureza. Devido a sua afinidade pelo oxigénio, forma oxidos de silicio (SiO>) que é a base da
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estrutura da maioria dos argilominerais, compreendendo entre 50% e 70 % em massa no solo,
razdo pela qual, plantas cultivadas apresentam teores considerdveis de Si nos tecidos.
Apresenta-se associado a outros elementos quimicos, como Mg, Ca, Fe, K.

O acumulo de Si nos solos é resultante, em parte, dos processos de decomposi¢édo
dos residuos vegetais, dissociacdo do acido silicico e liberacdo do silicio dos oOxidos e
hidroxidos de Fe e Al, processos estes que se constituem em fontes naturais desse nutriente
para as plantas (EPSTEIN, 1999). No entanto, os processos de lixiviacdo da solucdo do solo
e/ou sua adsorcdo a oOxidos e hidroxidos de Fe e Al constituem-se em drenos, 0s quais
reduzem a concentragdo de Si do meio de cultivo (LIMA FILHO et al., 1999). A
intemperizacdo dos solos também contribui para essas reduc@es, em que as quantidades do
mineral podem chegar a valores menores que 2 mg kg™ (BRADY,1992). Para Snyder (1991),
solos com teores abaixo de 10 mg dm™ de Si sdo considerados deficientes, portanto, devem
receber adubacdo silicatada. Sendo assim, em razédo do avangado grau de intemperizagcdo em
que se encontram os solos tropicais, o Si é encontrado basicamente na forma de opala e
quartzo (SiO,.nH,0) e outras formas ndo-disponiveis as plantas (KORNDORFER, 2007).

No solo, o Si ocorre principalmente como: a) &cido monossilicico, também
denominado de acido ortosilicico ou simplesmente acido silicico [(H4SiO4 ou Si(OH)4]. Essa
forma disponivel do acido, ndo dissociada, é encontrada predominantemente em solos com
pH 7,0 que é devido a sua constante de dissociacdo (pK1l= 9,6) e solubilidade média
correspondente a 0,1 a 0,6 mmol L™*; b) o Si pode ainda ser encontrado no solo como mineral
silicatado- cristalino ou amorfo; ¢) ou pode ainda, estar adsorvido ou precipitado com oxidos
de ferro e aluminio (JONES; HANDRECK, 1967; RAVEN, 1983; EPSTEIN, 1999).

2.3.1 Silicio na planta e processos de absorc¢ao

As plantas absorvem o silicio da solucdo do solo na forma de acido monossilicico
(H4Si04). A dissolugdo do silicio na forma monomérica ocorre atraves da membrana,
podendo acontecer via apoplasto ou simplasto. Ap6s o acido silicilico ser absorvido pelas
raizes, ocorre seu fluxo ascendente pelo xilema até a parte aérea. Esse processo pode ser
estimulado, dentre outros fatores, pelo aumento da taxa transpiratéria. No entanto, €
importante destacar que nem sempre pode haver essa correspondéncia com 0 processo de
transpiracdo, podendo sua absorcdo ser de um processo ativo desencadeado pelo estimulo a
protecdo contra estresses, como o0s induzidos por salinidade, doengas etc. (JONES;
HANDRECK, 1967; CHIBA et al., 2009).
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Em girassol, o acido monossilicico deposita-se como silica amorfa ou opala
biogénica (SiO,nH,0), inicialmente nos tecidos mais jovens e posteriormente nos tecidos
senescentes; ou como um sélido imdvel, na forma de silica polimerizada (SiO) em que forma
complexos com polifenois de grande estabilidade e baixa solubilidade. No apoplasto, a maior
parte do silicio encontra-se na forma polimerizada (99%), e apenas (1%) na forma coloidal ou
ibnica (JONES HANDRECK, 1967; DAYANANDUN; KAUFMAN; FRANKIN, 1983; MA,;
YAMAJI, 2008).

Em espécies dicotiledéneas, quando a concentracdo de silicio excede 2 mM no
xilema, ocorre a sua polimerizacdo nos espacos extracelulares, porém, em plantas como trigo
e arroz, essa concentracdo é significativamente maior, e nas quais predomina a forma
monomeérica do acido monossilicico (MA;YAMAJI, 2008; LIANG et al., 2006).

Seguindo o fluxo transpiratério, 0 SiO,.nH,O deposita-se nas paredes das células
epidérmicas das folhas e dos vasos do xilema (FAWE et al., 2001). Os maiores acumulos
ocorrem nas paredes celulares mais externas das folhas (71%), quando comparadas as raizes,
caule ou colmo, em que sdo apontadas taxas de acumulacdo de 13%, 10% e 6%,
respectivamente. Essa distribuicdo e concentracdo dependem, dentre outros fatores, do
desenvolvimento e maturacao celular dos tecidos, e da espécie vegetal (FAWE et al., 2001).

As plantas diferem na capacidade de absorver silicio, o que é em parte atribuido a
peculiaridades da membrana plasmatica e as concentracfes desse nutriente no meio externo
(LIANG et al.,, 2006; MA; YAMAJI, 2008). Durante muito tempo, acreditou-se que a
absorcéo radicular do acido monossilicico era essencialmente ndo seletiva e energeticamente
passiva (difusdo e fluxo de massa), o que era atribuido a auséncia de carga elétrica do H;SiO4
(MITANI; MA, 2005; RODRIGUES et al., 2011). No entanto, a literatura tem apontado
também processos ativos, mediados por proteinas codificadas por genes especificos,
localizados na membrana plasmatica de células da raiz (WERNER; ROTH, 1983; MITANI;
MA, 2005).

Dependendo da forma como o silicio é absorvido e acumulado nas plantas, estas
sdo classificadas basicamente em dois grupos. As acumuladoras, que absorvem Si
predominantemente por processos ativos, e nas quais o teor foliar desse nutriente é encontrado
em taxas superiores a 1%, como em arroz (Oryza sativa) e trigo (Triticum vulgare Vill.). Por
outro lado, plantas ndo acumuladoras ou exclusoras de silicio, e dentre elas, as dicotiledéneas,
absorvem-no de forma passiva e seu teor foliar apresenta coeficiente igual ou inferior a 0,5%
0 que € considerado baixo (GUNES et al., 2008; MA; YAMAJI, 2008; CHIBA et al, 2009).
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Para Raven, Evert e Eichhorn (2001), o baixo coeficiente de permeabilidade da
membrana 10° m s, explica a absorcdo ativa de Si pela membrana plasméatica. Ma e Yamaji
(2006) observaram que existe um transportador com um kn, de 0,15 mM, que medeia o
transporte de silicio para as células corticais em plantas que acumulam altos, médios e baixos
niveis do mineral, e que a taxa de transporte depende da densidade do transportador. Esses
autores ainda afirmam ainda que alteragfes no metabolismo e baixas temperaturas inibem o
transporte, o que implica menores concentracdes internas desse nutriente nas plantas.

Particularmente para o girassol, os processos de absorc¢édo do acido monossilicico
podem ocorrer tanto de forma ativa, quanto passiva, e o fator determinante para o tipo de
transporte € a concentracdo do mineral no meio de cultivo e, em baixas concentragdes, é
reduzido o transporte por fluxo de massa (GUNES et al., 2008). Segundo a classificacdo de
Ma (2001), o girassol é considerada uma espécie acumuladora de silicio, pois o0s teores desse
nutriente acumulados na parte aérea (especialmente nas folhas), superam o equivalente a 10 g

kg™ necessérios para uma planta ser considerada acumuladora desse elemento.

2.3.2 Beneficios do silicio as plantas

A absorgdo de Si traz inimeros beneficios as plantas contra estresses bidticos e
abidticos, atuando, por exemplo, na resisténcia ao ataque de insetos, nematoides, bactérias e
fungos (MA; YAMAIJI, 2008; EPSTEIN 2009; GUNTZER et al., 2012; THILAGAM, 2014).
O mineral reduz substancialmente a acdo de enzimas de degradacdo da parede celular,
associando-se aos constituintes de parede, conferindo maior resisténcia mecéanica a penetracdo
de hifas nas folhas, acumulando-se nos tecidos da epiderme logo abaixo da cuticula
(FAUTEUX et al., 2006; FAUTEUX et al.,, 2006; KORNDORFER; OLIVEIRA, 2010;
HECKMAN, 2013;THILAGAM, 2014).

O silicio é um nutriente que potencializa a sintese de enzimas antioxidantes
relacionadas ao mecanismo de defesa das plantas contra as EROs, e a expressao de genes
envolvidos na producdo de compostos secundarios do metabolismo, como polifendis, e
fitoalexinas (EPSTEIN; BLOOM, 2005; GRATAO et al., 2005).

Os silicatos promovem tolerancia as condi¢es de estresse hidrico e/ou salino,
garantindo a integridade e a estabilidade da membrana celular (KAFI; RAHIMI, 2011;
MATEOS; ANDRADES; DAVY, 2013). Especialmente quando plantas sdo cultivadas em
ambientes salinos, o silicio induz a redugdo da absorcdo de ions tdxicos, como o Na*, e
promove o aumento na captacio de K* (LIANG et al., 1999; ASHRAF et al., 2010), o que é
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atribuido ao seu papel estimulador de atividades metabdlicas, fisiologicas e estruturais dos
vegetais (SHEN et al., 2010).

O Si torna as células epidérmicas das folhas mais eretas, com menor abertura do
angulo foliar, reduzindo o autossombreamento, e induzindo maior absor¢do de CO, em
funcdo disso, ha um aumento na eficiéncia fotossintética, no teor de clorofila e, indiretamente,
também contribui para incrementos na produtividade das culturas (HECKMAN, 2013). Além
disso, o Si reduz as taxas transpiratorias, dado a sua sobreposicao nas regides foliares, onde a
agua € perdida, junto as ceélulas-guarda dos estbmatos, promovendo um melhor
aproveitamento no uso da agua, fortalecendo a estrutura da planta e reduzindo o acamamento,
(BYBORDI, 2012; ALI et al., 2013; MATEOS;ANDRADES; DAVY, 2013; SHI et al.,
2013). Em funcao desses resultados, o Ministério da Agricultura, pelo Decreto Lei numero
4954, aprovado em 14 de janeiro de 2004, que dispde sobre a legislacdo de fertilizantes,
considerou o silicio (Si) como um micronutriente benéfico (BRASIL, 2004).

Muito embora o silicio seja um constituinte majoritéario (0,1 a 10%) do peso seco
dos vegetais, ele ndo é considerado um nutriente essencial ou funcional do ponto de vista
fisiolégico para o crescimento e desenvolvimento das plantas, pois ndo atende aos critérios
diretos e indiretos de essencialidade propostos por Arnon e Stout, (1939), apud Jones e
Handreck (1967). Corroborando com esses conceitos, Gong et al., (2006), afirmam que o
silicio estimula o crescimento apenas de algumas espécies vegetais, e ainda quando em
condicdes especificas.

Para Epstein e Blum (2005), esses conceitos sobre essencialidade sdo rigidos e
apontam para os resultados de pesquisas com a microquimica, que estabelecem que a auséncia
de silicio na solucdo nutritiva, ou no meio de cultivo, compromete a capacidade biolégica dos
vegetais, no que diz respeito a resisténcia a estresses bidticos e abidticos, e sua presenca
resulta em melhorias nas caracteristicas fisicas das plantas, favorecendo uma série de
processos fisiolégicos, contrapondo, deste modo, os critérios de essencialidade estabelecidos
por aqueles autores.

Em estudos realizados com a cultura do girassol (Helianthus annuus L.) foi
observado que o silicio reduziu os danos provocados pelo estresse hidrico, em que, na
presenca desse nutriente, houve uma melhor eficiéncia no uso da &gua e reducdo da taxa de
transpiracdo (GUNES et al., 2008), bem como, houve incrementos significativos na producéo
de matéria seca das inflorescéncias e das raizes, e aumentos no diametro caulinar (OLIVEIRA
etal., 2013).
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Um vasto nimero de pesquisas também aponta o efeito do silicio na reducéo do
estresse salino para algumas espécies agricolas, dentre elas, o girassol, o arroz (Oryza sativa)
e a alface (Lactuca sativa) em que, sob nutricdo com esse elemento, as plantas mostraram
aumentos na atividade das enzimas antioxidantes correlacionadas com o mecanismo de defesa
vegetal (MILNE et al., 2012; ALI, et al., 2013; KIM et al., 2014). No entanto, as alteracdes
nas vias bioquimicas induzidas pelo silicio em plantas sob essa condigdo adversa, também
envolve aumentos na concentracdo de osmolitos compativeis em culturas como a beldroega
(Potularca oleracea L.) (KAFI; RAHIMI, 2011), bem como, incrementos na taxa
fotossintética de tomateiros (Solanum lycopersicum) (ROMERO et al., 2006).

Plantas sob condicdo de estresse salino apresentam seus processos de crescimento
e desenvolvimento afetados pelo excesso de sais. O silicio ameniza esses efeitos, o que €
confirmado pelo melhor resultado no crescimento de plantas de milho (ALBUQUERQUE et
al., 2011; ZHU; GONG, 2014); pelos maiores incrementos na produgdo de biomassa de
folhas, raizes de plantas de tomate (ROMERO et al., 2006) e pelo crescimento de brotos em
arroz, em que para essa ultima cultura, esse resultado foi alcancado quando a aplicacédo
exogena de silicio correspondeu a 3 mM (GONG et al., 2006).

Embora ndo tenha sido constatado o efeito toxico do silicio as plantas, niveis
elevados do nutriente podem provocar aumentos do pH, e saturacdo por bases acima do
desejado, o que impede a absor¢do de micronutrientes (cobre, ferro, zinco e manganés) e de
fosforo, devido aos processos de insolubilizacdo deles, acarretando em desequilibrios
nutricionais (KORNDORFER; OLIVEIRA, 2010). Alguns autores, como Datnoff, Snyder e
Korndorfer (2001), consideram que a dose méxima de silicio em solugdo nutritiva deve ser de
1,8 mmol L*, e que acima desse valor ocorre a polimerizacdo do nutriente, tornando-o
indisponivel para as plantas.

O silicio tem sido empregado no Brasil na forma de adubacdo por ocasido da
semeadura ou em cobertura, utilizando-se nesse processo as escérias de siderurgia que sao
abundantes no pais, as quais sdo reconhecidas como importantes fontes desse nutriente. As
escorias de siderurgia sdo subprodutos da indastria ferrogusa. Seus constituintes sdo
principalmente os silicatos de calcio (CaSiO3) e magnésio (MgO,SiO,H,0), 0s quais podem
ser excelentes fontes de Si para a utilizacdo na agricultura desde que, apresentem, dentre
outras caracteristicas, uma alta solubilidade e uma boa correlagdo entre as concentragdes
ideais de célcio (Ca) e magnésio (Mg) requeridas para o0 bom desenvolvimento das espécies
agricolas (KORNDORFER et al., 2010).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Oryza_sativa

32

Esses subprodutos da industria ferrogusa comportam-se de forma semelhante aos
calcérios, a wollastonita, e aos subprodutos da producdo de fdsforo elementar, que
desempenham importante papel, especialmente em solos altamente intemperizados com
excesso de acidez por disponibilizarem bases trocaveis, aumentando com isso, a capacidade
de troca cationica (CTC) dos solos e, como consequéncia, esse complexo de saturagéo de
bases promove um melhor equilibrio nutricional as plantas o que é atribuido ao seu
envolvimento no balango entre a absorcdo de macro e micronutrientes pelas espécies vegetais
(LIMA-FILHO et al., 1999; KORNDORFER et al., 2010).

Em pesquisas sdo usadas preferencialmente as fontes comerciais de silicio
(metassilicatos de sédio e potassio), em cultivos hidropdnicos e fertilizacao foliar, em funcédo
da alta solubilidade desses produtos que chega a ser de 200 g/L, bem como, na forma de acido
silicico (BELANGER et al., 1995). Esses compostos apresentam efeitos semelhantes no que
se refere aos beneficios trazidos as espécies agricolas como, melhorias no crescimento, no
desenvolvimento e na produtividade. Na forma de silicato de potéssio, aumenta a eficiéncia
no uso de nutrientes iméveis (RODRIGUES et al., 2011), além disso, anions silicatos elevam
0 pH do meio a niveis adequados quando utilizados em concentra¢Bes 6timas e, dessa forma,
reduzem a acdo de elementos toxicos, precipitando-os em compostos insollveis ou formando
polimeros de baixa disponibilidade para as plantas, promovendo com isso, uma regulacéo
nutricional (SAVANT et al., 1999; MALAVOLTA, 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e condicdes de cultivo

O experimento foi conduzido no periodo de abril a junho de 2014, em casa de
vegetacdo situada a 01°28°03”S; 48°29°18” W, sendo as analises bioquimicas e fisioldgicas
realizadas no Laboratorio de Estudos da Biodiversidade em Plantas Superiores (EBPS),
ambos pertencentes ao Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA) da Universidade Federal Rural da
Amazodnia (UFRA), campus Belém, Para. Durante o periodo experimental, foram registradas
no interior da casa de vegetacdo médias de temperatura diurna, noturna e da umidade relativa
doarde38+2°C,32%2°Ce90 + 3% respectivamente.

No presente trabalho, foi utilizado o gendtipo de girassol (Helianthus annuus L.)
Catissol 01, sendo as sementes dessa cultivar fornecidas pelo EBPS. As sementes de girassol
foram inicialmente selecionadas com base em caracteristicas morfoldgicas, em que foram
escolhidas aquelas sem deformidades, com tamanhos semelhantes e que ndo apresentassem
manchas. Apds essa selecdo, as sementes foram desinfetadas com hipoclorito de sodio a 0,5%
(v/v), durante 5 min e, em seguida, lavadas exaustivamente com &gua destilada, para retirar o
residuo da solucdo. Apds isso, cerca de 300 sementes foram semeadas em bandeja de
polietileno, contendo uma mistura de areia lavada autoclavada e vermiculita na proporcao de
3:1. A profundidade de semeadura adotada foi de 1,5 cm e as bandejas foram umedecidas com

300 mL de 4gua desionizada.

3.2 Solugéo nutritiva

Aos 7 dias apés a semeadura (DAS), plantulas de girassol medindo
aproximadamente 18 cm de altura, foram transferidas para vasos contendo 2,5 L de solugéo
nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), com ¥ de forca idnica. Cada vaso continha trés
plantulas.

A solucéo nutritiva foi trocada a cada trés dias ou quando a condutividade elétrica
atingiu 75% do seu valor inicial. O pH da solucdo foi verificado diariamente e mantido em 5,5
+ 0,5 empregando-se solugdes de NaOH ou HCI a 1N, quando necessario. Realizou-se ainda a
reposi¢do da solucdo perdida por evapotranspiracéo, quando o volume de solugdo no vaso foi

inferiora 2,5 L.
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Aos 10 DAS, procedeu-se ao desbaste das plantas sendo deixada uma planta por
vaso. O critério adotado para a selecdo obedeceu a escala fenoldgica proposta por Schneiter e
Miller (1981), em que as plantas escolhidas apresentavam um par de folhas de 4 cm de
comprimento. Cada planta foi entdo transferida para vasos contendo 1 L da mesma solucao
inicial, sendo mantidas por quatro dias nessas condi¢des. Apé6s esse periodo, a solucdo
nutritiva foi modificada para 50% da sua concentracdo original. Foi usado um total de 64

vasos, e cada um deles correspondeu a uma unidade experimental.

3.2.1 Concentracdes salinas e de silicio

As plantas foram mantidas por 14 dias nessa condicdo para aclimatacdo e
desenvolvimento das raizes. Aos 28 DAS, as plantas foram submetidas aos tratamentos
salinos (NaCl a 0, 50, 100 e 150 mM) e de silicio (Si a 0,0; 1,0; 1,5 e 2,0 mM). A fonte de Si
utilizada foi o metassilicato de sodio (Na,SiOs). Essas concentracdes de NaCl e de Na,SiOs,
foram adicionadas aos vasos contendo solugdo nutritiva e, cada uma dessas concentragdes
correspondeu a um tratamento e cada um deles foi composto de quatro repeti¢es. As plantas

foram mantidas sob tratamento salino e de silicio durante 14 dias.

3.3 Coleta e armazenamento do material

A coleta das plantas ocorreu aos 42 DAS as 05:30 h. Nessa ocasido, foi
determinada a altura das plantas, usando-se uma régua. Para a determinacdo do conteido
relativo de agua (CRA), foram selecionadas, ainda em casa de vegetacdo, folhas primarias
completamente expandidas de cada uma das repeticdes. Parte desse material, no estado fresco,
juntamente com as raizes (terco distal) foi reservado para a determinacdo da atividade da
redutase do nitrato (RN) e vazamento de eletrélitos. As plantas foram posteriormente
separadas em folhas e raizes, envolvidas em papel aluminio e armazenadas em ultrafreezer a -
80 °C. Para a determinacdo das atividades enzimaticas e analises bioquimicas, o material
vegetal foi primeiramente congelado em nitrogénio liquido sendo posteriormente liofilizado.
Apos a liofilizagdo, determinou-se a massa seca da parte aérea, das raizes e total. O material
seco foi triturado em moinho até a obtengdo de um pé fino e, devidamente armazenado em

tubos falcon até a sua utilizacdo nos ensaios.
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3.4 Conteudo relativo de agua

O CRA foi determinado segundo o método descrito por Slavick (1979), com
algumas modificacdes. Foram retirados de cada planta 20 discos foliares frescos de 10 mm de
didmetro ao acaso, utilizando-se para isso, um vazador de aco-inoxidavel. Logo em seguida,
os discos foram pesados em balanga analitica para a obtencdo da massa fresca (MF). Para a
obtencdo da massa turgida (MT), os discos foram transferidos para uma placa de petri
contendo 35 mL de &gua destilada e deixados a temperatura ambiente (25 °C) por um periodo
de 12 horas, e em constante iluminagdo (densidade do fluxo de radiagdo fotossinteticamente
ativa de aproximadamente 40 pmol m™? s™). Ap6s esse periodo, os discos foliares foram
removidos da placa de petri e colocados em folhas de papel de filtro para retirar o excesso de
agua. Imediatamente os discos foram pesados e a MT foi determinada. Para a determinacéo da
massa seca (MS) os discos foram colocados em sacos de papel e levados a estufa de
ventilacdo forcada de ar a 65 + 5 °C, por 24 h. Os resultados foram expressos em
porcentagem, conforme férmula abaixo:

CRA = (MF — MS)/ (MT -MS) x 100

3.5 Vazamento de eletrolitos

O vazamento de eletrdlitos foi estimado de acordo com Blum e Ebercon (1981),
com pequenas modificacBes sendo essa uma medida indireta para a determinacdo do grau de
danos de membrana. Foram pesados, separadamente, 100 mg de parte aérea, e raizes e apos
tripla lavagem com agua desionizada, o material vegetal foi transferido para tubos de ensaio,
aos quais foram adicionados 10 mL de agua desionizada. Os frascos foram deixados em
repouso sob temperatura ambiente (25 °C) durante 6 h, sob agitacdo a cada 20 min. Apos esse
periodo, o sobrenadante foi transferido para novos tubos de ensaio e, com o auxilio de um
condutivimetro, foi mensurada a condutividade elétrica (C,) da solucéo dos tubos de ensaio.
Apbs iss0, 0s tubos foram novamente fechados e aquecidos em banho maria a 100 °C, por 1 h.
Apbs resfriamento dos tubos de ensaio a temperatura ambiente, a condutividade elétrica do
extrato (C,) foi novamente medida. O vazamento de eletrolitos foi estimado através da
seguinte equacao abaixo:

VE (%) = (C1 / C,) x 100.
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3.6  Solutos orgéanicos

3.6.1 Obtencao dos extratos

Os extratos para a determinacdo dos solutos orgéanicos foram obtidos a partir de
100 mg do p¢ liofilizado de folhas e raizes, os quais foram adicionados em tubos de ensaio de
15 mL. O material foi homogeneizado com 10 mL de tampé&o fosfato de potassio a 100 mM,
pH 7,5, contendo NaCl a 0,1 M. O homogenato resultante permaneceu em agitacdo por 30
min e, em seguida, foi centrifugado a 3.000 x g, por 10 min. O sobrenadante (extrato)
coletado, filtrado em papel de filtro e armazenado em frascos de vidro a -20 °C.

3.6.2 Carboidratos sollveis

Os teores de carboidratos soltveis foram determinados de acordo com o método
descrito por Dubois et al. (1956). Em aliquotas de 0,5 mL do extrato (proporcionalmente
diluido), foram adicionados 0,5 mL de fenol a 5% e 2,5 mL de acido sulfdrico (H,SOy)
concentrado. Os tubos foram vigorosamente agitados e colocados na bancada para repouso
por 20 minutos e sua leitura foi feita em espectrofotometro a 490 nm. Os teores de
carboidratos solUveis foram estimados por meio de uma curva padréo de glicose D (+) anidra.
Cada extrato e suas repeticdes foram dosados em duplicata, sendo os resultados expressos em

mmol g*MS.

3.6.3 N-aminossolUveis

Os teores de N-aminossoluveis foram determinados de acordo com o método de
Yemm e Cocking (1955). Em tubos de ensaio, foram adicionados 0,5 mL dos extratos
devidamente diluidos, 0,25 mL de tampéo citrato a 0,2 M (pH 5,0), 0,5 mL de KCN a 0,2
mM, em metilcelosolve, e 0,1 mL de ninhidrina a 5%, em metilcelosolve. Apos terem sido
bem homogeneizados em vortex, os tubos foram hermeticamente fechados e colocados em
banho-maria por 20 min a temperatura de100 °C. Em seguida, a rea¢do foi interrompida em
banho de gelo e, apos o resfriamento, foram adicionados 0,65 mL de etanol a 60%. Os teores
de N-aminossoltveis foram estimados atraves de leituras de absorbancia em 570 nm, tendo
como referéncia uma curva padrédo de glicina. Cada extrato e suas repeti¢cbes foram dosados

em duplicata, sendo os resultados expressos em pmol g™* MS.
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3.6.4 Prolina livre

Os teores de prolina foram determinados de acordo com o método de Bates,
Waldren e Teare (1973). Em tubos de ensaio contendo 1 mL do extrato proporcionalmente
diluido, foram adicionados 1 mL de ninhidrina &cida e 1 mL de acido acético glacial. Para um
total de 50 amostras, o reagente da ninhidrina &cida foi preparado dissolvendo-se 1,25 g de
ninhidrina em 30 mL de acido acético e 20 mL de &cido fosforico a 6 M. Os tubos foram
fechados (hermeticamente) e levados a agitacdo em vortex e colocados em banho-maria por
1ha 100 °C. Completado esse tempo, os tubos foram retirados do banho-maria. A reagéo foi
interrompida colocando-se os tubos de ensaio imediatamente em banho de gelo. Apo6s o
resfriamento, foram adicionados 2,0 mL de tolueno aos tubos e, posteriormente, eles foram
levados a agitacdo vigorosa em vortex por 20 s (o tolueno extrai a substancia cromofora)
formando um complexo colorido (réseo para vermelho). A fase superior densa (croméforo +
tolueno) foi aspirada com o auxilio de uma pipeta Pasteur para posterior leitura de
absorbancia em 520 nm. Os teores de prolina foram estimados tendo como referéncia uma
curva padréo de prolina e utilizando-se o tolueno como branco. Cada extrato e suas repeticdes

foram dosados em duplicata, sendo os resultados expressos em pmol g™ MS.

3.7 Metabolismo do nitrogénio

3.7.1 Redutase do nitrato in vivo

A atividade da redutase do nitrato, in vivo, foi determinada de acordo com o
método descrito por Hageman e Hucklesby (1971), com modificagdes. O método baseia-se
na infiltracdo no tecido de uma solugdo composta por nitrato e na posterior dosagem do nitrito
gerado na reacdo, o qual difunde-se no meio de incubacdo. Com o auxilio de um furador,
foram retirados discos foliares de 0,5 cm de didmetro e, em seguida, foram pesados 200 mg
desse material vegetal e 300 mg de raizes. As amostras foliar e radicular foram colocadas em
tubos de ensaio contendo 5 mL do meio de incubagdo constituido por tampdo fosfato de
potassio a 0,1 mM, pH 7,5; KNO3 a 50 mM; isopropanol a 1% (v/v) e cloranfenicol a 15
mg/L. Imediatamente apds essa etapa, os tubos foram devidamente lacrados e envoltos com
papel aluminio e infiltrados a vacuo por 2 min, quando entdo o vacuo foi desfeito.
Posteriormente infiltrou-se por mais 2 min. Em seguida, as amostras foram incubadas no

escuro a 30 °C, em banho-maria, por 30 min. A concentracdo de nitrito foi determinada
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colorimetricamente pela adicdo de 1 mL de sulfanilamida a 1% (p/v), preparada em HCl a 2,4
M, e 1 mL de N-naftil-etilenodiamina a 0,02% (p/v) a 2 mL do meio de incubacdo. A
absorbancia foi determinada em 540 nm, tendo como referéncia uma curva padrao ajustada a
partir de concentracdes crescentes de NaNO,. A atividade enzimatica foi expressa em mol
NO, produzido h™ g* MF e representa a média de quatro repeticdes sendo cada extrato
dosado em duplicata.

3.7.2 Nitrato
3.7.2.1 Obtencéo do extrato

Foram adicionados 100 mg de po liofilizado de folhas e raizes em tubos de ensaio
contendo 5 mL de 4gua destilada. Em seguida, o material foi colocado em banho-maria a 100
°C por 30 minutos. Apds esse periodo, os tubos de ensaio foram colocados sobre a bancada
para resfriar a temperatura ambiente (25 °C), sendo posteriormente centrifugados a 3.000 x g,
por 10 min. O sobrenadante foi coletado em tubo de ensaio e o precipitado foi ressuspendido
com outros 5 mL de &gua destilada, sendo repetido o procedimento da extracdo anterior. Em
seguida, os extratos foram coletados em um tubo de ensaio graduado e o volume foi
completado com agua destilada até atingir 10 mL. Os extratos obtidos foram congelados a -20
°C para posterior analise.

Os teores de nitrato foram determinados de acordo com Cataldo et al. (1975), com
pequenas modificacdes, sendo os valores das aliquotas reduzidos para ¥ dos mencionados por
esses autores. A reacao foi preparada em tubo de ensaio, contendo 100 pL do extrato e 200
puL de solucdo de 4cido salicilico a 5% (p/v), em 4cido sulfdrico concentrado e,
posteriormente, os tubos foram levados a agitacdo em vortex. Imediatamente apds esse
processo, o0s tubos de ensaio foram colocados sobre a bancada por 20 min até atingir a
temperatura ambiente e imediatamente ap0os esse processo, foram adicionados 4.700 pL de
NaOH a 2 M, sendo a solucdo vigorosamente agitada até atingir pH 12. A absorbancia foi
determinada em 410 nm, tendo como referéncia uma curva padrdo ajustada a partir de
concentracdes crescentes de KNO3 usando a &gua destilada e reagente como o branco. Cada
extrato e suas repeticdes foram dosados em duplicata, sendo os resultados expressos em m
mol de NO3™ kg™ MS de tecido.
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3.7.3 Proteinas sollveis

3.7.3.1 Obtencao do extrato

Para a preparacdo do extrato, em tubos de ensaio de 15 mL, adicionaram-se 100
mg de pd liofilizado de folhas e raizes e depois 5,0 mL do tampdo de Tris-HCI a 25 mM, pH
7,6. Em seguida, deixou-se sob agitacdo durante 2 h em agitador orbital com os tubos
devidamente lacrados. Apds a extracdo, os tubos foram centrifugados em centrifuga de
bancada a 2.000 x g, por 10 min, sendo o sobrenadante coletado para a dosagem das proteinas
soluveis.

Os teores de proteinas soltveis foram determinados pelo método descrito por
Bradford (1976). Para isso, foi preparado previamente o reagente de Bradford. Para isso,
foram adicionados 105,26 mg de Comassie Brilliant Blue G (SIGMA 95%) em um béquer
(revestido com papel aluminio) e acrescentados 50 mL de alcool etilico. A mistura foi deixada
sob agitacdo por 15 min. Imediatamente ap0s essa etapa, a solucdo foi transferida para um
baldo volumétrico de 1000 mL igualmente revestido em papel aluminio. Foram adicionados
100 mL do acido fosférico a 85% e completado o volume para 1000 mL com &gua destilada.
Foram realizadas duas filtragdes com papel de filtro. Em seguida, foram adicionados em tubos
de ensaio 100 pL da amostra e 2,5 mL do reagente de Bradford, os tubos foram agitados
delicadamente (para ndo desnaturar as proteinas). A mistura foi deixada em repouso por 15
min, sendo entdo submetida a leitura de absorbancia em 595 nm. Como padréo, foi utilizado a
albumina de soro bovina. Cada extrato foi dosado em duplicata, sendo os teores de proteinas
sollveis expressos em mg proteina g™ MS de tecido.

3.8 Sistema antioxidante

3.8.1 Extracgado

O extrato para a determinacdo da atividade das enzimas SOD, APX e CAT foi
obtido a partir da homogeneizacdo em almofariz, a 4 °C, de 0,1 g do pé liofilizado de folha e
raiz com 5 mL de solucdo-tampéo fosfato de potassio (a 4 °C) a 0,1 mM, pH 7,0, contendo
EDTA a 0,1 mM, seguida de homogeneizacdo por 4 min. As adi¢des do tampéo fosfato
foram feitas de forma fragmentada, sendo 50% do volume total desta solucdo (2,5 mL)

utilizada na homogeneiza¢do durante 2 min, apés isto, imediatamente adicionaram-se 0s
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outros 50%, sendo a mistura homogeneizada em tempo equivalente ao anterior. O
homogenato foi filtrado em tecido de nailon e transferido para tubos de ensaio, sendo
mantidos a 4 °C por duas horas, realizando-se agita¢cdes ocasionais. O homogenato filtrado foi
centrifugando a 12.000 x g, durante 15 min, a 4 °C. O sobrenadante, o extrato bruto, foi

armazenado em freezer a -80 °C até serem utilizados nos ensaios de atividade enzimatica.

3.8.2 Dismutase do superoxido

A atividade da SOD (EC 1.15.1.1) foi determinada pela inibicdo da fotorreducéo
do cloreto de azul de nitrotetrazdlio (NBT), conforme Giannopolitis e Ries (1977). A mistura
de reacdo (1,5 mL) foi composta por tampao fosfato de potassio a 50 mM (pH 7,8), EDTA a 1
UM, L-metionina a 13 mM e NBT a 75 uM e 50 ul do extrato, convenientemente diluido com
0 tampéo de extracdo. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de riboflavina a 2 uM, seguida da
iluminacdo do meio de reagdo com duas lampadas fluorescentes de 20 W em caixa fechada.
Apos 15 min, a reacdo foi interrompida pelo desligamento das luzes e as leituras foram
realizadas a 560 nm. Uma unidade de atividade (UA) foi considerada como a quantidade de
enzima requerida para inibir 50% da fotorredugdo do NBT por 15 min em comparagao com o
meio de reacdo sem o extrato proteico. Cada extrato foi dosado em duplicata, sendo a
atividade da SOD expressa em UA mg* de proteina.

3.8.3 Peroxidase do ascobarto

A atividade da APX (EC 1.11.1.11) foi determinada pelo método de Nakano e
Asada (1981). A mistura de reacdo (1,5 mL) foi constituida de 50 uL de tampdo fosfato de
potéssio (pH 6,0), EDTA a 0,1 uM, ascorbato a 0,5 mM, H,0, a 1 mM e 300 pL do extrato,
convenientemente diluido com tampéo de extracdo. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 300
uL do extrato enzimatico, e a atividade da APX foi determinada pela oxidagdo do H,0O,
dependente do ascorbato, sendo a leitura realizada em espectrofotdbmetro a 290 nm durante 1
min. O coeficiente de extingdo molar do ascorbato (2,8 mM cm™) foi usado para quantificar a
atividade enzimatica levando-se em consideracao que dois moles de ascorbato sdo necessarios
para reducdo de 1,0 mol de H,O, (MCKERSIE; LESHEM, 1994). Cada extrato foi dosado em

duplicata, sendo a atividade da APX expressa em pmol H,0, min™ mg™ de proteina.
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3.8.4 Catalase

A atividade da CAT (EC 1.11.1.6) foi determinada pelo método de Beers Jr. e
Sizer (1952), com modificacdes. A mistura de reacdo (1,5 mL) foi constituida de solugédo
tampéo fosfato de potassio a 100 mM (pH 7,0), EDTA a 0,1 uM, H,0, a 20 mM e 150 uL do
extrato. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 150 uL do extrato enzimético ao meio de reacao;
e a atividade enzimatica foi determinada pelo consumo de H,O, sendo a redu¢do monitorada
por leituras de absorbancia em 240 nm, por 5 min em que cada extrato foi dosado em
duplicata. O coeficiente de extincéo molar do H,0, (36 M™ cm™) foi usado para determinar a

atividade da CAT que foi expressa em pumol de H,0, min™g™.
3.9 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, (DIC) em esquema
fatorial 4 x 4, com 4 repeti¢des, sendo os fatores constituidos por niveis de salinidade (NaCl a
0, 50, 100 e 150 mM) e doses de silicio (Sia0, 1,0, 1,5 e 2,0 mM). Os dados obtidos foram
submetidos a anélise estatistica, utilizando-se o aplicativo “Statical Analysis System” (SAS
INSTITUTE, 2000) e 0 modelo da equagéo de regressdo Y (X1, X2)= By + B1X1 + By Xi° +
Bs X, + BaX,? + BsX1*Xo. foi gerado pelo procedimento PROC Rs reg. Realizou-se o teste F
e para os casos de significancia (p<0,05) da interacdo entre os niveis de salinidade e doses de
silicio, efetuou-se a analise de regressdo polinomial (superficie de resposta). Os gréficos

foram gerados pelo programa SCILAB 5.5.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Altura e matéria seca das plantas

Neste estudo, foi analisada a influéncia do Si sobre as varidveis: matéria seca da
parte aérea (MSPA), matéria seca da raiz (MSR), matéria seca total (MST) e altura das plantas
de girassol, variedade Catissol 01, submetidas por 14 dias ao estresse salino. De acordo com
os dados obtidos na presente pesquisa, de modo geral, foram observadas interacdes
significativas (p<0,01) entre os fatores salinidade (NaCl) e dosagens de silicio (Si) para as
variaveis analisadas, exceto a variavel altura da planta, para a qual ndo se observou interacdo
significativa. Todas as variaveis ajustaram-se ao modelo de regressdo polinomial.

Pela analise da superficie de resposta, pode-se observar que a altura das plantas de
girassol foi reduzida ligeiramente pela salinidade, e que o aumento da concentragdo de Si
resultou em acréscimos significativos nessa variavel, mesmo nas condi¢des salinas (Figura 1).
Na auséncia de NaCl, os valores de altura das plantas tratadas com Si a 2 mM aumentaram
58%, em comparacdo aqueles das plantas ndo tratadas (Si a 0 mM).

De modo geral, as variagdes ocorridas na MSPA, na MSR e na MST foram
semelhantes, havendo reducdes nelas a medida que a concentragdo de NaCl aumentou, e
concomitante aumento desses valores, quando a concentragdo de Si foi aumentada. De fato, 0s
maiores valores de MSPA, MSR e MST foram observados na auséncia de NaCl e nas maiores
concentracdes de Si, ocasido em que o aumento induzido pelo Si foi maximo (Figura 1).

A interacdo significativa (p<0,01), entre as concentracdes salinas e de silicio
mostra que a adicdo de Si na solugédo nutritiva promoveu aumentos significativos na massa
seca dos diferentes 6rgdos de girassol, sendo essa resposta observada tanto nas plantas
cultivadas exclusivamente com dosagens de Si, como naquelas cultivadas em solucédo
nutritiva acrescida de NaCl e na presenca daquele nutriente mineral.

Pela equacdo de regressao, fica evidente que plantas sob estresse salino a 150 mM
e nutridas com Si a 2 mM, apresentaram incrementos de 4,4 g planta™, 0,83 g planta® e 5,4 g
planta® na MSPA, MSR e MST respectivamente. Tais aumentos foram 68%, 36% e 65%
superiores aqueles encontrados nas plantas sob tratamento com a maior concentracdo salina e
na auséncia de Si.

Plantas sensiveis a salinidade, como o girassol, apresentam seu crescimento
consideravelmente reduzido nessa condi¢do adversa, 0 que ja vem sendo amplamente
reportado na literatura cientifica (SILVA et al., 2009; MACIEL et al., 2012; GUEDES-
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FILHO et al., 2013; CENTENO et al., 2014). Este estudo mostra que a salinidade afetou de
maneira significativa o crescimento das plantas de girassol, em comparacao aquelas crescendo
sob condi¢bes controle. A inibicdo do crescimento pela salinidade foi mais acentuada quando
as plantas foram submetidas a maior concentragdo salina (NaCl 150 mM). Esse
comportamento € tipico de plantas glicofitas as quais apresentam o crescimento reduzido em
razdo do estresse por NaCl (MUNNS; TESTER, 2008).

Figura 1 — Altura (a), matéria seca da parte aérea (MSPA; b), matéria seca das raizes (MSR; ¢) e matéria seca
total (MST; d) de plantas de girassol (Helianthus annuus L.) cultivadas em solugdo nutritiva, em funcéo de

concentragdes crescentes de silicio (Si) e de NaCl.
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Uma das explicacbes mais aceitas para a inibigdo do crescimento vegetal pela
salinidade é o desvio de energia para a manutencdo. Em outras palavras, a salinidade aumenta
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0 requerimento energético para a preservacdo da condi¢cdo normal do metabolismo celular.
Sendo assim, as plantas restringem a entrada de carbono, alterando a conduténcia estomatica,
diminuindo com isso 0 processo transpiratorio. Desse modo, as perdas de &gua sdo
minimizadas, 0 que assegura o0 estabelecimento das plantas em ambientes salinos, mas, por
outro lado, a maquinaria fotossintética e o consequente ganho de carbono sdo afetados
(VIEGAS, 2004).

Essa diminuicdo do crescimento pode ser ainda, decorrente dos efeitos osmaticos
e idnicos induzidos pelo estresse por NaCl. A alteracdo do potencial osmotico do ambiente de
crescimento do vegetal promove modificagdes na presséo de turgescéncia e na propriedade da
parede celular, o que é consequéncia dos niveis toxicos de fons Na* e CI" na zona radicular e
no citosol (FLOWERS, 2004). O aumento da pressdao osmotica do meio e a consequente
reducdo da disponibilidade de agua a ser consumida afetam os processos de alongamento e
divisdo celulares, tendo como efeito mais imediato a redugdo do processo de crescimento
vegetal.

Altas concentracdes de jons Na* e CI" causam um desequilibrio nutricional na
planta, tendo em vista que eles interferem na absor¢do de nutrientes essenciais ao seu
crescimento e desenvolvimento, como 0 nitrogénio, sendo esse um constituinte de
aminoacidos e proteinas (MUNNS; TESTER, 2008; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Pela andlise de superficie, fica evidente que, embora a interacdo entre niveis de
salinidade e doses de silicio ndo tenha sido significativa, a nutricdo com Si parece atenuar 0s
efeitos negativos da salinidade sobre a altura das plantas de girassol (Figura 1 a).

O silicio promoveu incrementos graduais na altura das plantas de girassol, e esses
resultados s@o corroborados por aqueles encontrados por Kamenidou et al. (2008) e
discordam daqueles encontrados por Oliveira et al. (2013), os quais verificaram que o Si ndo
promoveu aumentos significativos na altura de duas cultivares de girassol ornamental
cultivadas em vaso. A diferenca dos resultados pode ser decorrente do tempo, condi¢do
experimental e da solubilidade da forma de silicio utilizada.

Hwang et al. (2008), em estudo com duas cultivares de arroz sob estresse salino,
observaram que aplicagdo de Si e nitrogénio (N) reforcaram a sintese de GA1 forma bioativa
mais comum das giberelinas, (hormonio relacionado ao crescimento vegetal). A GA1 codifica
a sintase do ent-copalil difosfato (CPS), a primeira enzima relacionada a biossintese do acido
giberélico (GA 20). As giberelinas promovem o alongamento e a divisao celular em caules,
com consequente aumento na altura da planta. Embora este estudo ndo aborde as alteracGes

hormonais promovidas pelo silicio, considera-se, a partir de outras pesquisas, que a nutri¢do
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com esse elemento pode ter estimulado a sintese de giberelinas nas plantas de girassol, com
consequente aumento na altura das plantas.

Em diversas espécies, a tolerancia a salinidade é aumentada ao se aplicar o Si no
meio de cultivo ou através de pulverizacdo foliar, como por exemplo, em milho (LIMA et al.,
2011), canola (FARSHIDI et al., 2012), caléndula (BAYAT et al.,, 2013) e sorgo
(NASCIMENTO et al., 2014), e em todos esses casos houve inducdo do crescimento pelo Si.

Para Liang et al. (1999), o efeito benéfico do Si na tolerancia das plantas a
salinidade € decorrente dos mecanismos de complexacdo com ions potencialmente toxicos
como o Na*. O depdsito de silica na exoderme e endoderme da raiz aumenta a imobilidade de
fons Na* pela planta, impedindo-o de chegar até a parte aérea. Os autores sugerem ainda que,
sob condigdes salinas, plantas cultivadas com Si apresentam maior absorcio de ions K*, em
detrimento de ions Na*, o que é decorrente do mecanismo de seletividade de transporte e de
absorcéo de ions pelo Si.

Como se sabe, 0 K* ativa a agio de fitohormdnios envolvidos no crescimento de
tecidos meristematicos. Além disso, regula a manutencdo de agua na planta (mecanismo de
abertura e fechamento dos estdmatos), promove a sintese da enzima carboxilase/oxigenase da
ribulose 1,5-bifosfato (rubisco), envolvida na fixacdo de carbono, induz a translocacéo de
fotossintetatos recém-produzidos e participa na mobilizagdo do material estocado (TAIZ;
ZEIGER, 2013). N4o se pdde precisar neste estudo a maior regulagdo do K* pelo Si, mas se
acredita que, na presenca daquele nutriente, as plantas tenham absorvido mais K* em
detrimento de fons Na" o que possivelmente resultou no maior crescimento das plantas sob
estresse por NaCl.

Em muitas pesquisas tém sido apontado que a salinidade compromete a particao
de biomassa vegetal entre as raizes e a parte aérea da planta, o que, dentre outros fatores, esta
relacionado a uma limitacdo da aquisicdo e distribuicdo de carbono em condi¢cfes de estresse
por NaCl, e a inibicdo da hidrélise de amido e sua translocacdo para os drenos (6rgaos em
crescimento) (GOMES et al., 2011). Umas das respostas primarias das plantas em condicoes
de estresse salino é a consideravel reducdo dos mecanismos de expansdo e divisao celulares,
com consequente reducdo da biomassa, resultando nos menores acimulos de massa seca pelo
vegetal (MUNNS, 2002).

Segundo Araujo et al. (2010), a reducéo da producao de massa seca esta associada
principalmente ao efeito toxico de ions como o0 Na* e CI” sobre a fixacdo liquida de carbono e
consequente producdo de fotoassimilados. Pressupfe-se, a partir deste estudo, que o menor

acumulo de matéria seca nas plantas de girassol foi decorrente possivelmente do acumulo
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excessivo de fons, Na* e CI', na zona radicular. A presenca desses ions no ambiente de cultivo
reduz o potencial osmotico da solugdo nutritiva e promove o fluxo passivo de agua do vegetal
para 0 meio de crescimento da planta.

A complementacdo com Si na solucdo nutritiva resultou em incrementos
consideraveis na MSPA, MSR, MST, sendo este resultado observado particulamente nas
plantas que receberam as maiores concentracdes desse nutriente (Si a 2mM). Resultados
similares foram encontrados com outras culturas tais como feijdo de corda (LIMA et al.,
2011), arroz (ALI et al., 2012), erva doce (RAHIMI; ROOHI; ARMAND, 2012) e sorgo
(NASCIMENTO et al., 2014).

O efeito benéfico do Si esta associado a sua natureza hidrofilica, que protege as
plantas de girassol da seca fisiologica induzida pelo estresse salino. Parte desse beneficio as
plantas pode decorrer de sua interacdo positiva com o maior acimulo de solutos organicos,
bem como por induzir um menor potencial hidrico nas folhas.

Desse modo, a suplementagdo com aquele nutriente parece ter aumentado a
eficiéncia no uso da agua. Sendo assim, é provavel que 0s aumentos na massa seca em

girassol estejam relacionados as altera¢fes no estado hidrico do vegetal induzidas pelo Si.
4.2 Conteudo relativo de agua e vazamento de eletrolitos

Neste estudo, também foi avaliada a influéncia do silicio no contetdo relativo de
agua (CRA), em folhas, e no vazamento de eletrolitos (VE), em folhas e raizes de plantas de
girassol submetidas ao estresse salino.

A determinacdo do CRA é uma maneira de conhecer o estado hidrico das plantas,
e pode refletir alteracdes ocorridas na atividade metabdlica dos tecidos vegetais. Pelo modelo
de regressdo quadratica (Z=81,260 + 12,158X — 3,145X?* R? = 0,95), nota-se que, em
condigBes nédo salinas, as concentragdes crescentes de Si foram significativas (p<0,01). O Si,
induziu aumentos consideraveis no CRA (Figura 2), particularmente quando utilizada a maior
concentracdo (Si a 2 mM). Sob efeito desse tratamento, a varidvel estudada alcancou 93,0%,
um valor 14,4% e 27% maior ao das plantas controle (NaCl a 0 mM e Si a 0 mM) e estresse
por NaCl a (150 mM) respectivamente. Os menores valores para 0 CRA, 66%, ocorreram sob
as maiores concentragdes de NaCl (150 mM).

A presenca crescente de Si no meio de cultivo aumentou 0 CRA de folhas de
girassol sob estresse salino, mesmo nas maiores concentragcdes de NaCl. Esses resultados

apontam, portanto, que o Si mitigou os efeitos deletérios da salinidade sobre o CRA em
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plantas de girassol (Figura 2). Em estudo com a cultura do milho, Souza et al. (2014)
observaram que as dosagens de Si a 0,5; 1,0 e 1,5 mM promoveram acréscimos de 72%, 70%
e 74%, respectivamente, no CRA das plantas sob deéficit hidrico, porém a concentracédo de Si a
2,0 mM ocasionou decréscimos na variavel em anélise, diferindo, portanto, do que ocorreu
neste estudo.

Sabe-se que a salinidade compromete consideravelmente os processos fisiol6gicos
do vegetal, alterando o contetudo de agua no interior de suas células. O acumulo de sais nas
folhas promove alteracdes morfoldgicas, como a diminuicdo da area foliar, em razdo do
menor potencial de turgescéncia decorrente do estresse osmético (TAIZ; ZEIGER, 2013).

De acordo com Ali et al. (2014), os efeitos do estresse salino sobre as relagdes
hidricas das plantas podem ser amenizados pelo silicio, uma vez que esse nutriente estimula
0s processos de absorcdo de agua pelo vegetal, o que auxilia na diluicdo dos sais toxicos e

garante, dessa forma, a manutencédo da turgescéncia celular.

Figura 2 — Conteldo relativo de dgua (CRA) de folhas de plantas de girassol (Helianthus annuus L.) cultivadas

em solugdo nutritiva, em funcéo de concentracfes crescentes de silicio (Si) e de NaCl.
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O silicio é absorvido pela planta como acido monossilicico e se acumula nas
folhas preferencialmente junto as celulas-guarda. A presenca do Si junto aos locais por onde a
planta perde &gua por transpiracdo causa diminuicdo da abertura estomatica, 0 que minimiza
consideravelmente as perdas de H,O pelo processo transpiratorio (JONES; HANDRECK,
1967). Além disso, o aumento do CRA em condigdes de estresse salino, promovido por esse

nutriente, pode ser atribuido & formagdo da dupla camada de silica nas células epidérmicas, a
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qual aumenta a resisténcia a perda de agua pela cuticula, devido a um espessamento na parede
(PEl et al., 2010).

No entanto, ndo se pode explicar os acréscimos induzidos pelo Si no CRA apenas
pelos processos estomaticos. Liang et al., (1999) apontam que, sob condi¢des de estresse por
NaCl, o Si protege as plantas da seca fisiologica e estimula a maior absor¢do de &gua pelas
raizes.

Para Sonobe et al. (2010), o efeito benéfico do silicio ao vegetal refere-se ao
abaixamento do potencial osmético da planta, o que restabelece o gradiente de potencial
hidrico entre as raizes e a solu¢do do meio de cultivo, o que foi confirmado por Amin et al.
(2014), que observaram que a aplicagdo de silicio modificou o potencial osmotico foliar de
dois gendtipos de milho sob condicdo de déficit hidrico, tornando-o mais negativo.

Na auséncia de Si, o vazamento de eletrolitos (VE) aumentou progressivamente
com a salinidade, sendo os maiores valores observados na concentragdo de NaCl a 150 mM.
Ainda na auséncia de Si, ao se comparar as plantas controle (NaCl a 0 mM) com aquelas sob
o maior nivel de salinidade (NaCl a 150 mM), observa-se que houve aumentos no VE de 52%

e 63% em folhas e raizes concomitantemente (Figura 3).

Figura 3 —. Vazamento de eletrolitos (VE) em folhas (a) e raizes (b) de plantas de girassol (Helianthus annuus

L.) cultivadas em solucédo nutritiva, em funcdo de concentragdes crescentes de silicio (Si) e de NaCl.
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No entanto, tal efeito foi parcialmente atenuado pelas concentragdes crescentes de Si
utilzadas. Houve efeito interativo (p<0,01), entre as concentracdes salinas e de silicio tanto

nas folhas quanto nas raizes (Figura 3 a, b). Como evidenciado pelos modelos de regresséo
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polinomial (Zsohas = 24, 209 + 0,00097Y + 0,21XY + 0,20X% R? = 0,98) € (Zyaizes = 24,490 +
0,359Y + 7,584X+ 0,75XY — 0,0103Y? + 2,34X% R? = 0,92), nas folhas e nas raizes, 0 Si a 2
mM promoveu reducdo de 88% e 97% respectivamente no VE em plantas sob estresse por
NaCl a 150 mM.

O VE foi aumentado gradualmente com o incremento da concentracdo de NaCl,
indicando ter havido danos as membranas celulares. Uma das causas dessa resposta pode ter
sido 0 acimulo de ions Na* em concentragdes toxicas (FILEK et al., 2012).

O Na* em excesso pode substituir o Ca®*, que é um componente estrutural da
membrana plasmatica, o que é devido a um efeito de competicdo entre Na* e Ca®* por sitios
de ligacdo a membrana, o que contribui para a sua desestabilizacdo e o consequente
vazamento de componentes citoplasmaticos (CRAMER et al., 1985; MENGEL,; KIRKBY,
2001). A atenuacdo da toxidade salina na presenca de Si deveu-se provavelmente a reducao
no contetido de Na* dos tecidos celulares e ao efeito de diluicio dos sais toxicos, ja que
aquele nutriente aumentou o teor de dgua na planta como evidenciado na figura 2.

Os resultados deste experimento estdo de acordo com Bayat et al. (2013), em
estudo com caléndula, que observaram o0 aumento do extravasamento de eletrolitos em
tratamento salino e consequente reducdo desse efeito quando as plantas estiveram na presenca
de Si.

Saeed et al. (2009) também verificaram que roseiras sob estresse com NaCl e
cultivadas com Si apresentaram reducdo da permeabilidade da membrana plasmatica de
células foliares, e eles atribuiram essa resposta ao efeito do Si na melhora da estabilidade da
membrana, que impediu sua deterioragdo estrutural e funcional em condicOes de estresse
salino. Outra razdo para o efeito benéfico do Si no VE de plantas de girassol pode ter sido a
menor peroxidacdo dos lipidios de membrana, um processo que altera a permeabilidade
seletividade da membrana, acarretando vazamento de eletrolitos, devido aos danos causados
pelo excesso de espécies reativas de oxigénio (EROs) (LIANG et al., 2003).

Gong et al. (2008) considera que o Si atua na redugédo da peroxidacgéo lipidica e
consequentemente ameniza o0s danos oxidativos induzidos por estresses, através da reducao da
producdo de EROs, que sdo altamente toxicas, e podem levar a ruptura das membranas, com
consequente vazamento de eletrolitos (GILL; TUTEJA, 2010).

Assim, sugere-se que o Si melhorou o status hidrico das plantas de girassol,
devido a estabilizacdo e reducdo da permeabilidade das membranas celulares, o que pode

estar correlacionado com a redugdo da peroxidacdo lipidica, denotando que a tolerancia do
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girassol & salinidade depende amplamente da manutencdo da integridade das estruturas

membranares.

4.3 Proteinas soluveis e solutos organicos.

A andlise de varidncia mostrou que, para os teores de proteinas soluveis e solutos
organicos, houve significancia (p<0,01) da interagdo entre os niveis de salinidade e dosagens
de silicio e essas varidveis ajustaram-se ao modelo de regressao polinomial.

Pela superficie de resposta, observa-se que 0s teores de proteinas sollveis
sofreram decréscimos com o aumento da salinidade, especialmente na auséncia de Si, ocasido
em que essa varidvel foi reduzida em 47% e 8%, em folhas e raizes respectivamente, ao se
comparar plantas controle e aquelas sob estresse com NaCl a 150 mM (Figura 4).

A sintese de proteinas é afetada sob condicdes de estresse salino, sendo esse
parametro um importante indicador do estado fisiolégico das plantas (VIESTRA, 1993). O
excesso de fons Na' nos tecidos celulares reduz a quantidade de RNA, devido a mudancas nos
niveis de DNA e RNA citoplasmaticos, com consequente alteracdo dos mecanismos de sintese
proteica (YU; RENGEL, 1999). Aliado a isso, 0 excesso de sais afeta muitas vias
metabdlicas, de modo que as proteinas podem sofrer modificacdes ou ser degradadas, em
consequéncia dos danos oxidativos ou do aumento na atividade de enzimas proteoliticas,
respectivamente, resultando na reducgdo de sua concentragdo final (DEMIRAL; TURKAN,
2006).

Figura 4 — Teores de proteinas soliveis em folhas (a) e raizes (b) de plantas de girassol (Helianthus annuus L.)

cultivadas em solugdo nutritiva, em funcdo de concentra¢@es crescentes de silicio (Si) e de NaCl.
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A salinidade intefere também no metabolismo do nitrogénio, pois a incorporagéo
de N-NOj" é consideravelmente afetada, e ainda compromete o transporte de NO3™ do vactolo
para o citosol, que implica reducdo da sintese proteica, tendo em vista que esse processo é
altamente dependente do nitrogénio assimilado pelas plantas (MARTINEZ; CERDA, 1989).

No entanto, os decréscimos promovidos pela salinidade sobre esse composto
nitrogenado, foram atenuados pelo Si crescente no meio de cultivo, sendo verificadas
interacdes significativas (p<0,01) entre as concentracdes de Si e NaCl (Figura 4). Em plantas
sob estresse por NaCl, a maior concentracdo de Si 2 mM, aumentou expressivamente a
concentracdo de proteinas, o que ficou mais evidente nas raizes (Figura 4 b).

A equacdo de regressdao polinomial (Zpzes = 5,732 — 0,039Y + 0,07XY +
0,0012Y?; R? = 0,88), mostra que nos tecidos radiculares, sob efeito do tratamento combinado
(Si 2 mM e NaCl 150 mM), a concentracio de proteina encontrada foi de 74 mg. g* MS.
Sendo este resultado 95% superior ao encontrado em raizes de girassol sob tratamento isolado
com NaCl a 150 mM (Figura 4 b). Nas folhas, sob efeito do mesmo tratamento, pela equacao
de regressdo (Zomas=3,158 + 5,68X — 0,0092X + 0,020XY; R? = 0,87), a concentracdo obtida
foi de 48mg. g™ MS de proteina, resultado 89% superior ao encontrado nas folhas (Figura 4 a)
das plantas sob estresse por NaCl a 150 mM.

Em um estudo com plantas de girassol, Ali et al. (2013) também observaram que
os teores de proteinas sollveis foram reduzidos pela salinidade, sendo significativamente
aumentado na presenca de silicio. Segundo Al-Aghabary et al. (2004), o Si atua como um
indutor da sintese de proteinas, visto que a presenca desse nutriente em plantas sob condicdes
de estresse por salinidade aumenta a sintese de RNAm e consequentemente hd um maior
incremento na concentracdo proteica. Para esses autores, o Si também reduz a degradacéo de
proteinas, decorrente da elevada concentracdo de NaCl.

Sharaf (2010) também observou acréscimos no contetdo de proteinas sollveis em
gréos de trigo suplementados com Si a 2 mM, em condigdes de estresse por NaCl a 100 mM,
e uma resposta contraria foi observada quando apenas na presenca de NaCl a 100 mM, em
que houve reducdes significativas no contetdo proteico.

Pela superficie de resposta (Figura 5), observa-se que, na auséncia de Si, houve
reducdo nos teores de N-aminossoluveis a medida que as plantas foram submetidas a niveis
crescentes de salinidade, sendo os menores valores dessa variavel encontrados em plantas néo
tratadas com Si e submetidas a NaCl a 150 mM. Essa resposta foi mais evidente nas folhas

(Figura 5 a), em que os decréscimos corresponderam a 78% enquanto nas raizes (Figura 5 b),
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as reducgdes na concentracdo da varidvel em andlise foram de 64% em comparagdo aos
resultados encontrados nas plantas controle.

Grande parte dos N-aminossoluveis é formada por aminoacidos livres, assim se
pode assumir que as alteracdes ocorridas nessa variavel sdo ditadas por tais compostos. Os
aminoacidos livres podem ter sua concentracdo aumentada nas plantas devido a processos
anabolicos (sintese) ou catabdlicos (degradacdo de proteinas) (VIESTRA, 1993).

Segundo Rocha (2003), decréscimos nos teores de aminodacidos livres, decorrentes
do estresse por NaCl, estdo associados, dentre outros fatores, a sua utilizacdo na sintese de
novas proteinas. No entanto, tal resposta ndo é condizente com os resultados deste
experimento, uma vez que ndo houve aumento no contetdo protéico (Figura 4), de plantas de
girassol sob estresse salino. Acredita-se entdo que as alteracdes nos teores de aminoacidos
livres, e, por conseguinte, de N-aminossolUveis, estejam mais relacionadas com efeitos da
salinidade nos processos envolvidos na assimilacdo do nitrogénio, o que afeta a sintese desses

compostos.

Figura 5 — Teores de N-aminossoltveis em folhas (a) e raizes (b) de plantas de girassol (Helianthus annuus L.)

cultivadas em solugdo nutritiva, em funcdo de concentragdes crescentes de silicio (Si) e de NaCl.
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Nobre et al. (2010) verificaram que a absor¢do de N-NOj3’ por plantas de girassol
foi comprometida pela salinidade induzida por NaCl, provavelmente devido a competicédo
entre NO3™ e CI pelos sitios de absorcéo. Silva et al. (2014), por outro lado, observaram que a

salinidade ndo teve efeito sobre o conteddo de N-aminossolliveis em folhas de plantas de
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girassol, porém, nas raizes, a concentracdo desses solutos variaram em funcdo do tempo de
exposicdo ao excesso de sais, em que, inicialmente, houve aumentos no teores de N-
aminossoluveis e uma posterior reducdo significativa, atribuida ao maior tempo sob estresse
por NaCl.

Nesta pesquisa, constatou-se que o tratamento com Si, reverteu o0s efeitos
negativos da salinidade sobre as concentracbes N-aminossollveis na medida em que houve
interacdo significativa (p<0,01) entre as concentracdes (NaCl e Si) em folhas e raizes (Figura
5 a, b). Pelos modelos de regressdo polinomial (Zsmes = 3,158 + 5,68X — 0,0092X +
0,020XY; R? = 0,87 € Zuizes= 5,732 — 0,039Y + 0,07XY + 0,0012Y?%R? = 0,88), plantas
nutridas com Si a 2 mM e sob condicdes de estresse por NaCl (150 mM), tiveram os teores de
N-aminossolUveis aumentados em 78,5% e 62%, em ambos 0s Orgaos respectivamente, em
relacdo ao tratamento por NaCl a 150 mM. Nota-se que, os efeitos da nutricdo com Sia 2 mM
sobre a variavel estudada, foram mais expressivos nas folhas do que nas raizes (Figura 5 a, b)
concomitantemente.

Neste trabalho ndo se pdde estabelecer correlacdes entre as taxas de absorcdo e
translocacdo de Na* e CI™ nas plantas de girassol, mas foi notdrio que quando a concentracio
de Si foi aumentada, as plantas apresentaram melhor aclimatacdo a salinidade, aumentando a
sintese de compostos organicos de baixo peso molecular, como os N-aminossollveis, para a
melhor regulagdo do balango hidrico.

No presente estudo, os teores de prolina foram expressivamente aumentados pelo
estresse salino, em ambos os 6rgdos das plantas de girassol, como visto pela analise da
superficie de resposta apresentada na figura 6. Na auséncia do Si, tal aumento foi 68% maior
nas raizes (Figura 6 b), e isso pode ser explicado pelo fato de que elas sdo o primeiro 6rgédo a
entrar em contato mais diretamente com 0s sais no ambiente de cultivo, e assim se espera que
esse Orgdo responda mais eficientemente, no que diz respeito a sintese e ao acimulo de
osmorreguladores.

Em resposta ao estresse salino, as plantas apresentam como estratégia bioquimica
primaria a indugdo da sintese e o acimulo de solutos compativeis no citosol, como forma de
equilibrar a pressdo osmotica promovida pelo excesso de fons toxicos (Na* e CI") no vacuolo.
A prolina estd dentre os que mais se acumulam sob condi¢bes de estresse (MUNNS;
TESTER, 2008). Esse soluto € um osmorregulador que apresenta papel fundamental na
resisténcia ao estresse induzido por excesso de sais, na medida em que garante a redugdo do

potencial hidrico celular na planta.
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A prolina é um aminoacido sintetizado em condicGes de estresse hidrico e salino,
preferencialmente a partir do glutamato, mas, em condi¢des normais, sua sintese pode ocorrer
a partir da arginina (BERTELI et al., 1995). Algumas espécies vegetais acumulam
naturalmente esse osmolito no citoplasma em condicGes de estresse salino, em fungdo desse
soluto ndo promover qualquer efeito prejudicial sobre a atividade das enzimas citosolicas
(FLORES; COLMER, 2008).

Esse aminodcido aparece como um marcador bioquimico de alteracOes
metabolicas responsaveis pelo ajustamento osmotico, bem como atua na protecdo de
estruturas subcelulares da planta. Além disso, esta envolvido no processo de eliminacdo das
espécies reativas de oxigénio, uma vez que utiliza-se o0 NADPH durante sua sintese via
glutamato, fornecendo assim NADP®, que pode atuar como receptor de elétrons no
fotossistema I, impedindo, dessa forma, que os elétrons reduzam o O, a formas mais reativas

(HARIR; MITLLER, 2009).

Figura 6 — Teores de prolina em folhas (a) e raizes (b) de plantas de girassol (Helianthus annuus L.) cultivadas

em solugdo nutritiva, em funcéo de concentragdes crescentes de silicio (Si) e de NaCl.
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Houve efeito de interacdo significativa (p<0,01) entre os fatores analisados (NaCl
e Si), em que, 0 Si no meio de crescimento aumentou expressivamente a concentragdo de
prolina (Figura 6). Pelo modelo de equacao polinomial de regressdo (Zraize= 5,705 + 4,324Y +
0,108X— 0,0008XY; R®> = 0,83), os maiores actimulos desse osmélito 653 pmol g* MS,
ocorreram nas raizes (Figura 1b) sob tratamento combinado Si a 2 mM e NaCl a 150 mM,

enquanto que para as folhas, (Figura. 6 a) como evidenciado pela equacdo de regressao
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(Zsomas= 6,349 + 2,985Y + 0,110X— 0,0062XY + 0,00523Y? — 0,0002X?; R? = 0,77), 0s teores
de prolina foram de 570 pmol g MS. Estes resultados foram, respectivamente, 25% e 29%
superiores aqueles encontrados em plantas sob estresse por NaCl a 150 mM e na auséncia de
Si (Figura 6).

Em um estudo com sorgo forrageiro em condicOes de estresse salino, Yin et al.
(2013) observaram que houve redugdo na concentracdo de prolina quando houve
suplementacdo com silicio. Tal resultado difere do que foi observado neste estudo, ja que o
tratamento com Si induziu um maior acimulo de prolina em folhas e raizes de girassol. Uma
justificativa para isso é que, plantas tolerantes a salinidade, acumulam em maior grau esse
osmolito, quando comparadas a plantas sensiveis ao estresse, o que, de certo modo, nos
permite inferir que o sorgo mostrou-se menos tolerante a salinidade, e que a nutricdo com
silicio potencializou o mecanismo de ajustamento osmético em girassol, promovendo um
maior acimulo desse amino&cido.

Tale Ahmad e Haddad (2011) relataram que o contetdo de prolina foi
significativamente aumentado em trigo sob estresse hidrico, sendo esse incremento
consideravelmente maior sob efeito combinado dos tratamentos de Si e estresse hidrico, em
relacdo aos respectivos controles.

Pereira et al. (2013), trabalhando com duas cultivares de pimenta (Ceapsicum
annuum), também observaram que o contetido de prolina foi significativamente aumentado na
combinacéo entre estresse hidrico e a maior concentracdo de silicio (1,75 mM). Sendo assim,
esses resultados corroboram a presente pesquisa, sugerindo que o efeito da nutricdo com Si
reflete diretamente no maior acumulo de prolina e indiretamente no melhor estado hidrico da
planta.

Neste estudo, a prolina acumulada provavelmente ndo foi gerada a partir da
protedlise; acredita-se que isso tenha resultado da sintese “de novo” desse composto, por meio
da rota metabdlica que utiliza o glutamato como precursor, com envolvimento da acdo
coordenada das enzimas sintetase e redutase da pirrolina-5-carboxilato (SZABADOS;
SAVOURE, 2010). Somado a isso, a baixa utilizagdo da prolina durante o estresse salino,
estimulados pela presenga do silicio, pode ter contribuido para o maior acimulo desse
osmolito.

Os niveis crescentes de salinidade aumentaram os teores de carboidratos soluveis,
mas isso sé foi evidente em concentracGes baixas de Si, visto que o aumento da concentragdo

desse nutriente pouco afetou essa varidvel, nas maiores concentragdes de NaCl (Figura 7).
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Esse composto, dentre outras funcdes, atua na protecdo de estruturas subcelulares,
e na reducdo dos danos oxidativos induzidos por NaCl (SILVEIRA, et al., 2010). Dentre os
solutos organicos analisados, os carboidratos solUveis provavelmente foram os que mais
contribuiram para o ajustamento osmotico das plantas de girassol sob condicdes salinas, dada
sua concentracdo 1.000 vezes maior que a dos demais osmolitos estudados aqui.

Ao se comparar os teores de carboidratos sollveis em plantas de girassol,
percebe-se que o0 acumulo induzido pelo NaCl foi maior nas folhas que nas raizes (Figura 7), e
isso pode ter decorrido de distrbios metabolicos provocados pela salinidade na taxa de
translocacdo de compostos organicos.

Diversos processos podem elevar a concentracao de agucares nas plantas. Bezerra
et al. (2003) afirmam que, sob estresse salino, ha uma regulacdo da atividade fotossintética,
no que diz respeito a producdo de fotoassimilados. Assim, esses solutos sdo acumulados como
soluto compativel no citosol. Além da compartimentacdo dessas moléculas no citosol, esses
acucares sao quebrados por acdo das enzimas o-amilases, as quais hidrolisam o amido para
formar carboidratos solUveis, sendo estes, mais prontamente utilizados pelas plantas nos
processos metabdlicos (PAUL; FOYER, 2001).

Figura 7 — Teores de carboidratos soltveis em folhas (a) e raizes (b) de plantas de girassol (Helianthus annuus

L.) cultivadas em solucéo nutritiva, em funcdo de concentracGes crescentes de silicio (Si) e de NaCl.
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Em concordancia com os resultados, Cunha et al. (2013) observaram que a

salinidade aumentou em 78% os teores de carboidratos em folhas de pinhdo manso sob
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estresse salino, quando comparados ao controle. Sacramento et al. (2014) também verificaram
aumentos de 147% nos teores de carboidratos nas folhas de aguapé sob estresse salino. Neste
experimento, as maiores concentracdes de carboidratos solGveis ocorreram em plantas sob
estresse salino, de maneira surpreendente foi observado que a maior concentracdo de Si
decresceu os teores desses compostos, em 47,6% nas folhas (Figura 7 a), e 38% nas raizes
(Figura 7 b), quando comparados aos das plantas sob estresse salino.

Os carboidratos acumulados nas plantas representam reservas de carbono as
células. Esses compostos sdo metabolizados e utilizados nos processos de crescimento e
desenvolvimento, implicando gasto energético. A literatura aponta para um mecanismo de
corregulacédo entre 0 metabolismo do carbono e o dos aminodcidos. Os esqueletos de carbono
decorrentes do metabolismo dos carboidratos sdo requeridos para promover a energia
necessaria para a assimilacao do nitrogénio em aminoacidos (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Desse modo, sugere-se aqui que 0s decréscimos nos teores de carboidratos
estimulados pelo Si apresentem relacdo com os acréscimos no conteldo de aminoacidos nas
plantas. Acredita-se que o Si estimule a utilizacdo da energia proveniente do metabolismo dos
carboidratos para induzir o vegetal a sintetizar aminoacidos. Estes resultados podem ser
confirmados pelos maiores incrementos na concentracdo de N-aminossollveis estimulados

pelo Si (Figura 5).

4.4 Teores de NOj3 e redutase do nitrato

Houve efeito de interacdo significativa (p<0,01) entre a concentracdo de Si e
salinidade para a variavel nitrato (NO3") (Figura 8), apenas nas raizes, visto que nesse 6rgéo, o
efeito da salinidade dependeu da concentracdo de Si presente no meio de crescimento (Figura
8 b). Os valores de NOj ,ajustaram-se a0 modelo de regressdo polinomial (Zies=1,935 +
375X + 2,300 XY; R? = 0,97) e mostra que, quando a concentracdo de Si aumentou no meio
de cultivo, houve um intenso acimulo de nitrato que atingiu valores maximos nas maiores
concentracdes estimadas de Si (2 mM) e de NaCl (150 mM), alcansando-se 62 mmol Kg MS.
de NOs". Este resultado foi 98% a superior a concentragcdo de nitrato encontrada em plantas
sob estresse por NaCl (150 mM) e na auséncia de Si (2 mM).

Fica evidente pela superficie de resposta (Figura 8) que, muito embora, a
salinidade tenha promovido reducdes significativas de 34% e 42% no contetdo de NO3 em
folhas e raizes de girassol, respectivamente, (Figura 8 a, b) quando comparado ao tratamento

com Si a 2 mM, nota-se que esse nutriente reverteu o efeito negativo da salinidade,
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promovendo incrementos consideraveis nos teores da varidvel analisada em ambos os 6rgéos
estudados.

O efeito da salinidade na absorcdo de nitrato ja foi relatado em pesquisas com
varias espécies com tolerancia diferencial ao estresse salino (DING et al., 2010; FREITAS et
al., 2010). Segundo Aragdo et al. (2011), os decréscimos na concentracdo de NOscomo
consequéncia da salinidade sdo atribuidos ao efeito de competicdo entre CI" e NO3™ pelo
mesmo transportador, na membrana plasmatica. Desse modo, a taxa de translocacdo do NO3
via xilema é afetada.

Neste estudo as raizes acumularam mais nitrato, sob tratamento com a maior
concentracdo de Si. Segundo Taiz e Zeiger, (2013), o carregamento do nitrato no xilema
depende de sua concentracdo no citosol. Provavelmente, o Si estimulou a absorcdo e
acumulacdo de NOj3 no vacuolo das células radiculares o que contribuiu para o maior
ajustamento osmotico em plantas de girassol sob estresse por NaCl.

O NOs; é a principal forma nitrogenada absorvida pelas plantas, sendo
posteriormente reduzido a amoénio (NH;") através de reagbes sequenciais de reducdo,
catalisadas pelas enzimas redutase do nitrato, redutase do nitrito, glutamina sintetase e
glutamato sintase, o que leva consequentemente a sintese de aminoacidos (DEBOUBA et al.,
2007). Parte do NOj5 absorvido é assimilado nas raizes, e o restante segue o fluxo
transpiratdrio, sendo transportado internamente nas plantas via xilema até a parte aérea
(TAIZ; ZEIGER, 2013).

Figura 8 — Teores de nitrato (NO3) em folhas (a) e raizes (b) de plantas de girassol (Helianthus annuus L.)
cultivadas em solucdo nutritiva, em funcdo de concentragdes crescentes de silicio (Si) e de NaCl.
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As alteragdes nos teores de NO3 em plantas de girassol foram coerentes com 0s
resultados observados anteriormente neste estudo, para os teores de proteinas sollveis (Figura
4) e N-aminossoluveis (Figura 5), que foram significativamente reduzidos em folhas e raizes
de girassol, devido a salinidade.

Freitas (2010), analisando os efeitos do estresse salino em plantas de sorgo e
algodéo, também encontrou resultados similares aos obtidos neste estudo, em que o conteldo
de NOj3 foi reduzido pelo aumento da concentracdo de sais no meio de cultivo. Por outro
tado, de forma correlata aos resultados encontrados nessa pesquisa, Souza et al. (2014)
também verificaram que o Si promoveu aumentos na concentracdo de NO3s em plantas de
milho sob déficit hidrico, quando comparadas aos respectivos controles.

Mansour (2013) considera que alteracdes na integridade da membrana também
afetam a taxa de concentragdo de NOj3 nas plantas, o que, de certa forma, corrobora os
resultados obtidos neste experimento, em que foram observadas redugdes significativas no
vazamento de eletrdlitos (Figura 3) de plantas tratadas com Si, em condicdo de estresse salino,
0 que, provavelmente, contribuiu para a maior absorcdo de NOs™ pelas plantas de girassol.

De acordo com a superficie de resposta (Figura 9), a atividade da enzima redutase
do nitrato (RN) nas folhas das plantas de girassol, pouco variou, na auséncia do Si. J& nas
raizes, nessa mesma condicdo, a atividade da RN decresceu gradualmente com o aumento da
salinidade.

Na auséncia de Si e sob a maior concentracdo salina (150 mM), ocorreram
decréscimos de 6% na atividade da enzima RN, nos tecidos foliares mostrando que a
salinidade pouco influenciou na variagdo da concentragdo da enzima nesse 6rgédo (Figura 9 a).
Nas raizes, os decréscimos na atividade da RN foram de 28% (Figura 9 b).

O metabolismo do nitrogénio é afetado em condicGes de estresse, uma vez que a
atividade das enzimas envolvidas nesse processo, tais como a RN e a redutase do nitrito, séo
drasticamente reduzidas pela salinidade, o0 que pode acarretar menor sintese de aminoacidos e
proteinas (DEBOUBA et al., 2007).

A reducdo da atividade da RN pode também ser decorrente dos efeitos osmoticos
induzidos por NaCl, que alteram a taxa de transpiracdo, causando menor absorcdo e
translocacdo do NOj3 (substrato da enzima), bem como, pelo efeito idnico, devido a
competicdo entre NOs e CI" (ARAGAO et al., 2011). Somado a isso, os efeitos da salinidade
sobre a atividade da enzima pode ser devido ao estimulo a sua degradacdo e/ou inativagéo, ou

ainda pela menor expressdéo do gene de sintese da RN (FLAGELA et al.,, 2004).
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Concordantemente com essa pesquisa, Bybordi (2010), em estudo com canola, também
verificou reducdes na atividade dessa enzima, quando as plantas foram submetidas a
salinidade.

Houve interacdo significativa (p<0,01) entre as concentracdes salinas e de silicio
(Si), em ambos os d6rgdos estudados. A atividade da enzima ajustou-se ao modelo de regressao
quadrético nas folhas (Zsmas=1,614 — 0,0082Y + 0,296X +0,12XY +0,239X? ; R? = 0,87)
(Figura 9 a) e linear nas raizes (Zuizes= 0,321 — 0,0018Y + 180X — 0,891XY; R? = 0,94)
(Figura 9 b).

Com o0 aumento da concentragdo de Si, a atividade da RN foi significativamente
aumentada, independentemente da concentracdo de NaCl. Nota-se que, as respostas da
variavel estudada em funcdo do aumento da salinidade no meio de crescimento, dependeram
das concentracGes de Si utilizadas. De acordo com a equacdo de regressdo, o tratamento
combinado Si a2 mM e NaCl a 150 mM, promoveu aumentos na atividade da RN de 98% nas
folhas (Figura 9 a) e 180% nas raizes (Figura 9 b), em relacdo as plantas sob estresse por
NaCl a 150 mM.

Figura 9 - Atividade da redutase do nitrato (RN) em folhas (a) e raizes (b) de plantas de girassol (Helianthus

annuus L.) cultivadas em solugdo nutritiva, em funcéo de concentracgdes crescentes de silicio (Si) e de NaCl.
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O efeito benéfico do Si sobre a RN pode ser atribuido ao estimulo da atividade
dessa enzima em plantas sob estresse por NaCl, nas quais o estado nutricional é

consideravelmente afetado. Desse modo, pode-se sugerir que o Si contribuiu para a maior
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absorcdo de NOj3', em detrimento do CI, permitindo o melhor aproveitamento daquele ion
pela RN (FENG et al. 2010).

Tal sugestao parece plausivel, visto que plantas de girassol estressadas por NaCl e
tratadas com Si apresentaram maiores incrementos nas concentracfes de proteinas solUveis,
(Figura 4), bem como, houve aumentos significativos nos teores de NO3™ (Figura 8), 0 que nos
leva a crer que, o Si, mitigou os efeitos da salinidade estimulando as vias de assimilagdo do
nitrogénio em folhas e raizes de (Helianthus annuus L.) sendo tais efeitos mais pronunciados
nos tecidos rediculares.

Em estudo com girassol, Ebrahimian e Bybordi (2011) também observaram
decréscimos na atividade da RN, quando sob estresse salino, ndo sendo verificado, no entanto,
efeito de interacdo entre NaCl e Si sob a atividade enzimaética. Considera-se que as diferencas
nos resultados podem ser atribuidas ao tempo de exposicdo das plantas ao estresse, bem

como, pelas concentragdes de Si utilizadas.

4.5 Sistema antioxidante

Com o objetivo de verificar o efeito do tratamento com Si e da salinidade na
eficiéncia do sistema antioxidante, foi determinada a atividade das enzimas SOD, CAT e
APX, em folhas e raizes de plantas de girassol. De modo geral, 0 aumento da concentracdo de
Si promoveu incrementos na atividade dessas enzimas, cujos valores ajustaram-se ao modelo
de regressao polinomial.

Pela analise de superficie de resposta nota-se que, na auséncia do tratamento com
Si, a salinidade (150 mM) reduziu em 15,7% a atividade da dismutase do superdéxido (SOD)
nas folhas ao se comparar as plantas controle (NaCl a 0 mM) (Figura 10 a). Enquanto que nas
raizes, houve pouca variacdo na atividade dessa enzima sob efeito do mesmo tratamento
(Figura 10 b). Ainda nos tecidos radiculares, para a peroxidase do ascorbato (APX), as
reducdes foram de 68% (Figura 10 d), enquanto que para a Catalase (CAT), 0s decréscimos
foram mais expressivos 76% (Figura 10 f). Nas folhas, a atividade de ambas as enzimas foram
diminuidas em 26% e 31% respectivamente sob efeito de tratamento por NaCl a 150 mM
(Figura10c, e).

Tensdes de plantas, incluindo o estresse salino, sdo conhecidos por perturbar a
homeostase celular, potencializando a produgdo e acimulo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (GILL et al., 2013). Sendo assim, SOD, CAT e APX desempenham papel crucial na
protecédo celular contra os danos oxidativos (RISHI; SNEHA, 2013).
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Figura 10 — Atividade da dismutase do superoxido (SOD), peroxidase do ascorbato (APX) e catalase (CAT) em
folhas (a, c, e) e raizes (b, d, f) de plantas de girassol (Helianthus annuus L.) cultivadas em solugéo nutritiva, em

funcdo de concentracdes crescentes de silicio (Si) e de NaCl.
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Os decréscimos na atividade enzimética foram revertidos pelo Si. Houve interacdo
significativa (p<0,01), entre as concentracBes de Si e NaCl para todas as varidveis analisadas,
e em todos os Orgdos estudados, sendo mais evidentes nas raizes. Sob tratamento com Si a 2
mM, pelas equacOes de regressdo (APX: Zpizes = 84,786 + 0,052Y — 6,264X + 0,051XY —
0,0013Y% R? = 0,91 € CAT: Zazes =246,823+0,407Y — 71,212X — 0,0037Y%+ 35,903X*+
0,00015XY; R%*= 0,93) a atividade dessas enzimas foram respectivamente 48% e 60%
superiores as encontradas nas raizes de plantas sob estresse por NaCl a 150 mM. (Figura 10 d,
). No entanto, para a SOD as respostas ao tratamento com Si induziram a aumentos similares
na sua expressdo em folhas e raizes 26% e 23%, concomitantemente (Figura 10 a, b).

A salinidade promove a acumulacdo de EROs nas células vegetais. Desse modo,
as plantas dependem de vias de sinalizacdo, dentre outros processos, que induzam a
aclimatacao ao estresse por NaCl, eliminando as EROs.

Em espécies tolerantes, geralmente ha incrementos na atividade das enzimas
antioxidativas em condigdo de estresse por NaCl. Szarka et al. (2012) afirmam que tais
espécies apresentam uma maior atividade da SOD para se protegerem dos danos oxidativos
causados pelo estresse salino. Essa enzima é considerada a primeira da linha de defesa, no que
diz respeito a eliminacdo das EROs, e é responsavel pela dismutacdo do "O,” em H,0; e O,
prevenindo, dessa forma, a formacéo do radical hidroxil ‘OH (ALSCHER et al., 2002).

O aumento na atividade da SOD regulada pelo Si permite inferir que,
provavelmente, esse elemento proporcionou maior remo¢do das EROs e, menor dano
oxidativo as celulas, mesmo sob estresse com NaCl a 150 mM.

A eliminacdo do H,O, depende de agentes antioxidantes inter-relacionados, tais
como a APX e a CAT. A atividade da APX nas raizes foi a mais afetada pelo estresse salino.
Essa peroxidase desempenha um papel fundamental na remocéo de H,O,, que é acumulado na
célula sob condicdes de estresse por NaCl (MARQUES, 2013).

O H,0, é formado nos mesmos sitios celulares em que o0 ‘O, é gerado. Quando em
alta concentracdo na célula, essa EROs inibe a fixagdo de carbono, uma vez que muitas
enzimas do ciclo de Calvin sdo extremamente sensiveis ao H,O,. Esse composto é capaz de
romper as membranas celulares e causar danos a biomoléculas, como lipideos e proteinas de
membrana, além de ocasionar o extravasamento de eletrdlitos, somado a prejuizos no DNA
(GILL; TUTEJA, 2010).

Neste estudo, foi observado que sob condigdes de estresse por NaCl
(concentragOes elevadas), plantas de girassol apresentaram redugdes no vazamento de

eletrolitos quando nutridas com Si, como observado na figura 3, 0 que pode ser
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correlacionado com o aumento da atividade das enzimas antioxidantes que, possivelmente,
contribuiram para a eliminacdo mais eficiente de compostos oxidantes prejudiciais ao
metabolismo do girassol.

Zhu et al. (2004) indicaram que o Si induz tolerancia ao estresse nas plantas, e
isso pode ser parcialmente explicado pelo aumento da atividade de enzimas antioxidantes, que
por sua vez diminui os danos oxidativos a célula. Pressupbe-se, assim, que o Si promove a
reducdo da formacdo de radicais livres. No entanto, 0 aumento da atividade antioxidante néo
reduziu completamente os efeitos deletérios da salinidade, porque ndo foram observados
decréscimos no VE concordante com os elevados niveis de atividade das enzimas do estresse
oxidativo, o que sugere, provavelmente, que o Si regulou redugdes moderadas dos efeitos da
salinidade.

Nessa pesquisa, a aplicacdo de Si tendeu a aumentar a atividade da APX e CAT
em condicdes salinas, sendo que as respostas mais expressivas ocorreram nas raizes. Kafi et
al., (2011), trabalhando com duas variedades de sorgo forrageiro, observaram que a aplicacao
de Si promoveu incrementos na atividade da APX, CAT e SOD, sugerindo que a reducdo do
estresse salino foi associado com o aumento da atividade antioxidante atribuida aquele
nutriente. Resultados similares aos obtidos neste experimento foram encontrados por Ali et al.
(2013), que observaram que o uso de Si promoveu incrementos na atividade das enzimas
antioxidantes CAT e SOD em pléantulas de girassol em condicdo de estresse induzido por
NaCl. No entanto, ndo foi observado efeito significativo na atividade da APX em plantas sob
tratamento com Si e NaCl.

A resposta da CAT e da APX nas folhas foi similar, mas a presenca de silicio em
meio de cultivo ocasionou acréscimos consideravelmente maiores na atividade da CAT nas
raizes. Desse modo, pode-se inferir que a CAT foi mais eficiente na remoc¢édo de H,0,, 0 que
pode ser atribuido a sua maior especificidade pelo H,O,.

Essas enzimas metabolizam o H,O, em diferentes formas e compartimentos
celulares, e a maior ou a menor regulacdo depende, sobretudo, da afinidade das enzimas por
esse composto, o que € fundamental para provocar a modulagdo do H,O, com consequente
sinalizacéo e protecdo oxidativa. Os resultados apontam que a CAT parece aqui desempenhar
um papel essencial na remocdo das EROs, pois apresentou as maiores atividades sob

tratamento com Si em relagdo a APX e SOD.
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5 CONCLUSOES

A presenca de Si no meio de cultivo induziu a aclimatacdo de plantas de girassol
(cultivar Catissol 01) a salinidade, especialmente quando a sua concentracao esteve proxima
de 2 mM, resultando em maior crescimento das plantas, mesmo sob condic¢des elevadas de
NaCl.

A aclimatacdo das plantas de girassol a salinidade, mediada pelo Si, esteve relacionada
a um melhor estado hidrico das folhas, ao acimulo de solutos organicos e a reducédo dos danos
oxidativos em folhas e raizes, por meio de um sistema antioxidativo mais eficiente, em funcéo
principalmente do aumento que o Si causou na atividade das enzimas peroxidase do ascorbato
(APX) e catalase (CAT).

Os aumentos nos teores foliares e radiculares de prolina e N-aminossoluveis,
induzidos pelo Si, puderam ser associados ao acimulo de nitrato nesses érgdos, bem como,
pela uma maior atividade da enzima redutase do nitrato, sugerindo o envolvimento desse
nutriente no metabolismo do nitrogénio.

Sugere-se aqui que o Si apresente-se como sinalizador pds-estresse, sendo capaz de
preparar vias bioquimicas que asseguram a homeostase celular das plantas em resposta aos

efeitos adversos da salinidade.
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