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RESUMO

Ha grande preocupagdo com a utilizagcdo e conservagdo dos recursos hidricos.
Neste aspecto a agricultura apresenta destaque, devido ao expressivo consumo de
agua. Além disso, sdo preocupantes as alteragdes climaticas caracterizadas por
veranicos que comprometem a produgdo agricola. Desta forma, busca-se a
utilizagado mais eficiente da agua, seja por meio de plantas resistentes a seca, ou de
seu cultivo em condigbes que aumentem a eficiéncia do uso de agua pelas plantas.
Assim, pesquisas estdo sendo conduzidas com silicio por se tratar de um elemento
capaz de aumentar a resisténcia das plantas ao défice hidrico. No entanto, embora
seja conhecido seu efeito benéfico ao reduzir os danos causados por défice hidrico
em vegetais, ndo se conhecem os mecanismos fisioldgicos, enzimaticos, génicos,
hormonais e estruturais relacionados com este elemento. Desta forma, o objetivo
desta pesquisa foi verificar possiveis relacées do silicio com enzimas, genes e
horménios envolvidos na reducdo de danos causados por défice hidrico, além da
sua deposicao nos tecidos vegetais, interferindo na fisiologia do tomate cultivar
Micro-Tom. Para isso, foram utilizadas seis concentragdes de silicio (0.00; 0.50;
1.00; 1.50; 2.00 e 2.50 g L' de Si) e trés regimes hidricos (sem défice hidrico, com
défice hidrico e com défice hidrico e reidratagdo). A aplicagédo de silicio aumentou a
taxa de transpiragdo, condutancia estomatica, taxa de assimilagédo de COz, atividade
calculada da Rubisco e eficiéncia do uso da agua em plantas com défice e
reidratadas na concentragdo de 1,00 g L-! de Si. Também atuou na manutengdo da
fluorescéncia da clorofila a reduzindo a fluorescéncia minima adaptada ao escuro
(Fo) e aumentando a maxima adaptada ao escuro (Fm) e o rendimento quantico
maximo (F./Fum) em plantas estressadas. O elemento em baixas concentra¢des
reduziu a degradacao da clorofila a em plantas estressadas, e aumentou a atividade
das enzimas superoxido dismutase (SOD), peroxidase (POD) e catalase (CAT),
reduzindo a peroxidagao lipidica. De modo geral, o défice hidrico prejudicou as
trocas gasosas e a aplicagao de silicio contribuiu para a manutengdo e melhora das
trocas gasosas. O Si atuou na fluorescéncia da clorofila a, favorecendo a

manutencéo do aparato fotossintético e dos pigmentos, contribuindo para a redugao



da peroxidacao lipidica das membranas em condicdes de défice hidrico. Além disso,
atuou na expressao génica das enzimas antioxidantes tanto nas folhas como nas
raizes, explicando a maior atividade dessas enzimas e, consequentemente, menor
peroxidacgao lipidica tanto em folhas como em raizes de plantas de tomate. O silicio
também atuou no aumento das concentragcdes de osmorreguladores como prolina,
agucares soluveis totais e sacarose e aumentou a quebra de amido em acgucares
soluveis, favorecendo o ajustamento osmético e recuperagao das plantas com défice
e reidratadas. Também verificou-se efeito do silicio no acido abscisico(ABA), o que
influenciou o fechamento estomatico e consequentemente a eficiéncia do uso da
agua. A analise da ultraestrutura celular mostrou o efeito do silicio na quebra de
amido em agucares soluveis, além da manutencao dos grana, o que contribuiu para

a recuperacao das plantas de tomates submetidas ao défice hidrico e reidratagao.

Palavras-chave: genética, trocas gasosas, elementos benéficos, ABA, enzimas

antioxidantes, osmoalitos, ultraestrutura



ABSTRACT

There is great concern about water resources management, since agriculture stands
out, due to it expressive consumption. Furthermore, climate change, as intense
heatwave, affects agricultural productivity. Therefore, water use seems efficient either
through plants resistance to drought or grown under well-developed water
management. Lately, silicon studies are been conducted, since it increases plant
resistance to water stress, but there is little information on physiological, enzymatic,
genetic, hormonal and structural mechanisms related to silicon. Thus, this study
aimed to verify possible relationships among silicon and enzymes, genes, hormones
involved in the reduction of water stress damage; besides that, deposition in plant
tissues that interferes in the species physiology.For this, six concentrations of silicon
(0.00, 0.50, 1.00, 1.50, 2.00 and 2.50 g L' of Si) and three water regimes (without
water deficit, water deficit and water deficit and rehydration). Results indicated that
silicon application increased transpiration rate, stomatal conductance, CO:
assimilation rate, Rubisco activity and water use efficiency in water stressed plants
and rehydrated at 1.00 g L' of Si. Also, maintained chlorophyll fluorescence by
reducing dark fluorescence (Fd) and increasing dark maximum (Fm), maximum
quantum yield (Fv/Fwm), electron transport efficiency (ETE) and quantum yield (¢PSllI)
in water stressed plants. The low Si concentration reduced the degradation of
chlorophyll ain water stressed plants and increased activity of the enzymes
superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POD) and catalase (CAT), reducing lipid
peroxidation. In general, the water stress impaired gas exchange, thus silicon
application contributed to the maintenance and improvement of it. At low
concentrations, Si worked on chlorophyll a fluorescence, favouring the maintenance
of photosynthetic apparatus and pigments, contributing lipid peroxidation reduction in
membranes under water stress. Additionally, it has been involved in gene expression
of antioxidant enzymes in both leaves and roots, explaining the higher activity of
these enzymes and, consequently, lower lipid peroxidation in leaves and roots of
tomato plants. Silicon also increased the concentration of osmoregulators, such as
proline, total soluble sugars and sucrose, and acted on starch breakdown in soluble
sugars, favouring osmotic adjustment and plants recovery under stress and

rehydration. It was also verified the performance of the silicon in the ABA synthesis,



which influenced the stomatal closure; consequently, water use efficiency. The
analysis of the cellular ultrastructure showed the effect of silicon on the breakdown of
starch in soluble sugars, in addition to the maintenance of grana, which contributed

to the recovery of tomato plants subjected to water deficit and rehydration.

Keywords: genetics, gas exchange, beneficial elements, ABA, antioxidant enzymes,

osmolytes, ultrastructure
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1 Introducgao

O uso da agua, na agricultura, vem se tornando polémico pelo fato de se
tratar de um recurso cada vez mais escasso. Além disso, periodos de veranicos
podem afetar drasticamente a produtividade agricola de culturas nao irrigadas,
quando o défice hidrico pode interferir, provocando alteragdes fisiolégicas,
metabdlicas e morfologicas (HASANUZZAMAN et al., 2014). Assim, sdo muitos
os esforgos de pesquisadores que buscam alternativas que possam minimizar as
perdas por défice hidrico. Dentre as perspectivas no meio cientifico a utilizagao
de silicio esta apresentando resultados satisfatérios.

O silicio é considerado um elemento benéfico e sua suplementagao vem
sendo adotada como eficiente estratégia para aliviar os efeitos negativos do
défice hidrico (MA et al., 2006; LIANG et al., 2007; PILON-SMITS et al., 2009;
ZHU e GONG, 2014; CAO et al., 2015). Este elemento contribui para a redugao
da exigéncia de agua pelas plantas devido a diminuigdo da transpiragao pelo
acumulo de silicio abaixo da cuticula foliar em monocotiledéneas (EPSTEIN,
1994; LIANG, 1999). Entre as contribuicbes do silicio relatadas, encontram-se
comumente os efeitos na fotossintese e na fluorescéncia da clorofila a em
condicoes de défice hidrico. Cao et al., 2015 observaram que a suplementacao
de silicio em plantas de tomate submetidas ao défice hidrico aumentou a
eficiéncia da fluorescéncia da clorofila a em relacdo as que foram submetidas ao
défice hidrico sem aplicagao de silicio. Assim, segundo estes autores, o silicio
pode estar envolvido em vias metabdlicas e fisiolégicas que ainda nao foram
completamente esclarecidas.

Alguns trabalhos cientificos também relacionam os beneficios do silicio a
atividade de enzimas antioxidantes (PEIl et al., 2010; CHEN et al., 2011; CAO et
al., 2015), no entanto, ndo esclarecem qual o mecanismo de atuagdo deste
elemento em relagao a atividade enzimatica e expressao de genes que codificam
estas enzimas.

Em condicbes de défice observa-se o aumento de prolina e de agucares
soluveis devido a formacdo de osmolitos que atuam como osmorreguladores

(LARCHER, 2006) e de ABA, hormoénio sintetizado pelas raizes, que se move
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para a parte aérea, atuando no fechamento dos estdmatos (FAGAN, 2015). No
entanto, ndo ha na literatura informagdes da relagdo entre o silicio,
osmorreguladores e ABA.

Da mesma forma sao poucos conhecidos os mecanismos de atuagdo do
silicio na expresséo génica e na fotossintese, em nivel de processos fisioldgicos,
incluindo a abertura e fechamento de estbmatos e a organizagdo dos
cloroplastos, relagdo com ABA que € um hormdnio envolvido no fechamento dos
estdbmatos em condigdes de falta de agua, na osmorregulagdo e na ativagéo de
enzimas antioxidantes em condi¢cdes de défice hidrico. Assim, embora pesquisas
relatem a deposicéo do silicio abaixo da cuticula, atuando como barreira a perda
de agua, nenhuma explica se ha deposi¢cao em nivel celular e se ocorre efetiva
atuacado do elemento nas células guardas, quando referem a melhor eficiéncia
do uso da agua. Também nao ha esclarecimento de sua acédo nos cloroplastos,
embora seja descrito a conservagao dessas organelas na presenga de silicio e
em condi¢gbes de défice hidrico. Além disso, apesar de estudos registrarem o
aumento da atividade de enzimas antioxidantes em plantas submetidas ao défice
hidrico na presencga de silicio, ndo explicam se tal aumento se deve a ativagéo
enzimatica ou expressao de genes que codificam a formagao das mesmas.

Dessa forma, os objetivos da presente pesquisa foram identificar possiveis
relagbes do silicio com a expressdo de genes, atividade de enzimas
antioxidantes, concentragcao de osmolitos e de ABA. Avaliar o efeito da aplicagéo
de silicio no défice hidrico, nas trocas gasosas e na fluorescéncia. Analisar a
influéncia do silicio em nivel celular nas folhas e raizes de plantas de tomate

cultivar Micro—Tom (MT).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2 1 Défice hidrico e silicio

A deficiéncia hidrica € um dos estresses que mais influencia o crescimento
da planta, devido a influéncia da agua na divisdo e expanséo celular. Além disso,
o fechamento dos estébmatos reduz a transpiragdo, o que pode aumentar a
eficiéncia no uso de agua pelas plantas, porém com comprometimento da
assimilagdo de CO2 o que leva a redugao da taxa fotossintética (STEPONKUS,
1990; KUMAR; SINGH, 1998; HASANUZZAMAN et al., 2014).

O tomate cultivar Micro-Tom por se tratar de uma planta modelo, € muito
empregado em pesquisas basicas que buscam descrever os mecanismos
fisiolégicos, bioquimicos e moleculares (MELO et al., 2009).

Diversas pesquisas abordam a importédncia do silicio, tais como maior
resisténcia aos défices bidticos e abidticos e melhoria da qualidade das culturas
agricolas e produtividade, em uma grande variedade de espécies (RICHMOND e
SUSSMAN, 2003; FAUTEUX et al., 2005; MA, et al., 2006; LIANG et al., 2007;
MA e YAMAJI, 2008; CAO et al., 2015). Um aspecto importante atribuido ao
silicio € a sua atuacao na arquitetura das plantas, que favorece a fotossintese,
ao proporcionar folhas mais eretas, permitindo maior penetragdo de luz solar,
maior absor¢céo de COz2, ocorrendo assim maior eficiéncia e incremento da taxa
fotossintética (DEREN et al., 1994; RAFI et al.,, 1997; CAO, et al., 2015), e
manutengdo dos cloroplastos, dos pigmentos fotossintéticos, da conduténcia
estomatica da planta, mesmo em condi¢cdes de défice hidrico (HATTORI et al.,
2005; MA e YAMAJI, 2006; CAO, et al., 2015).

Em condi¢des de estresse ha aumento da producado de espécies reativas de
oxigénio (ROS) que causam uma cascata de reagdes oxidativas, resultando na
reducdo de pigmentos como clorofila e destruicdo de membranas pela
peroxidacgao lipidica (FAROOQ et al., 2013; HUSSAIN et al., 2015; TRIPATHI et
al., 2015).

No entanto, formam-se sistemas complexos de protecdo para competir com
0 estresse oxidativo, que consiste de diversas enzimas antioxidantes como a
superoxido dismutase, peroxidase e catalase.O efeito benéfico do silicio tem sido

associado justamente ao aumento da capacidade de defesa antioxidante na
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deficiéncia hidrica(ADREES et al., 2015; ANWAAR et al., 2015; KIM et al., 2017
e CAO et al., 2015).

Em condicbes de défice observa-se também o aumento de prolina, e
alteracdes nas concentracdes de agucares soluveis que protegem as ceélulas dos
processos de desestruturagdo (LARCHER, 2006). Crusciol et al. (2009)
verificaram aumento no teor de prolina e reducdo nos teores de acucares
soluveis e proteinas em folhas de batata, bem como aumento da produtividade
de tubérculos, com aplicacéo de Si via solo.

Plantas sob condi¢cdes de défice revelam aumento da concentragdo de ABA
qgue é sintetizado pelas raizes, e move-se para a parte aérea via xilema. Como
esse transporte se da pela corrente de transpiracédo, ocorre regulacéo da perda
de agua via controle estomatico (FAGAN et al.,, 2015). Conforme acima
registrado, a literatura relata que plantas tratadas com silicio apresentam
reducdo dos danos causados pelo défice hidrico. Também refere que a atuagao
do ABA ameniza este tipo de défice. No entanto, ndo ha trabalhos cientificos
relacionando o silicio e o)ABA em condi¢des de défice hidrico.

Embora varias pesquisas abordem os efeitos benéficos do Si, também nao
foram identificados trabalhos que relacionam a atuagdo do silicio com a
expressao de genes relacionados ao défice hidrico.

Khandekar e Leisner 2011 ao avaliarem a expressdo de genes em
Arabidopsis thaliana observaram aumento na transcricdo de genes como MT,
PCS; CSD, ATH, AUR e GST na presenca de silicio mediando défice causado
pelos efeitos tdxicos de cobre.

A maioria das pesquisas aponta que a deposicdo de silicio aumenta o
fortalecimento e a rigidez da parede celular melhorando, por exemplo, a
interceptacao de luz (AGARIE et al., 1998). Os estudos de Cao et al.,, 2015
mostraram pela microscopia eletrbnica a conservagao de estruturas como os
cloroplastos em plantas de tomateiro submetidas ao défice hidrico na presenca
de silicio. No entanto, sdo escassas as pesquisas que relatam a distribuicdo
deste elemento em nivel celular nas folhas e raizes em condigdes com défice
hidrico e presenga de silicio.

Com base no acima exposto o papel do silicio como elemento benéfico é
claro quando se considera sua atuacio na arquitetura da planta e resisténcia em

condicbes desfavoraveis bidticas e abidticas, que levam ao défice. No entanto,
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nao estao esclarecidas suas atuagdes em nivel celular, organizagao de tecidos,

enzimatico, hormonal e génico.

2 2 Aspectos gerais sobre o silicio

O silicio € o segundo elemento mais abundante da crosta terrestre e, apesar
de, ndo ser considerado um elemento essencial as plantas, devido ao fato de
nao atender aos critérios diretos e indiretos de essencialidade,vem apresentando
resultados promissores ao favorecer o crescimento e producdo das plantas,
mesmo em condicbes de estresse (GUNTZER et al.,, 2012; HERNANDEZ-
APAOLAZA, 2014; MEENA et al., 2014; RIZWAN et al., 2015).

O elemento é classificado como benéfico ou util para algumas espécies
vegetais, ndo sendo considerado necessario para que a planta finalize o ciclo
vegetal. Entretanto, estudos comprovam a eficiéncia do elemento tanto na
melhoria de aspectos relacionados a morfologia e estruturagao, quanto ao longo
do ciclo de desenvolvimento das plantas, principalmente aquelas acumuladoras
de Si, como gramineas, onde estudos avaliando seu efeito vém sendo mais
intensamente realizados. Entretanto, as pesquisas estdo apresentando destaque
também nas eudicotiledbneas, que em sua maioria, sdo classificadas como nao
acumuladoras (COOKE e LEISHMAN, 2011 e 2016; BALAKHNINA et al., 2012;
VAN BOCKHAVEN et al., 2015; ADREES et al., 2015; WANG et al., 2017).

Além da atuagao desse elemento diretamente na planta, efeitos relacionados
a eficiéncia do elemento podem ser observados mediante a aplicacdo de
materiais silicatados, os quais atuam positivamente sobre as caracteristicas
fisicas, quimicas e biologicas do solo, possibilitando, a correcédo da acidez,
neutralizacdo do H e Al tdéxico, além da interagdo com outros nutrientes,
aumentando a concentracdo dos mesmos na solugdo do solo, proporcionando
maior disponibilidade e absor¢ao pela planta deMg (GUNES et al., 2008; XU et
al., 2015), N (DETMANN et al., 2012), K (CHEN et al., 2016), P (EMAM et al.,
2014), Ca (MATEOS-NARANJO et al., 2013), Fe (PAVLOVIC et al., 2013), Zn
(PASCUAL et al., 2016), Mn (WANG e HAN, 2007), e Cu (GUNES et al., 2008),

mesmo em condicdes de défice hidrico.
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Nas plantas, ja € descrito na literatura, que a presenca do elemento esta
relacionada a maior resisténcia ao acamamento, diminuicdo dos efeitos do
ataque por pragas e doencgas, devido altera¢cdes na anatomia da planta, como a
formagéao de células epidérmicas mais grossas e lignificadas, além do estimulo a
maior producdo de fitoalexinas. Destacam-se também, maior resisténcia as
condi¢des adversas, causadas por situagdes de estresse bidtico e abidtico, como
menores danos causados pela geada, menor taxa de transpiragéo (em situagdes
de défice hidrico), favorecimento de nodulagdo em leguminosas, ativagcao da
atividade de enzimas e efeitos na composigcdo mineral (LIANG et al., 2015;
DEBONA et al., 2017; ETESAMI e JEONG, 2018).

Varios estudos demonstraram efeitos benéficos da aplicacdo de Si,
especialmente em culturas como arroz, cana-de-acgucar, cevada, milho, sorgo e
trigo (GONG et al., 2005; HATTORI et al.,, 2005), que sao consideradas
acumuladoras desse elemento. No entanto, ainda ha controvérsias em relagao
aos mecanismos pelos quais o silicio favorece o desenvolvimento vegetal,

mesmo em condicdes estressantes, principalmente em eudicotiledéneas.

2 3 Silicio nas plantas

O silicio é absorvido pelas plantas, preferencialmente, na forma de acido
monossilicico (H4SiO4), sendo que sua disponibilidade é influenciada pelo pH,
temperatura e teor de matéria organica do solo (LIANG et al., 2007).

O transporte desse elemento na planta é diretamente dependente das taxas
de transpiragcdo e, portanto, realizado via xilema. Esta distribuicdo varia de
acordo com a espécie estudada, podendo ocorrer de maneira uniforme em
plantas que acumula pouco Si, como no caso do tomateiro. No entanto, em
plantas classificadas como acumuladoras 90% do elemento encontra-se na parte
aérea (LIANG et al.,, 2015). Além disso, de toda a quantidade do elemento
acumulado nas plantas, 99% encontra-se na forma de acido silicico polimerizado
e, portanto, de dificil solubilizagao.

Considera-se, normalmente, que a concentragdo média de Si nas raizes seja
um décimo da concentragdo no caule, e sua movimentagdo dentro da planta

depende das concentracbes presentes na solu¢do do solo, além da taxa
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transpiratéria do 6rgao e da espécie em questdo (CHANCHAL e MALHOTRA et
al., 2016).

As plantas s&o divididas de acordo com sua capacidade de absorcédo e
acumulo de Si nos 6rgaos, sendo altamente variavel entre as espécies. Dessa
forma, sao descritos trés grupos. O primeiro grupo corresponde as plantas
capazes de acumular entre 100 e 150 g de Si por kg de massa seca. O segundo
grupo € representado pelas plantas intermediarias, que apresentam entre 10 e
50 g de Si por kg de massa seca. Enfim, o terceiro grupo corresponde as plantas
nao-acumuladoras, onde as concentragdes de silicio sdo abaixo de 5 g por kg de
massa seca.

Dessa forma, plantas como as gramineas, consideradas acumuladoras, séo
capazes de absorverem Si da solugcdo do solo de forma passiva, ou seja, o
elemento acompanha o fluxo de massa da agua. No entanto, plantas
consideradas ndo-acumuladoras, como as eudicotiledéneas, absorvem o Si de
forma ativa (ZHANG et al., 2017).

Na literatura, no que diz respeito a atuagao do silicio no vegetal, destaca-se
o fato do Si se acumular na parede celular, possibilitando assim, a formagao de
dupla camada de silica-cuticula e silica-celulose (HAMEED et al., 2013). Essas
camadas protetoras apresentam relacido positiva com a redug¢do da transpiracao
pela planta, diminuindo a quantidade de agua perdida pela transpiragdo ao longo
do ciclo, tornando a planta menos exigente em agua e mais resistente a
possiveis situagdes de seca.

Essas mesmas camadas protetoras, também funcionam como barreira de
resisténcia mecanica a invasao de fungos e bactérias, aumentando a resisténcia
das plantas ao ataque de pragas e doengas. Atualmente, esse € um dos motivos
gue mais contribuem para a recomendacao de aplicacdo de silicio nas lavouras
comerciais (HUANG et al., 2011).

Apesar de ndo ser considerado elemento essencial as plantas, estudos
também relatam que a aplicacdo de Si ao solo, favorece o crescimento e
aumento de produtividade das culturas, principalmente por melhorar a
disponibilidade de nutrientes do solo.

Pereira Junior et al. (2010), avaliando a influéncia de doses de Si na cultura
da soja n&o verificaram influéncia positiva sobre as caracteristicas vegetativas e

também sobre a produtividade final da cultura. Assim, ndo estdo bem definidos
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os beneficios do Si sobre as eudicotiledoneas, sendo necessarios estudos com
as mais variadas espécies cultivadas.

E conhecido na literatura o aumento das taxas fotossintéticas na presenca
do silicio. No entanto, a explicagcdo para esse aumento estaria relacionada ao
fato do Si promover melhorias na arquitetura das plantas, proporcionando melhor
arranjo das folhas, tornando-as mais eretas e mais resistentes a possiveis
acamamentos (AGARIE et al., 1998). No entanto, sdo poucos os estudos que
relacionam o silicio com a conservagdo de membranas das organelas, devido a
reducdo da acado de ERO. Cao et al., 2015, relatou por meio de imagens ultra
estruturais, a manutencao dos cloroplastos em plantas de tomateiro submetidas
ao défice hidrico, demonstrando que a atuagdao do Si ndo seria apenas na
arquitetura da planta.

Assim, o fornecimento de Si pode promover estabilidade na producado das
culturas, em razao da maior tolerancia aos estresses as quais as plantas sao
submetidas diariamente. Aumentos de produtividade devido a aplicagdo de Si
sdo evidenciados por diversas pesquisas, podendo o Si ser empregado como

uma pratica benéfica e rotineira na agricultura.

2 4 Aplicagao de silicio em condigoes de estresses abioticos

Estresses causados por temperaturas extremas, veranicos, metais pesados
ou toxicos, desequilibrios nutricionais, por exemplo, podem ter seus efeitos
reduzidos com o uso do Si (GUNES et al., 2008; XU et al., 2015; CHEN et al.,
2016; PASCUAL et al., 2016).

Um dos principais efeitos do Si na redugao da toxicidade dos metais e de
nutrientes em excesso é a redugao da absorcdo e o transporte de metais nas
plantas. Varios estudos relatam a reduc¢do da absorc¢éo e translocacédo de metais
e dessa forma, aumento da tolerancia a metais téxicos em espécies de plantas
tratadas com Si (ANWAAR et al., 2015; KELLER et al., 2015; TRIPATHIet al.,
2015). A polimerizagdo de H4SiOs4 dentro do apoplasto (biosilicificagcdo em
plantas) € conhecida por resultar na formacao de uma barreira de silica amorfa
(EXLEY, 2015), que pode dificultar a penetragdo de potenciais téxicos como Al,
Mn, Cd e Zn no simplasto (GUERRIEROet al., 2016). Esta diminuicdo na
absorcdo de metais na presenca de Si pode ser explicada de muitas maneiras.

Por exemplo, Si pode desencadear a produgdo na raiz de exsudatos que
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quelatizam os metais e reduzem sua absorgao pelas raizes (KIDD et al., 2001).
Além disso, esta reducdo na absorcdo de metais também pode ser explicada
pelo fato do Si reduzir o transporte apoplasmatico dos metais diminuindo sua
concentracdo no apoplasma (IWASAKI et al., 2002; ROGALLA e ROMHELD,
2002; LIANG et al., 2007; YE et al., 2012; KELLER et al., 2015).

Em condigbes estressantes observa-se que o Si atua no aumento da
biossintese de clorofila e manutengao da fotossintese (ADREES et al., 2015;
IMTIAZ et al.,, 2016). Estudos demonstram que a aplicagdo de Si aumenta o
conteudo de clorofila a, clorofila b e carotenoides e melhora a condutancia
estomatica, reduz a transpiracdo e aumenta a assimilagdo de CO2 mesmo em
condicdes de défices bidticos e abidticos (FAROOQ et al., 2013; HUSSAIN et al.,
2015; RIZWAN et al., 2012; TRIPATHI et al., 2015).

Além disso, plantas que recebem aplicagbes de Si durante seu
desenvolvimento, apresentam melhor absorcdo de micronutrientes como Zn, Fe
e Mn e macronutrientes Ca, Mg, P e K, mesmo em condi¢cdes de défice,
permitindo dessa forma, a manutencao do crescimento vegetal (ADREES et al.,
2015; KELLER et al., 2015; MEHRABANJOUBANI et al., 2015; TRIPATHI et al.,
2015). Feng et al., (2010), observaram que o suprimento de Si diminuiu os
efeitos limitantes do estresse no metabolismo de nitrogénio das plantas,
aumentando o crescimento e biomassa das plantas.

A aplicacédo de Si via solo, antes mesmo da instalacao das culturas, vem
sendo adotada com sucesso. Isso se deve ao fato do Si imobilizar metais toxicos
e aumentar o pH do solo (ADREES et al.,, 2015, NAEEM et al., 2015). A
aplicacao de Si no solo altera as suas propriedades que, por sua vez, controlam
a disponibilidade de elementos como o aluminio (LIANG et al., 2007; RIZWAN et
al., 2012), reduzindo a disponibilidade desse na solugao do solo pela formagao
de complexos de silicatos insoluveis, e complexos de polifendis de Si (LIANG et
al., 2007; GU et al., 2012; SHIM et al., 2014). ZHANG et al. (2013) relataram que
a adicdo de Si diminuiu a proporcdo de metais prejudiciais as culturas,
aumentando a proporg¢ao da fragdo de metais ligados a precipitagdo e a matéria

organica, reduzindo assim sua disponibilidade no solo.
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3.5 Mudangas fisiolégicas e metabdlicas promovidas pelo Si e défice
hidrico

O estresse oxidativo ocorre nas plantas quando estas sdo expostas a
qualquer tipo de défice (KIM et al., 2017). Por outro lado, diminuindo a produgéao
de ERO e aumentando as atividades das enzimas antioxidantes(por exemplo,
SOD, POD, CAT e APX), a aplicagao de Si pode reduzir o estresse oxidativo
nas plantas (ADREES et al., 2015; ANWAAR et al., 2015; KIM et al.,2017).
Pesquisas demonstram que a aplicacdo de Si aumenta consideravelmentea
defesa das plantas,pelo fato de alterar as atividades de enzimas antioxidantes.

Plantas em condicdes de défice hidrico apresentamestresse osmoético, que
limita a absorgao de agua pela planta e, por sua vez, afeta o conteudo de agua
da folha, a conduténcia estomatica, o crescimento foliar (aceleragdo da
senescéncia foliar e morte da folha) e fotossintese (diminuicdo das
concentragdes de clorofila) e, finalmente, resulta em redugéo no crescimento das
plantas (MUNNS e TESTER, 2008). Além disso, € observado reducédo dos
pigmentos fotossintéticos e alteragbes no transporte de elétrons entre os
fotossistemas. Assim, a fluorescéncia minima da folha é alta e fluorescéncia
maxima baixa. Isso significa que ao invés de haver energia para o processo
fotossintético, essa energia esta sendo perdida na forma de fluorescéncia e
fotorrespiragdo, o que aumenta a producao de espécies reativas de oxigénio e,
consequentemente, maiores danos de membranas (CAO et al., 2015; ETESAMI
e JEONG, 2018). No entanto, as plantas apresentam estratégias para manter o
equilibrio de agua em condigbes de seca (HORIE et al., 2011). O ajuste osmético
ajuda as plantas a reter agua, apesar do baixo potencial hidrico, e assim aliviar o
estresse osmotico (OSAKABE et al., 2014). Ha relatos que mostram que o Si
pode melhorar o balango hidrico em muitas espécies de plantas (WANG et al.,
2015; ZHU et al., 2015), aliviando o estresse osmético (CHEN et al., 2014). Além
disso, varios estudos relataram que plantas tratadas com Si mantém maior teor
de agua na folha e condutividade hidraulica da raiz e planta inteira (LIU et al.,
2015; YIN et al., 2013).

O Si esta envolvido no aumento da expressao de aquaporinas presentes na
membrana plasmatica, que contribuem para o aumento da absor¢ao de agua
(LIU et al., 2015; ZHU et al., 2015) e reduz o estresse oxidativo e os danos na
membrana. Em estudos, Liu et al. (2014), Liu et al. (2015) e Wanget al. (2015)
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observaram que o Si aumentou a absorgdo de agua devido a transcricao de
alguns genes de aquaporina (aumentou a expressdes de aquaporina). No
entanto, os mecanismos de ag¢do do Si alterando a expressao e atividade da
aquaporina ainda nao sao claras (COSKUN et al., 2016).

Além disso o Si pode melhorar o transporte de agua e facilitar sua absorgao
pelas raizes, ajustando o potencial osmoético das células, por meio do acumulo
de osmdlitos, como os agucares soluveis e prolina (LEE et al., 2010; SONOBE et
al., 2010; MING et al.,, 2012), aumentando a condutividade hidraulica. Esta
regulagcdo osmotica pode ser uma consequéncia do acumulo de agucares
soluveis e aminoacidos. Acumulo de aminoacidos mediado por Si (como prolina)
pode reduzir o potencial osmoético da célula e assim formar um gradiente
osmoético, ou seja, aumento na forca motriz osmaética na planta. Sonobe et al.
(2010) observaram que a aplicagao de Si poderia melhorar a absorgéo de agua
pela raiz sob condi¢des défice hidrico, através do acumulo de agucares soluveis
e aminoacidos. No entanto, no estudo de Wang et al. (2015), os potenciais
osmaticos foliares e radiculares ndo foram diminuido por Si. Este resultado
demonstra que o ajuste osmético ndo pode ser 0 unico mecanismo pelo qual o Si
reduz os efeitos deletérios em plantas submetidas ao défice hidrico.

As trocas gasosas sao altamente influenciadas pelo défice hidrico (GUPTA e
HUANG, 2014). No entanto, o tratamento exégeno de Si possibilita manutencao
das trocas gasosas em plantas submetidas ao défice hidrico (GONG e CHEN,
2012; LIU et al., 2015; RIZWAN et al., 2015). Xie et al. (2015), observaram que o
Si melhorou a tolerdncia do milho ao défice hidrico, aumentando a taxa
fotossintética, a condutancia estomatica e diminuindo a taxa de transpiragao. Os
estbmatos regulam o nivel de agua, controlando a taxa de transpiragéo,
especialmente sob a seca (RIZWAN et al., 2015). Além disso, em condi¢cbes de
défice hidrico, ha maior acumulo de ABA nas folhas, que atua no fechamento
estomatico e, consequentemente, na reducao da taxa de transpiragdo. Segundo
Abdalla, 2011 e Chen et al.,, 2011 a aplicagdo de Si em aspectos de défice
hidrico promoveu a diminuicdo da taxa de transpiracdo e aumento da taxa
fotossintética e condutancia estomatica. Para Rizwan et al., 2015, estudos
abrangentes sdo necessarios para determinar outros mecanismos de regulagéo

das trocas gasosas sob défice hidrico, além da atuagdo desse elemento em
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aspecto bioquimicos como a sintese de osmodlitos e expressdo de genes

relacionados com enzimas antioxidantes.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Localizagao e caracterizagdo da area experimental

As sementes de tomate Micro-Tom foram cedidas pelo Departamento de
Biologia da ESALQ-SP. Essas sementes foram semeadas em substrato
especifico para olericolas (Carolina Soil®) e as plantas foram cultivadas em casa
de vegetacdo no Departamento de Boténica, do Instituto de Biociéncias -
UNESP, Campus de Botucatu-SP, onde foram realizadas analises fisiologicas,
enzimaticas, de prolina, agucares soluveis e ABA. Avaliagdes de microscopia
foram realizadas no Centro de Microscopia Eletrénica deste mesmo Instituto e de
expressao génica foram realizadas no Departamento de Melhoramento e
Producao Vegetal, pertencente a Faculdade de Ciéncias Agronémicas — Campus
de Botucatu/UNESP. Durante o desenvolvimento das mudas e das plantas, as
temperaturas médias maximas, minimas e médias foram, respectivamente,
26°C, 15°C e 21°C.

3.2 Condugao do experimento

Todo o manejo desde a semeadura até o final do ciclo foi realizado de
acordo com o “Manual do Modelo Vegetal Micro-Tom” propostos por Pino et al.
(2016); Piotto e Peres (2016).

A semeadura foi feita em vasos de 250 mL, utilizando-se 15 sementes por
vaso. As condi¢gdes ambientais para o cultivo das mudas foram: temperaturas
médias maximas foram de 26°C, minimas de 15°C e média de 21°C.

O transplante foi realizado quando as mudas apresentaram um par de folhas
bem desenvolvidas e o segundo ja formado para vasos de 160 mL contendo
vermiculita e substrato organico inerte Plantmax® na proporgao 2:1. Apds o
transplante para os vasos com capacidade igual a 160 mL, na capacidade de
campo, foi aplicado ao redor das plantas 0,5 g de Formulado NPK (4-14-8). A
adubagao foliar foi realizada semanalmente, com auxilio de pulverizador
pressurizado de CO2 com bico do tipo “Leque” e pulverizagdo até o total
molhamento com 200 mL L' de solugéo estoque contendo 7 g Peters 20.20.20 +
20 g Ca(NO3)2 + 5 g MgSO4 + 3 g K2SO4, dissolvidos em 2 litros de agua.
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No estabelecimento de défice hidrico ndao foi realizada a aplicacao de
adubacéo via foliar em qualquer tratamento (com ou sem défice hidrico).

Foram cultivadas 500 plantas, distribuidas de forma aleatéria.

3.3 Aplicagao de silicio

A variagdo de silicio a que as plantas de tomate foram submetidas
caracterizou os tratamentos estudados, ou seja, sem adigdo do elemento (0) e
com adig&o nas concentragdes iguais a 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 g L', com quatro
repeticbes por tratamento. As concentragbes de Si utilizadas nos diferentes
tratamentos foram parceladas em quatro aplicagdes realizadas uma vez por
semana, sendo a primeira em plantas com 22 dias apos a semeadura e a ultima
no inicio do florescimento, que ocorreu 59 dias apdés semeadura. Todas as
pulverizagbes foram realizadas de manha (7:00 h) com temperaturas médias de
18°C, umidade relativa do ar de 80%.

A aplicacado de silicio foi realizada via foliar com o auxilio de pulverizador
pressurizado de CO2 com bico do tipo “Leque”, com taxas de vazao de 0,025 a
2500 gpm (0,09 a 9464 I/min) e pressdes até 4000 psi (276 bar), empregando o
produto “SUPA SILICIO” que apresenta 100 g L' de Si e 237 g L' de K20 e
espalhante adesivo ADESIL®. Para evitar a interferéncia do K presente no
produto “SUPA SILICIO” sua concentracdo foi compensada para ser mantida
constante, com variacdo apenas da concentracdo de Si nos diferentes
tratamentos.

Nos tratamentos onde as plantas ndo foram submetidas ao silicio, a

pulverizagao foi realizada apenas com agua e espalhante adesivo ADESIL®.

3.4 Controle da irrigagao

Para o estabelecimento do défice hidrico em plantas de tomate cultivar
Micro-Tom foi realizado o monitoramento da perda de agua do substrato
constituido da mistura vermiculita comercial e substrato organico inerte Carolina
Soil® (2:1), conforme Thameur et al. (2012).

Vinte e cinco vasos com capacidade igual a 160 mL contendo apenas a
mistura (vermiculita e substrato), conforme as recomendagdes do “Manual do

Modelo Vegetal Micro-Tom” propostos por Pino et al. (2016); Piotto e Peres
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(2016), foram irrigados até a capacidade maxima de retencao de agua (100%) e
mantidos sem irrigacdo durante uma noite para liberagdo de seu excesso. Nesse
periodo, as superficies dos vasos foram vedadas com papel aluminio para evitar
evaporagao. Na manha seguinte os vasos foram pesados e as massas obtidas
foram utilizadas como as suas massas na capacidade maxima de retengédo de
agua (100%). A pesagem dos vasos (g) ao longo de todo o experimento
comparada com a massa na capacidade maxima de retengdo (100%) foi
utilizada para o calculo do conteudo de agua no substrato (CAS) pela formula:
CAS = (Mrtratamento/M100%)*100, conforme Varone et al., 2012. Esse calculo
possibilitou o controle e a reposi¢cdo de agua para manter os vasos contendo as
plantas na sua capacidade maxima de retencdo, procedimento realizado
diariamente. Os vasos foram mantidos nessa condi¢cdao, com variagao de Si até
as plantas atingirem a fase de antese, 59 dias ap6s semeadura, quando se
iniciaram os tratamentos com trés regimes hidricos. A suspensdo de agua,
portanto, ocorreu na fase de antese que se iniciou aos 59 dias apds semeadura
e 48 horas depois da aplicacdo da quarta parcela de Si nos tratamentos. Para o
estabelecimento dos trés regimes hidricos, as plantas cultivadas com variagéao
de Si foram submetidas a diferentes condigdes: 1. Sem défice hidrico. As plantas
cultivadas sem défice hidrico foram irrigadas duas vezes por dia para serem
mantidas entre 90 e 100% da capacidade de campo (VARONE et al., 2012). 2.
Com défice hidrico. As plantas cultivadas com défice hidrico tiveram a irrigagao
interrompida até a observacao da murcha das folhas e assimilacdo de carbono
negativa. 3. Com défice hidrico e reidratagcdo. As plantas cultivadas com défice
hidrico e reidratagdo tiveram a irrigacado interrompida até a observagdo da
murcha das folhas e assimilagdo de carbono negativa e apds este periodo foram
reidratadas até atingirem entre 90 e 100% da capacidade de campo (VARONE et
al., 2012), quando as folhas readquiriram a assimilagdo de carbono ndo negativa
ou nula.

As avaliagdes e coletas de material vegetal de todos os tratamentos foram
realizadas 48 h apos a reidratagao.

O monitoramento do CAS para os diferentes regimes hidricos estao descritos

na figura 1.
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Figura 1. Conteudo de agua no substrato (%)em plantas de tomate cultivar
Micro-Tom com diferentes concentracbes de Si e submetidas a tratamentos
hidricos (sem e com défice hidrico e com défice hidrico e reidratada).
UNESP/2017. As letras comparam tratamentos hidricos pelo teste Tukey.

a
~ 100 - 2
S
8
£ 90
’d
=
H
g 80 -
o]
s
&0
<
< 70 -
=]
<
=
2
= 60 - b
Q

50 -

Sem Com Reidratacao

Estresse hidrico

O conteudo de agua no substrato dos vasos contendo as plantas cultivadas
com variagdo de Si e sem défice hidrico e naquelas com défice hidrico e
reidratadas foram iguais a 96,57 e 97,31%, respectivamente. As plantas sem
défice hidrico apresentaram-se com taxa de assimilagcdo positiva e elevada,
enquanto as com défice e reidratadas ndao apresentaram sinais de défice, como
taxa de assimilacdo negativa, por terem se recuperado. No entanto, essas
ultimas apresentaram as bordas das folhas queimadas, como consequéncia do
défice a que foram submetidas. Em vasos contendo as plantas submetidas a
suspensao de agua, o conteudo de agua no substrato foi igual, em média, a
57,31% (Figura 1). Nessa condicdo as plantas apresentaram sinais de
deficiéncia hidrica e estresse, como taxa de assimilagdo negativa, avaliada por
meio de equipamento com sistema aberto de fotossintese com analisador de
COz2 e vapor d’agua por radiagéo infravermelha (Infra RedGasAnalyser — IRGA,
modelo GSF 3000, Wallz).
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3.5 Tratamentos e delineamento experimental

As plantas de tomate cultivar Micro-Tom (MT) foram submetidas aos
seguintes tratamentos, que combinaram as concentragbes de Si (6
concentragdes, 0,0, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 e 2,5 g L ') e trés regimes hidricos (sem
défice hidrico, com défice hidrico e com défice hidrico e reidratagdo), em
esquema fatorial 6x3, indicados a seguir:

T1: sem aplicagéo de silicio e sem défice hidrico (Testemunha);
T2: sem aplicacao de silicio e com défice hidrico;

T3: sem aplicagao de silicio + com défice hidrico e reidratacao;
T4: 0,50 g L' de silicio + sem défice hidrico;

T5: 1,0 g L' de silicio + sem défice hidrico;

T6: 1,50 g L' de silicio + sem défice hidrico;

T7: 2,00 g L' de silicio + sem défice hidrico;

T8: 2,50 g L' de silicio + sem défice hidrico;

T9: 0,50 g L' de silicio + com défice hidrico;

T10: 1,00 g L' de silicio + com défice hidrico;

T11: 1,50 g L' de silicio + com défice hidrico;

T12: 2,00 g L' de silicio + com défice hidrico;

T13: 2,50 g L' de silicio + com défice hidrico;

T14: 0,50 g L' de silicio + com défice hidrico e reidratagéo;
T15: 1,00 g L' de silicio + com défice hidrico e reidratagao;
T16: 1,50 g L' de silicio + com défice hidrico e reidratagao;
T17: 2,00 g L' de silicio + com défice hidrico e reidratagao;
T18: 2,50 g L' de silicio + com défice hidrico e reidratagao.

As concentragdes de silicio se basearam em quantidades ja empregadas em
gramineas (arroz, cana), cucurbitdceas (pepino) e solanaceas (tomate)
(MENZIES et al., 1992; PUPATTO, 2003; CAO et al. 2015).

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com quatro repeticoes
e doze plantas por repeticao, totalizando 500 plantas distribuidas aleatoriamente.
Apds a determinagédo de fluorescéncia e trocas gasosas, duas plantas foram
utilizadas para determinagdo do TRA e pigmentos fotossintéticos em tecidos
foliares e seis para as avaliagdes enzimaticas, hormonais, génicas, de osmdlitos

e microscopia. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias
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dos tratamentos comparadas pelo teste Tukey. A anadlise de teste Tukey foi
realizada para avaliar o efeito das concentragdes de silicio e dos regimes

hidricos, sem défice, com défice e com défice e reidratadas.

4 VARIAVEIS AVALIADAS

4.1 Teor relativo de agua nas folhas (TRA)

Uma folha completamente expandida de duas plantas por repeticdo dos
tratamentos descritos acima, foram retiradas para avaliar o teor relativo de agua
na folha (TRA). Para tanto, foram retiradas areas (2 cm x 2 cm) em duplicata da
folha que foram pesadas para determinacdo da massa fresca (MF). Logo apés a
pesagem as amostras foram imersas em agua deionizada por quatro horas,
mantidas em geladeira para a determinagdo da massa turgida (MT). A seguir, as
amostras foram levadas para estufa de circulacao forcada de ar a 70°C até
atingirem massa constante para a determinagdo da massa seca (MS). Os
valores das massas obtidas foram usados na férmula proposta por Weatherley
(1949) para calculo do conteudo relativo de agua das folhas.

TRA = (MF-MS)/(MT-MS)*100.

4.2 Pigmentos fotossintéticos

Para determinagédo do conteudo de clorofila a, discos das folhas das plantas
foram coletados e colocados em tubos de ensaio contendo 1 mL de reagente
Dimetilformamida. Os tubos de ensaio foram cobertos com papel aluminio e
armazenados em refrigeracdo a 4°C por 24 horas, depois de transferido todo o
volume de solugéo para cubeta, a leitura foi realizada em espectrofotdbmetro nos
comprimentos de onda iguais a 646,8 e 663,8 nm para determinagao da clorofila
a. Os valores dos pigmentos foram determinados pela férmula abaixo, conforme
Lee et al.(1987).

Clorofila a: 12 x Absorbancia a 663,8 nm — 3,11 x Absorbancia a 646,8 nm.
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4.3 Fluorescéncia da clorofila a

A fluorescéncia foi avaliada utilizando-se fluorémetro de pulso modulado
(JUNIOR-PAM, Walz®). As avaliagbes foram realizadas as 5h, 12h e 17h. Com
excecao das avaliagcbes realizadas as 5h, as folhas foram aclimatadas por um
periodo de 30 minutos no escuro com papel aluminio. Em seguida, um pulso de
saturagdo de 10000 uymol m2?s'de DFFF com 0,6 s foi aplicado para a obtencao
da Fm (fluorescéncia maxima adaptada ao escuro) e Fm’ (fluorescéncia maxima
adaptada a luz). Além da fluorescéncia maxima da folha adaptada a luz e ao
escuro, também foi obtida Fo (fluorescéncia minima adaptada ao escuro) e Fo’
(fluorescéncia minima adaptada a luz). Entre cada pulso de saturacéo foi dado
um pulso de luz actinica de 1150 ymol m2 s' de DFFF de 15 segundos de
duracao.

Utilizando-se Fm, Fo, Fm’ e Fo’ foram calculados o rendimento quéntico
maximo (Fv/Fm) que reflete a habilidade do PSII em oxido-reduzir o aceptor
primario QA (quinona A) (KITAJIMA; BUTLER, 1975).

4.4 Trocas gasosas, eficiéncia de uso de agua e eficiéncia de carboxilagao

Foram efetuadas utilizando-se equipamento com sistema aberto de
fotossintese com analisador de CO2 e vapor d’agua por radiagéo infravermelha
(Infra Red Gas Analyser — IRGA, modelo GSF 3000, Wallz®). Essas medidas
foram realizadas entre 9:00 e 11:00 h, em folhas completamente expandidas,
padronizando a luz em 1200 ymol m=2s'. As medidas foram realizadas em
plantas submetidas as diferentes concentragdes de Si e, sem défice hidrico, com
défice hidrico e com défice hidrico e reidratadas. A concentragdao de CO:2 de
referéncia utilizada durante as avaliacbes foi a do ambiente. Durante as
avaliagdes foram coletados os dados de temperatura e umidade relativa do ar
utilizando o proprio medidor de trocas gasosas. As caracteristicas de trocas
gasosas analisadas foram: taxa de assimilagdo de CO2 (A, umol CO2 m2s),
taxa de transpiragdo (E, mmol vapor d’agua m-s') e condutancia estomatica

(Gs, mol m?s). Essas caracteristicas foram calculadas pelo programa de
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analise de dados do equipamento medidor de fotossintese, que utiliza a equacéao
geral de trocas gasosas de Von Caemmerere Farquhar (1981).

A eficiéncia do uso da agua (EUA), ymol CO2 (mmolH20)" foi determinada
pela relagcao entre assimilagdo de CO:2 e taxa de transpiracdo e a eficiéncia de
carboxilagdo (A/Ci), (mol m2 cm™ Pa™), foi determinada pela da relagdo entre

taxa de assimilacao de CO: e concentracao interna de CO2 na folha.

4.5 Peroxidacao lipidica e atividades das enzimas antioxidantes

Seis plantas por repeticao foram coletadas e suas partes (folhas, caules e
raizes) foram separadas. As diferentes partes coletadas foram acondicionadas
em sacos plasticos, embrulhados em papel aluminio. Em seguida as amostras
foram congeladas em nitrogénio liquido para paralisar todas as reagoes e, a
seguir, armazenadas em ultra-freezer a -82 °C. Posteriormente, essas amostras
foram maceradas em moinho criogénico para serem utilizadas nas analises

bioquimicas.

4.5.1 Peroxidacao lipidica

A peroxidagao lipidica foi avaliada utilizando-se metodologia de Heath e
Packer (1968). Foram utilizados 100 mg de material fresco macerado em
almofariz adicionando-se 2 ml de meio de reacdo constituido por acido
tiobarbitarico (0,25%, m/v) e acido tricloro acético (10%, m/v). A solugéo,
acondicionada em tubos de ensaio vedados e incubados em banho maria a 95°C
por 1 hora, foi centrifugada a 12000 rpm por 15 minutos a 25°C. O sobrenadante
foi coletado e levado para leitura em espectrofotdbmetro nos comprimentos de
onda 532 e 600 nm. O montante de malondialdeido formado foi calculado

utilizando o coeficiente de extingdo de 155 mM-" cm-'.

4.5.2 Teores de proteinas totais solluveis

Para a determinagdo do teor de proteinas totais soluveis foi empregado o

método proposto por Bradford (1976). As leituras foram efetuadas em
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espectrofotdbmetro e comparadas com a curva-padrao de caseina a 1%, sendo o
teor protéico da amostra expresso em mg de proteina g de matéria fresca.

Para tanto, foram utilizados 100 mg de material fresco macerado em 2 ml de
tampéo fosfato de potassio 0,1 mol L' em pH 6,8, com adicdo de 100 mg de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) para evitar oxidagcdo das amostras. O material
resultante foi centrifugado a 12000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante retirado
e usado como extrato para determinagéo da concentragéo de proteinas.

O reagente de Bradford usado na determinacdo da concentracdo de
proteinas foi preparado com 100 mg de coomassie brilliant blue G-250 dissolvido
em 50 ml de etanol 95%. A essa solugéo adicionou-se 100 ml de acido fosférico
85% (v/v) e a seguir, a mesma foi diluida para um volume final de 1L com agua
deionizada. A curva padrdo utilizada para os calculos da concentracdo de
proteinas foi preparada utilizando-se 100, 80, 60, 40, 20 e 0 ug de proteina
(Caseina), com posterior adicdo de reagente de Bradford. A solugéo resultante
foi levada para leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda igual a 595
nm.

Cinquenta pl do extrato foram colocados em tubos de ensaio, com adigao de
2,5 ml de reagente de Bradford. Os tubos foram agitados com o auxilio de vortex
e as leituras das amostras foram realizadas em espectrofotbmetro no
comprimento de onda de 595nm, utilizando agua deionizada como branco
(BRADFORD, 1976).

4.5.3 Atividade da Superéxido Dismutase (SOD)

A determinagéo da atividade da SOD ¢ realizada com base na capacidade
da enzima inibir a fotorredugdo do NBT (azul de cloreto de nitrotetrazodlio). A
atividade foi determinada pela adicao de 50 uL de extrato a solugdo contendo 13
mM de metionina, 75 yL de NBT, 100 nM de EDTA e 2 uyM de riboflavina em 3,0
mL de tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8. A reacao foi iniciada pela
iluminagéo dos tubos, em camara composta por lampadas fluorescentes (15 W),
a 25°C. Apés 5 minutos de incubacao, o final da catalise foi determinado pela
interrupcao da luz (GIANNOPOLITIS e RIES, 1977). O composto azul formado
(formazana) pela fotorredugdo do NBT foi determinado pela leitura em

espectrofotdmetro a 560 nm. Uma unidade de SOD é definida como a atividade
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da enzima necessaria para a inibicdo de 50% da fotorreducao do NBT. Para o
calculo da atividade especifica da enzima considera-se a porcentagem de

inibicdo obtida, o volume da amostra e a concentragdo de proteina na amostra

(Mg uL™).

4.5.4 Atividade da Catalase (CAT)

Foi realizada em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 240 nm e
monitoramento da variagdo da absor¢do do perdxido de hidrogénio, conforme
Peixoto et al. (1999). Para o teste, 50 yL de extrato bruto foram adicionados a
950 pL de tampéao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, suplementado com
peréxido de hidrogénio na concentracdo final de 12,5 mM. A variacdo da
absorcgao (E) foi calculada em intervalo de 80 segundos, sendo a atividade da
enzima calculada utilizando-se coeficiente de extingdo molar de 39,4 mM cm-'. A
atividade especifica (u Katug prot') da catalase levou em consideragdo a
concentracao de proteina soluvel no teste. As leituras foram realizadas em 4

intervalos de 20 segundos entre cada leitura.

4.5.5 Atividade da Peroxidase (POD)

A atividade da POD foi determinada de acordo com Teisseire e Guy, (2000),
sendo utilizados 30 pL de extrato em sistema de reagao constituido por 50mM L~
' de tampao fosfato de potassio, pH 6,5; 20mM L-! de pirogalol e 5mM L' de
peréxido de hidrogénio totalizando volume igual a 1ml. A reagéo foi conduzida
em temperatura ambiente por 5 minutos. A formacado de purpurogalina foi
medida em espectrofotbmetro a 430nm. O calculo da atividade especifica da
POD considerou coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM L' cm™" e o resultado

foi expresso em ymol de purpurogalina min' mg' de proteina.

4.6 Extracao e determinagao do teor de prolina

O teor de L-prolina foi determinado utilizando-se o método de Bates et al.

(1973), com adaptacdes. Para o processo de extragdo foram pesadas 250 mg de
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amostras maceradas em nitrogénio liquido as quais foram adicionadas 5 mL de
acido sulfosalicilico (3% em agua). Em seguida foi realizada a centrifugagéo por
cinco minutos e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C. Para a
determinagao dos teores de prolina, foram utilizados 2,0 mL do extrato bruto ao
qual foram adicionados 2,0 mL de ninhidrina acida e 2,0 mL de acido acético
glacial. Essa solugao foi colocada em tubos “falcon” e mantidos em banho-maria
(90 °C) por 60 minutos. Apds a retirada dos tubos do banho-maria, foram
adicionados 2,5 mL de tolueno e submetidos a agitagcdo com o auxilio de vortex.
Esses tubos foram mantidos a temperatura ambiente por 30 minutos. Apds esse
periodo a parte superior do sobrenadante foi coletada com auxilio de pipeta de
‘Pasteur” e submetida a leitura em espectrofotbmetro a 520 nm. Como

referéncia, foi utilizada curva padrao com L-prolina p.a.

4.7 Extracao e determinagao de agucares soluveis totais e sacarose

Folhas e raizes de tomate cultivar Micro-Tom foram maceradas em moinho
criogénico, até a obtencao de po fino. Em seguida, foram pesados 100 mg de
material vegetal moido em microtubos com capacidade para 2,0 mL e adicionado
1mL de etanol 80% e realizada a agitagdo em vortex. Esses tubos foram
acondicionados em banho-maria a 80°C por 15 minutos, deixando os microtubos
abertos para nao estourar. Em seguida realizou-se a centrifugacédo a 12.000 xg
por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para tubos falcon com
capacidade de 15 mL. Esse processo foi realizado mais duas vezes, unindo ao
final das extragdes, os trés sobrenadantes e igualando o volume para 4 mL com
agua deionizada (GARCIA et al., 2006).

Para a determinagao dos agucares soluveis totais foram empregados 100 pyL
de extrato, sendo adicionados 900 pL de agua deionizada e 2000 uL do reativo
antrona. Apos agitacdo, os tubos de ensaios contendo o extrato e os reagentes
foram colocados em banho-maria em ebulicdo por 3 minutos. Aguardou-se o
esfriamento dos tubos e realizou-se a leitura em espectrofotdbmetro a 620 nm.
Para obter-se o volume ideal de extrato foi utilizada a curva padrdo com glicose
p.a, seguindo a metodologia de Morris, 1948.

Para a determinagdo da sacarose foram empregados 20 uL de extrato,

sendo adicionados 80 uL de agua deionizada e 100 yL de solucédo de KOH
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(30%). Apds agitagdo os tubos de ensaios contendo o extrato e os reagentes
foram agitados e colocados em banho-maria em ebulicdo por 10 minutos.
Aguardou-se o esfriamento dos tubos e adicionaram-se 2000 uL de solugao de
antrona, levando-os novamente para banho-maria a 40°C por 10 minutos. A
solugao antrona foi preparada com a diluicdo de 0,1 g de antrona em 45 mL de
acido sulfurico p.a. Em seguida, realizou-se a leitura em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 620 nm. Para obter-se o volume ideal de extrato foi
utilizada a curva padrao com sacarose p.a, seguindo a metodologia de Passos
(1996).

4.8 Extragao e determinagao de amido

Apos extragdo de acgucares soluveis e sacarose realizou-se a extracdo de
amido a partir do pellet resultante da extragcdo dos acgucares. A esses foram
adicionados 500uL de agua deionizada e 650uL de &cido perclorico (52%),
sendo mantidos em banho de gelo e agitacdo durante 15 minutos. Em seguida
todo o material foi transferido para tubos falcon com capacidade de 15mL e
adicionados 2000 pL de agua deionizada. Foi realizada a centrifugagao a 10.000
Xg por 5 minutos a 4°C e coletado o sobrenadante. Esses procedimentos foram
realizados duas vezes para a obtencdo do substrato empregado na
determinagéo do amido (GARCIA et al., 2006).

Para a determinagdo amido foram empregados 20 pL de extrato, sendo
adicionados 980 uL de agua deionizada e 2000 uL do reativo antrona. Apos
agitacao os tubos de ensaios contendo o extrato e os reagentes foram agitados
e colocados em banho-maria em ebulicdo por 3 minutos. Aguardou-se o
esfriamento dos tubos e realizou-se a leitura em espectrofotdbmetro a 620 nm.
Para obter-se o volume ideal de extrato foi utilizada a curva padrédo com glicose
p.a (MORRIS, 1948).

4.9 Determinacgao de acido abscisico (ABA)

As amostras de folhas e raizes foram acondicionadas em envelopes de papel

aluminio e congeladas em ultra freezer a -80°C, para posterior extracdo. A
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seguir, as amostras foram maceradas em almofariz contendo nitrogénio liquido
até se obter p6 homogéneo. Foram pesadas 100 mg das amostras e
acondicionadas em tubos “ependorf’ de 2 mL e adicionados 500 uL de solucgéo
com proporgao de 40 mL metanol: 40 mL acetonitrila: 20 mL de agua Milli-Q: 1
mL de acido acético, todos padrdao HPLC. Em seguida, os tubos foram colocados
em banho ultrassom por 30 minutos. Apds esse periodo, realizou-se a
centrifugagcado a 12.000 rpm por 15 minutos e coletou-se o sobrenadante. Esse
procedimento foi realizado duas vezes, obtendo-se volume final de
aproximadamente 900 yL. Em seguida, as amostras forma injetadas em HPLC
com coluna Discovery C18, 24 x 4.6 mm, Supelco, empregando gradiente com
acetonitrila (20-70%) em 0,1% (v/v) de acido trifluoracético, seguindo a

metodologia de Bandurska et al.(2017).

4.10 Expressao génica

O estudo da expressédo génica foi realizado por Reagcdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real. O RNA extraido foi utilizado para confeccdo de
cDNA, por transcri¢cao reversa. A transcricdo reversa foi feita a partir de kits de
extracédo, de conversao de mRNA em cDNA e syber green para PCR. A técnica
de Real Time - PCR foi realizada com mistura de cDNA, primer forward e primer
reverse desenhados especificamente para os genes de interesse e iQ SYBR
Green supermix (produto fluorescente). O protocolo de amplificagao foi de 3 min
a 95° C e 40 ciclos de 15 segundos a 95° C e 1 min a 60° C, seguido por 1 min a
95° C e 1 min a 55° C. Todavia, o protocolo de reagdo passou por ajustes para
melhor desempenho dos primers. A presengca ou auséncia de um transcrito
(mRNA) foi determinada pela reagdo de PCR em tempo real que apresenta
detector de fluorescéncia acoplado a termociclador e a computador, com
software especifico. O método 2-22Ct foi utilizado para o calculo do nivel de
expressao génica (MRNA) dos genes selecionados. Foram empregados dois
normalizadores. Foram utilizadas trés repeti¢coes biolégicas para cada tratamento
e trés repeticbes técnicas para cada repeticdo biolégica. Todos os genes e
normalizadores utilizados no experimento sdo especificos para Micro-Tom. A

expressao dos genes foi em relagao ao controle.
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Tabela 2. Sequéncia de primers para a quantificagdo da expressao génica das
enzimas POD, SOD e CAT.

Gene Primer foward Primer reverse
Actina GGGATGATATGGAGAAGATATGG ~ AAGCTCTGGCACTGTCAAAGC L@ etal, 2005 Folha/raiz
B-6-tubulina TTGGTTTTGCACCACTGACTTC AAGCTCTGGCACTGTCAAAGC Lau et al., 2005 Folha/raiz
Peroxidase GAATGTGCCAACTGGTAGAAGA  AGCAACGAGACACTCCAATAG ~ l@u etal, 2005 Folha/raiz
Sd”:r:ruot’;f: GCGGGTGACCTGGGAAACAT  CCACAAGTGCTCGTCCAACAAC — ouetal 2005 Folha/raiz
Catalase CTCAAACGCCTGTTATTTGTC CGTGTCAGGGAACGACTTAG ~ Lauetal, 2005 Folha/raiz

4.11 Microscopia eletrénica de transmissao

Amostras de folhas de trés plantas por repeticdo foram fixadas em 2,5% de
solugcdo Karnovsky com 0,1 M de tampao fosfato (7,3) a 5°C por 24 h. As
amostras foram pods-fixadas com 1% de solugdo aquosa de tretéxido de ésmio
no mesmo tampao por 1 h a 25°C e desidratadas em séries graduadas de
acetona e embebidas em resina Araldite (MACHADO e RODRIGUES, 2004).
Secdes ultrafinas foram fixadas com acetato de uranil e citrato (REYNOLDS,
1963). As amostras foram examinadas em microscopio eletrbnico de

transmissao Fei Tecnai TM de 80 kV.

5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade e andlise de variancia,
com médias comparadas por teste Tukey (p<0,05) para verificar o efeito das
concentragdes de silicio e comparagcdo dos regimes hidricos. Foi utilizado o

programa Sisvar 5.3.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Teor relativo de agua (TRA)

Os resultados de teor relativo de agua das plantas cultivadas com variagao
da concentracao de Si e submetidas as diferentes condi¢cdes hidricas podem ser

observados na Tabela 3.

Tabela 3. Teor relativo de agua (TRA) (%) em plantas de tomate cultivar Micro-
Tom com diferentes concentragdes de Si e submetidas a tratamentos hidricos

(sem e com défice hidrico e com défice hidrico e reidratada). UNESP/2017.

Concentragdes de silicio (g L) TRA (%)
0,0 84,00 a
0,5 83,79 a
1,0 83,54 a
1,5 84,01 a
2,0 84,12 a
2,5 83,98 a
CV (%) 15,08

Médias seguidas de mesma letra na coluna para cada parametro, nao diferem

estatisticamente entre si pelo teste Tukey.

Nao houve interacdo entre concentracéo de Si e regime hidrico das plantas
quando foi avaliado o teor relativo de agua. Também nao foi observada diferenca
de conteudo relativo de agua das plantas cultivadas com diferentes
concentragdes de silicio. Quanto ao regime hidrico, as plantas ndo submetidas
ao défice hidrico, submetidas ao défice e submetidas ao défice e reidratadas
apresentaram TRA, respectivamente, de 83,12%, 67,85% e 82,7% (Figura 2). As
plantas submetidas ao défice hidrico apresentaram taxa de assimilagéo negativa.

Ja as plantas com défice e reidratadas apresentaram recuperacao apds 48
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horas, demonstrado pelo TRA, revelando, no entanto, como consequéncia do
défice queima da borda das folhas.

Segundo Liu et al. (2015), o Si esta envolvido no aumento da expressao de
aquaporinas presentes na membrana plasmatica, que contribuem para o
aumento da absor¢cdo de agua do solo, mesmo em condicbes de baixa
disponibildade de agua.

Em estudosdesenvolvidos por Liu et al. (2014), Liu et al. (2015) e Wang et al.
(2015), demonstraram que o Si aumentou a absor¢cdo de agua devido a
transcricdo de alguns genes de aquaporina (aumentou a express de
aquaporina).

Na presente pesquisa ndo se observou diferenga significativa para o
conteudo relativo de agua na folha em relagcdo as concentragbes de Si. As
diferencas foram observadas apenas em relacdo ao regime hidrico, onde as
plantas com défice apresentaram menores valores, 0 que era de se esperar,

uma vez que, havia baixa disponibilidade de agua no solo (Figura 1).
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Figura 2. Teor relativo de agua (%) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom com
diferentes concentracdes de Si e submetidas a tratamentos hidricos (sem e com
défice hidrico e com défice hidrico e reidratada). UNESP/2017. As letras
comparam tratamentos hidricos pelo teste Tukey.
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6.2 Clorofila a

Tanto nas plantas sem défice hidrico como nas com défice hidrico nao foi
observada diferenca estatistica em relacao a clorofila a. No entanto, observou-se
aumento desse pigmento em plantas com défice e reidratadas nas
concentragdes de 1,00, 1,50 e 2,50 g L' de Si (Figura 3).
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Figura 3. Clorofila a (ug cm?) em fungdo do regime hidrico (sem, com e
reidratacdo) e das concentragdes de silicio (0,0, 0,5, 1,0 1,50, 2,00 2,50) em
plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017. Letras mailsculas
comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de Si e as minusculas
comparam as concentragdes de silicio dentro do regime hidrico.
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A clorofila € o componente essencial para a realizagdo da fotossintese, pois
absorve a energia da luz, principalmente nas regides do vermelho e azul do
espectro luminoso, e a direciona para os fotossistemas (PSI e PSIl) (ADREES et
al., 2015; IMTIAZ et al., 2016). Cao et al., 2015, afirmam ser o silicio fundamental
para a manutengcdo da integridade das membranas, dos cloroplastos e dos
tilacéides, atuando de forma positiva na protecao de pigmentos fotossintéticos
como a clorofila a mesmo em condi¢des de défice como o promovido pelo défice
hidrico. Tal condicdo pode ser confirmada por meio dos resultados observados
para a peroxidagdo lipidica (Figura 19), em que plantas que receberam 1,00 g L™’
de silicio apresentaram menor desestruturacdo da membrana. Além disso, o
silicio atua tanto na expressdo de genes como na ativacdo de enzimas
antioxidantes, que favorecem a reducao das espécies reativas de oxigénio, que
sdo responsaveis pela desestruturagdo das membranas (ETESAMI e JEONG,
2018). Assim, como as membranas de estruturas fotossintéticas como os
cloroplastos e tilacoides se mantém integras, processos importantes como
fotossintese se mantém em niveis que possibilitam a recuperagdo das plantas
submetidas ao défice hidrico e reidratadas. O processo de reidratacdo de uma
planta € estressante, pois coma a entrada da agua nas células ocorre

rapidamente e as membranas celulares encontram-se desestruturadas, ocorre o
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rompimento e o colapso das células e de cloroplastos, por exemplo. Assim, é
natural observar menores teores de clorofila a em plantas com défice e
reidratadas (SITTE, et al., 2018).

6.3 Fluorescéncia da Clorofila a

Para a determinacédo de variaveis de fluorescéncia da clorofila a as plantas
foram avaliadas aos 35 dias apds o transplante das mudas para os vasos onde
foram cultivadas nos diferentes tratamentos. As medidas foram realizadas as
5:00, 12:00 e 17:00 horas. Os resultados foram discutidos nos trés horarios de
avaliagao. A importancia de se realizar as medidas de fluorescéncia nesses trés
horarios é verificar a acao do défice hidrico em diferentes condigcbes ambientais,
ou seja, temperaturas amenas e umidade alta (5:00 h), temperatura elevada e a
umidade baixa (12:00), o que agrava o efeito do défice hidrico e periodo em que
a temperatura € amena e a umidade baixa (17:00), sendo possivel verificar

recuperacao ou nao do aparato fotossintético.

6.3.1 Fluorescéncia da clorofila a as 5:00 horas

Na Figura 4 pode ser observado que plantas sem aplicacdo de Si e sem
défice hidrico apresentaram menor fluorescéncia minima da folha adaptada ao
escuro (Fo), comparadas as com défice e com défice e reidratadas. Quando a
maior concentragdo de Si foi aplicada, a Fo foi maior nas plantas sem défice
hidrico. Plantas com défice e reidratadas apresentaram resultados
intermediarios. Desta forma, observa-se que para plantas sem défice hidrico a
aplicacao de silicio ndo foi benéfica e maiores concentragcbes do elemento
resultaram em aumento de Fo, atuando nessa variavel como fator estressante.
No entanto, deve-se ressaltar que, nesse horario as condi¢cdes climaticas sao
favoraveis as plantas, pois a umidade é alta e a temperatura é baixa. Além disso,
o processo fotossintético ndo esta ocorrendo e assim, ndao ha passagem de
elétrons entre os fotossistemas | e Il, ndo sendo possivel verificar os efeitos do

défice hidrico.
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Figura 4. Fluorescéncia minima da folha sob escuro (Fo) as 5 h em fung¢do do
regime hidrico (sem, com e reidratagédo) e das concentrag¢des de silicio (0,0, 0,5,
1,0 1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017.
Letras maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de
Si e as minusculas comparam as concentragcdes de silicio dentro do regime
hidrico.
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A fluorescéncia minima da folha adaptada ao escuro (Fo) aumenta quando o
aparato fotoquimico esta danificado (PIETRINI et al., 2005). Segundo
Ouzounidou (1993), Zlatev e Yordanov (2004) e Efeoglu et al. (2009), o aumento
desta variavel serve como indicativo de que houve dano ao centro de reacao do
fotossistema Il (PSII), pois o efeito do défice causa inibigdo do ciclo de reparo do
PSIl em especial na proteina D1 (NISHIYAMA et al., 2006). Assim, a Fo indica
que a maior parte da energia que poderia ser usada no transporte de elétrons,
esta sendo perdida como fluorescéncia (SITTE et al.,, 2018). Dessa forma,
quanto maiores forem os valores de Fo, mais estressadas encontram-se as
plantas.

Em plantas sem défice hidrico a maior concentracdo de Si reduziu a
fluorescéncia maxima da folha no escuro (Fm), demonstrando que as maiores
concentragdes de Si podem ser prejudiciais ao transporte de elétrons. As plantas
submetidas ao défice hidrico e as com défice hidrico e reidratadas apresentaram

fluorescéncia maxima da folha no escuro (Fwm) igual aos das plantas sem défice
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hidrico quando 1,00 g L' de silicio foi aplicado (Figura 5), demonstrando a
importancia do Si na manutencdo do aparato fotossintético em condigcbes de
défice hidrico. Ao contrario da Fo, os maiores valores de Fwm, sdo indicativos de
menores danos no aparato fotossintético e dessa forma, menor perda de energia
na forma de fluorescéncia.

Figura 5. Fluorescéncia maxima da folha sob escuro (FM) as 5:00 h em fungao
do regime hidrico (sem, com e reidratacado) e das concentra¢des de silicio (0,0,
0,5, 1,0 1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017.
Letras maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de
Si e as minusculas comparam as concentragdes de silicio dentro do regime
hidrico.
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Mesmo em condi¢gdes de menores temperaturas e maior umidade relativa do
ar, fato esse comum as 5:00 h, foi possivel verificar que as plantas com défice
hidrico se encontravam estressadas, pois apresentaram maior valor de Fo e
menores valores de Fm e Fv/Fm, em especial, na auséncia de Si. As plantas
submetidas ao défice hidrico e as com défice hidrico e reidratadas apresentaram
rendimento quantico maximo (Fv/Fm) igual aos das plantas sem défice hidrico
quando 0,50, 1,00 e 1,50 g L' de silicio foram aplicados (Figura 6). O
rendimento quantico maximo (Fv/Fm) € usado para detectar perturbagdes
induzidas pelo défice no aparato fotossintético (BAKER e ROSENQVIST, 2004).

O declinio nos valores da fluorescéncia maxima da folha adaptada ao escuro
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(Fm) e do Fv/Fwm reflete a menor habilidade do PSIl em oxido-reduzir o aceptor
primario QA (quinona A) (PIETRINI et al., 2005; CAO et al., 2015).

Desta forma, a aplicacdo de silicio possibilitou manutengcdo do aparato
fotossintético em plantas com défice e com défice seguida de reidratagao.Cao et
al. (2015), observaram que plantas de tomate submetidas ao défice hidrico e na
presenca de silicio apresentaram maiores valores de rendimento quantico,
quando comparadas as plantas com défice hidrico e sem Si. Etesami e Jeong
(2018) atribuem ao Si a capacidade de atuar em varios modos de acdo que
reduzem os efeitos danosos causados pelo estresse, inclusive por défice hidrico.
Dessa forma, o Si proporcionaria aumento na biossintese de solidos soluveis
que atuariam como osmorreguladores e osmoprotetores, biossintese de
horménios que promoveriam crescimento do sistema radicular, o que aumenta a
area de exploragao de solo e, consequentemente, a absorgéo de agua, aumento
da atividade de enzimas antioxidantes, o que reduz o estresse oxidativo e
manutencdo do balango de agua nas plantas tanto por expressdo de genes

relacionados com aquaporinas, bem como pela presenga de osmorreguladores.

Figura 6. Rendimento quéntico maximo (Fv/Fm) as 5 h em fungdo do regime
hidrico (sem, com e reidratagdo) e das concentragbes de silicio (0,0, 0,5, 1,0
1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017. Letras
maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das concentra¢des de Si e as
minusculas comparam as concentragdes de silicio dentro do regime hidrico.
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6.3.2 Fluorescéncia da clorofila a as 12:00 horas

A fluorescéncia minima as 12 h, em plantas sem défice hidrico e com défice
hidrico foi menor na auséncia de Si. Nas plantas com défice hidrico e reidratadas

o menor valor de Fo foi observado na maior concentragéo de Si (Figura 7).

Figura 7. Fluorescéncia minima da folha sob escuro (Fo) as 12 h em fungéo do
regime hidrico (sem, com e reidratagdo) e das concentragdes de silicio (0,0, 0,5,
1,0 1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017.
Letras maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das concentragbes de
Si e as minusculas comparam as concentragdes de silicio dentro do regime
hidrico.
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Segundo Zhu e Gong(2014) o Si pode reduzir os danos do aparato
fotossintético por diversos mecanismos, como aumento dos pigmentos
fotossintéticos, manutengcédo de membranas como dos cloroplastos e redugéo de
espécies reativas de oxigénio pelo aumento da atividade das enzimas
antioxidantes promovidas pelo Si. Além disso, o Si é capaz de promover a
redistribuicdo da energia no PSII de modo a reduzir o excesso de energia nesse
fotossistema. Assim, maiores quantidades de energia passam a ser

disponibilizadas para o processo fotossintético e menores quantidades seriam
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perdidas na fluorescéncia e na fotorrespiragao (Cao et al., 2015). Isso é possivel
devido a maior capacidade de fixacdo de carbono, resultando no aumento de
consumo de elétrons (CAO et al., 2015), uma vez que, o silicio atua na
manutencao fotossintética mesmo em condicdes de défice.

A fluorescéncia maxima da folha no escuro (Fm), ndo revelou diferenca
estatistica em relagdo as concentragbes de silicio (Figura 8). Além disso, as
diferengas entre os regimes hidricos, sé foram observadas na maior

concentracao de Si.

Figura 8. Fluorescéncia maxima da folha sob escuro (FM) as 12 h em fungéo do
regime hidrico (sem, com e reidratagdo) e das concentragdes de silicio (0,0, 0,5,
1,0 1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017.
Letras maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de
Si e as minusculas comparam as concentragcées de silicio dentro do regime
hidrico.
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As concentragbes de Si nao revelaram significativas alteragdes nos valores
de Fv/Fmtanto em plantas sem défice hidrico como nas com défice hidrico e com
défice hidrico e reidratadas (Figura 9). As 12:00 h, verificam-se maiores
temperaturas e menores umidades relativas do ar, 0 que agrava o estresse em
plantas submetidas ao défice hidrico. Além disso, € um periodo durante o dia
que as plantas também ficam sujeitas ao estresse pelo excesso de luz. Deve-se

enfatizar que a fluorescéncia da clorofila a, é fortemente influenciado pela
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quantidade de luz (BAKER e ROSENQVIST, 2004; PIETRINI et al., 2005), o que
pode explicar menores influencias tanto das concentragdes de Si como dos

regimes hidricos.

Figura 9. Rendimento quéantico maximo (Fv/Fm) as 12 h em fungédo do regime
hidrico (sem, com e reidratacdo) e das concentragbes de silicio (0,0, 0,5, 1,0
1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017. Letras
maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de Si e as
minusculas comparam as concentrac¢des de silicio dentro do regime hidrico.
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6.3.3 Fluorescéncia da clorofila a as 17:00 horas

Em plantas sem défice hidrico e com défice hidrico verificou-se menores
valores de Fo na auséncia ou nas concentragées de 0,50, 1,00 e 1,50 g L' de Si.
No entanto, em plantas com défice hidrico e reidratadas os menores valores de

Fo foram observados nas concentragées de 1,00 e 1,50 g L' de Si (Figura 10).
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Figura 10. Fluorescéncia minima da folha sob escuro (Fo) as 17 h em fungéo do
regime hidrico (sem, com e reidratagao) e das concentragées de silicio (0,0, 0,5,
1,0 1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017.
Letras maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de
Si e as minusculas comparam as concentragcdes de silicio dentro do regime
hidrico.
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As concentracoes de Si favoreceram as plantas sem défice hidrico. Em
plantas com défice hidrico ndo foi observada diferenca estatistica em relagao as
concentragdes de Si. No entanto, em plantas com défice hidrico e reidratadas foi
observado aumento da Fm nas concentragdes entre 1,50 e 2,00 g L' de Si
(Figura 11).
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Figura 11. Fluorescéncia maxima da folha sob escuro (FM) as 17 h em fung¢ao do
regime hidrico (sem, com e reidratagao) e das concentracgdes de silicio (0,0, 0,5,
1,0 1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017.
Letras maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de
Si e as minusculas comparam as concentragcdes de silicio dentro do regime
hidrico.
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As concentragdes de silicio ndo influenciaram o Fv/Fum de plantas sem défice
hidrico. No entanto, a aplicagédo de silicio favoreceu tanto as plantas com défice
hidrico como as com défice hidrico e reidratadas (Figura 12). Assim, a aplicagao
de Si via foliar contribuiu para a recuperagao do aparato fotossintético ao final do
dia mesmo em condigbes de défice. As 17:00 h ha reducdo da luminosidade e,
dessa forma, foi possivel verificar diferencas estatisticas tanto em relacdo as
concentragdes de Si como em relagdo aos regimes hidricos. Como ja destacado,
o0 estresse proporcionado pelo excesso de luz é€ mais intenso do que o
promovido pelo défice hidrico para os parametros Fo, Fum e Fv/Fwm.

Segundo Etesami e Jeong, 2018, além do silicio atuar na manutencéo da
fotossintese e aumentar os pigmentos fotossintéticos também atua na redugao
do estresse oxidativo em condigdes de défice hidrico. Realmente, na presente
pesquisa verificou-se a manutencdo da fotossintese, reducdo de peroxidacao
lipidica, aumento expressdo e da atividade de enzimas antioxidantes, aumento
de osmolitos e ABA. Assim, o silicio ao promover a maior atuagdo de enzimas
antioxidantes e, consequentemente redugdo das espécies reativas de oxigénio,

tanto pela melhor distribuicdo de energia entre os fotossistemas como pela maior
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acdo de enzimas antioxidantes nas EROs, contribuiu para a redugdo da
degradagédo da membrana externa dos cloroplastos e dos tilacéides, favorecendo
assim, a recuperacgao das plantas submetidas ao défice, atuando como elemento

benéfico em condi¢des de défice.

Figura 12. Rendimento quéntico maximo (Fv/Fm) as 17 h em funcdo do regime
hidrico (sem, com e reidratacdo) e das concentragdes de silicio (0,0, 0,5, 1,0
1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017. Letras
maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de Si e as
minusculas comparam as concentrag¢des de silicio dentro do regime hidrico.
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6.4 Trocas gasosas e eficiéncia do uso da agua

A taxa de transpiracdo das plantas sem défice hidrico foi maior que a das
plantas com défice hidrico e daquelas com défice e reidratadas. Isso ja era de se
esperar, uma vez que, as plantas sem défice apresentam maiores quantidades
de agua no solo que as com défice hidrico (Figura 1). Ja em relagdo as com
défice e reidratadas, embora apresentem quantidades de agua no solo préximas
das sem défice hidrico, ainda nao apresentaram total recuperagdo de seu
metabolismo, o que reflete em todos os pardmetros das trocas gasosas. Plantas

com défice e reidratadas apresentaram taxas intermedidrias entre as demais,
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demonstrando recuperacdo em relagcdo as plantas com défice, mas nao o
suficiente para se igualarem as sem défice. Plantas cultivadas com diferentes
concentragbes de Si e sem défice hidrico e plantas com défice hidrico e
reidratadas, apresentaram maior taxa de transpiracéo na concentracado de 1,00 g
L' de silicio. As plantas com défice hidrico apresentaram aumento de

transpiracado, com o aumento das concentragdes de silicio (Figura 13).

Figura 13. Taxa de transpiragdo (E, mmol vapor d’agua m-s') em fungdo do
regime hidrico (sem, com e reidratagao) e das concentracgdes de silicio (0,0, 0,5,
1,0 1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017.
Letras maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das concentracdes de
Si e as minusculas comparam as concentragcdes de silicio dentro do regime
hidrico.
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A condutancia estomatica das plantas sem défice hidrico foi maior que a das
plantas com défice hidrico e daquelas com défice e reidratadas. Essas ultimas
plantas apresentaram conduténcias intermediarias entre as demais. Plantas
cultivadas com diferentes concentragdes de Si e sem défice hidrico e plantas
com défice hidrico e reidratadas, apresentaram maior condutancia estomatica na
concentracdo de 1,00 g L' de silicio. As plantas com défice hidrico
apresentaram aumento na condutincia estomatica, com o aumento das
concentragoes de silicio (Figura 14). Esses resultados refletem na transpiragao,

tanto maior quanto maior a abertura estomatica. Claro que essa relagdo é
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dependente da quantidade de agua presente no solo e na planta, portanto,
influenciada pelo regime hidrico. A abertura e fechamento estomatico sao
influenciados por varios fatores, entre eles, a presenca de sais (por exemplo,
potassio), acido abscisico e carboidratos (TAIZ et al.,, 2017). Em relagéo as
plantas com défice e reidratadas observaram-se maiores taxas de transpiracao e
de condutancia estomatica na concentragdo de 1,00 g L™, concentragdo e
regime hidrico em que foram observados maiores teores de agucares soluveis e
menor concentragcdo de ABA, explicando-se maior abertura estomatica e,

consequentemente maior transpiragao.

Figura 14. Condutancia estomatica (GS, mol m=s-") em func¢éo do regime hidrico
(sem, com e reidratagao) e das concentragdes de silicio (0,0, 0,5, 1,0 1,50, 2,00
2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017. Letras maiusculas
comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de Si e as minusculas
comparam as concentra¢des de silicio dentro do regime hidrico.
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A taxa de assimilagdo das plantas sem défice hidrico foi maior que a das
plantas com défice e reidratadas. As plantas com défice hidrico apresentaram
taxa de assimilagdo nula. Plantas cultivadas com diferentes concentragbes de Si
e sem défice hidrico apresentaram maiores taxas de assimilacdo a partir da
concentragdo de 1,00 g L' de Si. No entanto, as com défice hidrico e
reidratadas, apresentaram maior taxa de assimilagdo na concentracédo de 1,00 g
L' de silicio (Figura 15). A taxa de assimilagido esta relacionada, entre outros

fatores, com a condutancia estomatica e transpiracao.
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A fotossintese é o principal processo afetado pelo défice hidrico (CHAVES et
al., 2009; HASANUZZAMAN et al., 2013), sendo comum a reducéo na taxa de
assimilagdo de CO2 durante a diminuigéo no potencial hidrico do solo e da folha
(SANTOS et al., 2006).

Além disso, o “status” de agua na folha interage com a condutancia
estomatica e transpiracao, sendo que sob défice hidrico, é observada correlacao
entre o potencial hidrico da folha e a conduténcia estomatica, pois o fechamento
estomatico € a principal resposta contra a perda de agua pela transpiragéo
(GILBERT e MEDINA, 2016).

Fechamento estomatico limita a perda de agua e também restringe a entrada
de CO2, levando a redugdo da assimilagcdo fotossintética de carbono
(DITMAROVA et al., 2010), sendo esta resposta conhecida como limitacdo
estomatica da fotossintese (YIN et al., 2005).

Com aumento da intensidade e duracido do estresse, limitacdo da
assimilacdo de carbono passa a ser influenciada também por fatores nao
estomaticos, como atividade da enzima Rubisco e do processo fotoquimico, que
nessas condi¢des se reduzem (SHIMIZU, 2009). O Si é conhecido na literatura
por favorecer a manutencdo da fotossintese mesmo em condi¢cdes de défice
hidrico.

Etesami e Jeong, 2018, registram que varios fatores contribuem para essa
manutencao, entre eles redugdo da degradacado de pigmentos fotossintéticos,
devido a reducao do estresse oxidativo e maior disponibilidade de energia para
transporte de elétrons.
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Figura 15. Taxa de assimilagdo de CO:2 (A, ymol CO2 m?2s') em fungdo do
regime hidrico (sem, com e reidratagao) e das concentragées de silicio (0,0, 0,5,
1,0 1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017.
Letras maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de
Si e as minusculas comparam as concentragcdes de silicio dentro do regime
hidrico.
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A maior concentragdo interna de COz2 foi observada em plantas com défice
hidrico e que receberam concentragdes de Si superiores a 1,00 g L. Plantas
sem défice hidrico apresentaram menor taxa de carbono interno na auséncia de
Si e as com défice e reidratadas n&o diferiram das sem défice quando se utilizou
Si, independentemente da concentracao do elemento (Figura 16).

Em plantas com défice hidrico € de se esperar maior concentracao de interna
de COg2. Isso se deve ao fato do estresse limitar a atividade da enzima Rubisco e
o processo fotoquimico (SHIMIZU, 2009). Dessa forma, embora haja CO2
disponivel, ndo ocorre sua utilizagao no processo fotossintético, pela limitagao da

enzima Rubisco.
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Figura 16. Concentragdo interna de CO:2 na folha (Ci, umolCO2 mol'ar)em
funcao do regime hidrico (sem, com e reidratagéo) e das concentragdes de silicio
(0,0, 0,5, 1,0 1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom.
UNESP/2017. Letras maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das
concentracoes de Si e as minusculas comparam as concentragdes de silicio
dentro do regime hidrico.
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A maior eficiéncia do uso da agua foi observada em plantas sem défice e na
auséncia de Si e 0,50 g L' de Si via foliar. Em plantas com défice hidrico e
reidratadas a eficiéncia do uso da agua nao foi influenciada em relacéo as
concentragdes de Si. Nos tratamentos com défice hidrico, a eficiéncia do uso da
agua foi nula, independentemente das concentragdes de Si (Figura 17).A
eficiéncia do uso da agua € obtida pela relagcdo entre a taxa de assimilagéo e
taxa de transpiragdo. Dessa forma, quanto maior for a taxa de assimilagdo e
menor for a taxa de transpiracdo, maior sera a eficiéncia do uso da agua. No
entanto, nesse experimento observou-se que a taxa de assimilacdo e de
transpiracdo apresentaram mesmas tendéncias, ou seja, quando a transpiragcéo
aumentou a assimilagdo também aumentou, o que explica a falta de diferenca
estatistica nas plantas com défice e reidratadas com diferentes concentragdes
de Si.
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Figura 17. Eficiéncia do uso da agua (EUA, ymol CO2 (mmolH20)") em fungéo
do regime hidrico (sem, com e reidratagcao) e das concentrag¢des de silicio (0,0,
0,5, 1,0 1,50, 2,00 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017.
Letras maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de
Si e as minusculas comparam as concentragcdes de silicio dentro do regime
hidrico.

aA
abA

A
a aA bcA

aB A 9A cA cA aA
aA

Eficiéncia do uso da agua

S = N W A U N I 0 O

0 0.5 1 1.5 2 2.5
Concentracdes de silicio (g L)

HSem uCom HReidrataciao

Em plantas com défice hidrico ndo houve eficiéncia de carboxilagdo,
independentemente, da concentragdo de Si. Na presenca de Si a atividade da
enzima Rubisco foi menor em plantas sem défice hidrico, quando comparadas
as plantas que nao receberam Si. No entanto, em plantas com défice hidrico e
reidratadas, concentragdes de 1,00g L' de Si, favoreceu a eficiéncia de

carboxilagado (Figura 18).
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Figura 18. Eficiéncia de carboxilagao (A/Ci) em fung¢do do regime hidrico (sem,
com e reidratacao) e das concentragdes de silicio (0,0, 0,5, 1,0 1,50, 2,00 2,50)
em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017. Letras mailsculas
comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de Si e as minusculas
comparam as concentragdes de silicio dentro do regime hidrico.
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Assim, as taxas mais elevadas de transpiracido em plantas sem défice hidrico
e em condicoes de capacidade de campo estdo relacionadas com a maior
condutancia estomatica, dada a elevada disponibilidade de agua no substrato.
Nessas condigdes, os estdbmatos abertos recebem a molécula de COz2 utilizada
na fotossintese. A taxa de assimilagdo também se revelou maior nas plantas
sem défice hidrico, menor nas com défice e intermediaria nas com défice e
reidratadas.

As plantas sem défice hidrico demonstraram maior eficiéncia de uso da
agua. Essas plantas, embora tenham apresentado elevada taxa de transpiragao,
também apresentaram elevada taxa de assimilacido, o que resultou na eficiéncia
de uso da agua, relagado entre taxa de assimilacédo e de transpiragéo, maior que
as das plantas submetidas aos demais regimes hidricos. Ja as plantas cultivadas
na presenca de défice hidrico, a falta de agua leva a menor condutancia, menor
transpiracao, menor taxa de assimilagao e, como consequéncia baixa eficiéncia
de uso da agua. Assim, a deficiéncia hidrica influenciou as trocas gasosas, em
suas variaveis, assimilacdo, condutancia estomatica, eficiéncia de carboxilacao,

transpiracao e eficiéncia do uso da agua.
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Concentragdes de 1,00 g L' de Si favoreceram as plantas com défice e
reidratadas, pois, possibilitou maior taxa de assimilagdo, condutancia estomatica
e maior atividade da Rubisco. Dessa forma, mesmo sendo submetidas as
condicbes estressantes causadas pelo défice hidrico, plantas que receberam Si
via foliar nessa concentragdo, apresentaram melhor recuperacdo das trocas
gasosas.

Entre os efeitos positivos promovidos pelo silicio em plantas submetidas ao
défice hidrico, encontram-se a manutencgao da fotossintese, devido ao aumento
de pigmentos fotossintéticos, conservagdo de membranas dos cloroplastos e
manutencado de parametros como taxa de assimilagdo e condutancia (FAROOQ
et al.,, 2013; CAO et al., 2015; HUSSAIN et al., 2015; TRIPATHI et al., 2015;
TRIPATHI et al., 2017).

6.5 Peroxidacao lipidica e enzimas antioxidantes
6.5.1 Folhas

A concentracao de malondialdeido foi maior em plantas com défice hidrico
até as concentragbes de 2,00 e 2,50 g L' de Si. Para as plantas sem défice
hidrico a menor concentragcdo de malondialdeido ocorreu com a aplicacdo de
1,00 g L' de Si. Em plantas submetidas ao défice hidrico e seguidas de
reidratacdo foram observadas menores concentragdes de malondialdeido nas
maiores concentracoes de Si. Independentemente do estado hidrico, a aplicacao
de silicio reduziu a peroxidacao lipidica. No entanto, com a presenca do défice
houve necessidade de maiores concentracées de Si. Observa-se a atuacao do
Si na ativagao das enzimas antioxidantes, que € comprovada com os resultados
de expressdo génica, nas quais a aplicacdo de silicio também propiciou
alteragbes. Em plantas, os lipidios presentes nos tilacdides, contém elevada
porcentagem de acidos graxos poli-insaturados e sdo suscetiveis a acdo das
EROs (MOLLER et al., 2007). O défice por seca, como outros estresses
abidticos, leva ao estresse oxidativo por meio do aumento das EROs. As
espécies reativas de oxigénio podem alterar o metabolismo da célula por meio
de danos oxidativos aos lipidios, proteinas e acidos nucléicos. As EROs podem
também danificar diretamente alguns componentes celulares como o

fotossistema Il e as membranas lipidicas (KIM et al., 2017).
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Figura 19. Concentracdo de malondialdeido (MDA) (nmol/g) em funcao do
regime hidrico (sem, com e reidratagao) e das concentracgdes de silicio (0,0, 0,5,
1,0 1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017.
Letras maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de
Si e as minusculas comparam as concentragcdes de silicio dentro do regime
hidrico.
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A maior atividade da SOD foi observada em plantas com défice hidrico e
reidratadas na concentragdo de 2,50 g L-' de Si. Em plantas sem défice hidrico
nao foi observada diferenca estatistica em relagdo as concentragdes de Si. No
entanto, nas plantas com défice foi observada maior atividade na concentragao
de 2,50 g L' de Si (Figura 20).

A SOD atua sobre os radicais superoxido (Oz’), transformando-os em H202,
que por sua vez, serao convertidos em O2 e H202. A maior atividade da SOD em
plantas submetidas ao défice hidrico e reidratadas foi observada na
concentragdo de 2,50 g L' de Si. Nessa mesma concentragdo foi observada
menor degradacdo de membrana, representada pela concentracdo de
malondialdeido (Figura 19).

As EROs sdo uma inevitavel consequéncia do processo aerobico, sendo
subprodutos de processos metabdlicos normais dos peroxissomos, cloroplastos
e mitocdndrias (APEL e HIRT, 2004). Embora as EROs sejam prejudiciais para

as funcgdes celulares causando danos as membranas, proteinas e DNA, podem
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atuar na sinalizagdo. As principais EROs s&o conhecidas como radicais
superoxido (O2), peroxido de hidrogénio (H202) e oxigénio singleto 'Oz
(GRENNAN, 2008).

Em plantas submetidas ao défice hidrico, a fotorrespiracao é o processo que
gera grande quantidade de H202 nos peroxissomos (CENTRITTO et al., 2005;
LUNA et al., 2005).

Além disso, os elétrons que fluem pela cadeia de transporte de elétrons do
cloroplasto podem ser transferidos para o O2 em condigbes de défice hidrico,
produzindo Oz em uma reag¢ao conhecida como reagao de Mehler ou ciclo agua-
agua (CHEN et al., 2004).

A capacidade da planta para ativar o sistema de defesa antioxidativo é o
principal mecanismo para a resisténcia contra danos oxidativos causados pelas
ERO. Esta resisténcia é, principalmente, conectada com mudancgas nos niveis de
atividade de uma ou mais enzimas antioxidantes (DUBEY e CHANDRA, 2003).

Estes mecanismos incluem enzimas antioxidantes, tais como, superéxido
dismutase, peroxidases e catalase (WANG e LUTTGE; RATAJCZAK, 2004).

Figura 20. Atividade especifica da superoxido dismutase (SOD) (U/mg prot.) em
funcao do regime hidrico (sem, com e reidratagéo) e das concentragdes de silicio
(0,0, 0,5, 1,0 1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom.
UNESP/2017. Letras maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das
concentracoes de Si e as minusculas comparam as concentragdes de silicio
dentro do regime hidrico.
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Em relacao a atividade da CAT verificou-se maior atividade em plantas com
défice e reidratadas sem a aplicacdo de Si. No entanto, a menor atividade foi
verificada em plantas sem défice hidrico nas concentragdes de 0,5a 2,0 g L' de
Si. As plantas com défice hidrico somente apresentaram redugao na atividade da
CAT na concentragdo de 2,50 g L' de Si. Nas plantas com défice hidrico e
reidratadas a menor atividade da CAT foi observada na concentragdo de 0,50 g
L' de Si (Figura 21).

As CAT juntamente com a SOD sao consideradas as mais eficientes entre as
enzimas antioxidantes. Ambas apresentam funcdo combinada, de modo que a
CAT atua no H202, originado em fung¢ao da atividade da SOD, transformando em
H20 e O2 (SCANDALIOS, 1993). Dessa forma, observa-se maior atividade da
CAT em plantas com défice e reidratadas, na auséncia de Si, onde a SOD
apresentou menor atividade (Figura 20). Maior atividade da POD foi observada
em plantas com défice e reidratadas, com concentragdo de 2,50 g L' de Si
(Figura 22).

Figura 21. Atividade especifica catalase (CAT) (mKatug prot.) em fungédo do
regime hidrico (sem, com e reidratagéo) e das concentragdes de silicio (0,0, 0,5,
1,0 1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017.
Letras maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de
Si e as minusculas comparam as concentragdes de silicio dentro do regime
hidrico.
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As plantas sem défice hidrico apresentaram reducdo da atividade da POD
com o aumento das concentragdes de silicio. Em plantas com défice hidrico nao
se verificou variagdo na atividade enzimatica em relagdo as concentragbes de
silicio. As plantas com défice e reidratadas apresentaram aumento da atividade
enzimatica da POD na maior concentracdo de Si (Figura 22). As peroxidases
encontram-se amplamente distribuidas nos vegetais apresentando diversas
isoformas que usam diferentes redutores e estdo localizadas em diversos
compartimentos celulares. De acordo com Inzé e Van Montagu (1995), as
peroxidases sdo consideradas as mais importantes enzimas atuantes na
eliminacdo de H202 no citosol e nos cloroplastos. Sua atividade ¢é
frequentemente aumentada em resposta ao défice, pois a protecao celular contra
as reagdes oxidativas € uma das principais funcbes dessa enzima (SIEGEL,
1993), pelo fato das peroxidases decomporem o H202 produzido nas reagdes
catalisadas pela SOD (BOR et al., 2003).

Figura 22. Atividade especifica da peroxidase (POD) (umol/min/mg prot.) em
funcao do regime hidrico (sem, com e reidratagéo) e das concentragdes de silicio
(0,0, 0,5, 1,0 1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom.
UNESP/2017. Letras maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das
concentracoes de Si e as minusculas comparam as concentragdes de silicio
dentro do regime hidrico.
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Mudancas no transporte de elétrons fotossintéticos sob seca inevitavelmente
levam a formacao de radicais superoxido, uma vez que o oxigénio molecular
compete com o NADP* pela reducao no lado aceptor do fotossistema | (PSI)
(CAO et al., 2015), sendo que a limitagao da assimilagdo de CO2 em plantas sob
défice hidrico causa reducdo da cadeia de transporte fotossintética. Esse
excesso de for¢a redutora determina redirecionamento de energia dos fétons em
processos que levam a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
principalmente na cadeia de transporte de elétrons fotossintética e mitocondrial
(MOLLER, 2001). Além disso, em condigdes de défice hidrico, a assimilagéo de
carbono declina a favor da fotorrespiragao, processo que também gera EROs em
grandes quantidades (KIM et al., 2017). Sendo toxico para as células, as EROs
sao eficientemente eliminadas pelo sistema antioxidante enzimatico que inclui a
superoxido dismutase que catalisa a reacao do radical superoxido em peroxido
de hidrogénio (ZHU e GONG, 2014). Segundo Etesami e Jeong, 2018 o Si é
fundamental para a redugcado de danos de membranas, justamente por propiciar
maior atividade das enzimas antioxidantes. Isso foi observado na presente
pesquisa em que concentragbes de 2,50 g L' de Si aumentaram as atividades
das enzimas SOD e POD em plantas com défice e reidratadas, sendo que nessa

mesma concentracgao, verificou-se menor peroxidagao lipidica.

6.5.2 Raizes

As concentragcdes de malondialdeido apresentaram valores elevados, tanto
na auséncia de silicio como em concentracdes elevadas desse elemento. As
plantas sem défice hidrico apresentaram decréscimo da peroxidacao lipidica até
a concentragdo de 1,50 g L' de silicio. Em plantas com défice hidrico observou-
se redugdo até a concentragdo de 1,50 g L' de silicio. Para as plantas com
défice e reidratadas também se observou redugcdo, com menores valores na
concentragdo de 0,50 g L' (Figura 23). Diante esses resultados, pode-se afirmar
que o silicio atuou na manutencdo da integridade da membrana, desde que

utilizado em baixas concentragdes.
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Figura 23. Concentracdo de malondialdeido (MDA) (nmol/g) em funcdo do
regime hidrico (sem, com e reidratagédo) e das concentrag¢des de silicio (0,0, 0,5,
1,0 1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017.
Letras maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de
Si e as minusculas comparam as concentragcdes de silicio dentro do regime
hidrico.
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As plantas sem défice hidrico apresentaram aumento da atividade enzimatica
da SOD na auséncia de Si e na concentragéo de 2,5 g L' de silicio (Figura 24).
Em plantas com défice hidrico a maior atividade foi observada na auséncia de
silicio e na concentragdo de 0,5 g L' de Si. Para as plantas com défice e
reidratadas observou-se queda na atividade da SOD com as maiores

concentracgoes de silicio.
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Figura 24. Atividade especifica da superoxido dismutase (SOD) (U/mg prot.) em
fungéo do regime hidrico (sem, com e reidratacdo) e das concentrag¢des de silicio
(0,0, 0,5, 1,0 1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom.
UNESP/2017. Letras maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das
concentragdes de Si e as minusculas comparam as concentragdes de silicio
dentro do regime hidrico.
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As plantas sem défice hidrico apresentaram queda, seguida de aumento da
atividade enzimatica da CAT com o aumento das concentragbes de silicio
(Figura 25). Em plantas com défice hidrico observou-se reducao da atividade da
CAT até a concentragdo de 2,00 g L' de silicio, seguido de aumento da
atividade enzimatica. Para as plantas com défice e reidratadas observou-se
queda na atividade da CAT na concentragéo de 2,50 g L' Si.
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Figura 25. Atividade especifica catalase (CAT) (mKatug prot.) em fungédo do
regime hidrico (sem, com e reidratagdo) e das concentragées de silicio (0,0, 0,5,
1,0 1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017.
Letras maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de
Si e as minusculas comparam as concentragées de silicio dentro do regime
hidrico.
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As plantas sem défice hidrico apresentaram queda, seguida de aumento da
atividade enzimatica da POD com a elevacdo das concentracdes de silicio
(Figura 26).

Em plantas com défice hidrico observou-se redugédo da atividade da POD
com aumento de silicio. Para as plantas com défice e reidratadas observou-se
queda na  atividade da POD na concentragdo de 2,5g L.

Dessa forma, maiores atividades das enzimas SOD, CAT e POD foram
observadas nas concentragdes de 0,50 e 1,00 g L' de Si. Nessas mesmas
concentragbes foram menores as concentracdes de malondialdeido,
demonstrando-se a atuacdo dessas enzimas sobre as espécies reativas de
oxigénio.

Etesami e Jeong (2018) atribuem ao Si a capacidade de atuar de diferentes
formas, auxiliando a reducdo de efeitos danosos causados pelo estresse,
inclusive por défice hidrico. Dessa forma, o Si poderia proporcionar aumento na
biossintese de sodlidos soluveis que atuariam como osmorreguladores e

osmoprotetores, na biossintese de hormdnios que promoveriam crescimento do
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sistema radicular, o que podera aumentar a area de exploracao de solo e,
consequentemente, na absor¢cdo de agua, aumento da atividade de enzimas
antioxidantes, o que reduz o estresse oxidativo e manutencdo do balanco de
agua nas plantas, tanto por expressédo de genes relacionados com aquaporinas,
como pela presenca de osmorreguladores.

Dessa forma, tanto nas folhas como nas raizes o silicio contribuiu para a
reducdo da peroxidagao lipidica em plantas com défice e reidratadas, ou seja,
propiciou condi¢des favoraveis para a recuperacao dessas plantas.

Outro ponto interessante é o fato de terem sido necessarias concentragdes
maiores de Si nas folhas do que nas raizes para reduzir a peroxidagao lipidica.

Possivel explicacdo pode ser encontrada na agado sinérgica entre elevado
nivel de irradiagdo e défice hidrico reduzindo a capacidade do sistema
fotossintético para utilizar a radiagao incidente.

Tal condigdo leva a aumento no grau de dano ao aparato fotossintético
devido ao acumulo das espécies reativas de oxigénio (EROs), produzidas na
etapa fotoquimica como consequéncia do estresse (FOYER et al.,, 1994;
WINGLER et al., 2000; ZHOU et al., 2007).

Dessa forma, ha formagao de maior quantidade de EROs nas folhas, o que

explicaria a maior peroxidagao e necessidade de maiores concentragdes de Si.
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Figura 26. Atividade especifica da peroxidase (POD) (umol/min/mg prot.) em
funcao do regime hidrico (sem, com e reidratagéo) e das concentragdes de silicio
(0,0, 0,5, 1,0 1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom.
UNESP/2017. Letras maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das
concentragdes de Si e as minusculas comparam as concentragdes de silicio
dentro do regime hidrico.
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6.6.1 Agucares soluveis totais, sacarose e amido nas folhas

As concentracdes de agucares soluveis totais, sacarose e amido nas folhas
de plantas de tomate cultivar Micro-Tom cultivadas com diferentes
concentragdes de Si e variagdo do regime hidrico, apresentaram interagéo
significativa, observadas nas Figuras 27, 28 e 29 que comparam as
concentragdes de Si dentro dos regimes hidricos.

As concentragdes de agucares soluveis totais das plantas sem défice hidrico
foram maiores na auséncia de silicio, diminuindo com o aumento da
concentragdo desse elemento. Em geral, as plantas com défice hidrico e
cultivadas com as concentragdes de silicio apresentaram aumento de agucares

soluveis totais. As plantas com défice hidrico e reidratadas apresentaram a maior
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concentragao de agucares soluveis totais quando a concentragédo de silicio igual
a 1,00 g L' foi aplicada (Figura 27).

Figura 27. Agucares soluveis totais em fungdo do regime hidrico (sem, com e
reidratagcdo) e das concentragdes de silicio (0,0, 0,5, 1,0 1,50, 2,00, 2,50) em
plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017. Letras mailsculas
comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de Si e as minusculas
comparam as concentracdes de silicio dentro do regime hidrico.
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Maiores quantidades de sacarose foram reveladas em plantas com défice e
reidratadas e que receberam a concentragdo de 1,00 g L' de silicio via foliar
(Figura 28). Os resultados de acgucares soluveis totais e sacarose corroboram
com o0s observados na taxa de assimilacdo para plantas com défice e
reidratadas (Figura 15), onde as maiores taxas de assimilacado foram observadas
na concentragdo de 1 g L' de Si, ou seja, quanto maior a taxa de assimilagao,
maior sera a produgao de carboidratos (Taiz et al., 2017).

Dessa forma, observa-se a participagdo do Si na sintese de carboidratos,
pela manutencdo da fotossintese, mesmo em condi¢cdes de défice hidrico e
reidratagcdo. Segundo Etesami e Jeong o Si atua na manutencao da fotossintese

em condigdes de défice hidrico, pelo fato de reduzir a degradagao de clorofilas
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pelas espécies reativas de oxigénio e por diminuir a energia perdida por
fluorescéncia e fotorrespiracdo, devido a passagem de elétrons entre os
fotossitemas, fato esse evidenciado na presente pesquisa pela avaliacdo da

fluorescéncia da clorofila a.

Figura 28. Sacarose em fungéo do regime hidrico (sem, com e reidratacao) e das
concentragdes de silicio (0,0, 0,5, 1,0 1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate
cultivar Micro-Tom. UNESP/2017. Letras mailusculas comparam os regimes
hidricos dentro das concentracbes de Si e as minusculas comparam as
concentragdes de silicio dentro do regime hidrico.
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O amido apresentou resultado contrario aos dos agucares sollveis totais e
sacarose. Assim, foram observadas maiores concentragdes em plantas com
défice hidrico e que receberam silicio. Menores concentracdes foram observadas
nas plantas com défice e reidratadas quando aplicado 0,5 e 1,0 g L' de Si,
sugerindo quebra desse carboidrato insoluvel em carboidratos soluveis
(agucares soluveis e sacarose) que atuam como osmorreguladores e
osmoprotetores em condicbes de défice hidrico (Figura 29). Em plantas

submetidas ao défice hidrico € comum observar a quebra de amido em acgucares
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soluveis com o objetivo de aumentar o potencial osmaético. A utilizagao de silicio
em plantas em condigbes de défice hidrico regula a biossintese de solutos que
atuam no ajustamento osmoético, aumentando dessa forma, a tolerédncia da
planta ao défice hidrico (SONOBE et al., 2010; MING et al., 2012; HAJIBOLAND
et al., 2016). No entanto, novamente ha necessidade de pesquisas que
esclarecam a atuacao do silicio no metabolismo de carboidratos, inclusive em
nivel molecular (ZHU e GONG, 2014; ETESAMI e JEONG, 2018).

Dessa forma, sugere-se a atuacdo do Si também junto as enzimas
relacionadas com a quebra de amido, uma vez que, na presenga de 0,5e 1,0 g
L' de Si, houve redugdo dos teores de amido e aumento dos teores de aglcares

soluveis totais e sacarose.

Figura 29. Amido em fung¢ao do regime hidrico (sem, com e reidratagcdo) e das
concentragdes de silicio (0,0, 0,5, 1,0 1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate
cultivar Micro-Tom. UNESP/2017. Letras maiusculas comparam os regimes
hidricos dentro das concentracbes de Si e as minusculas comparam as
concentragdes de silicio dentro do regime hidrico.
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6.6.2 Agucares soluveis totais, sacarose e amido em raizes

As concentracdes de acucares sollveis totais, sacarose e amido nas raizes
de plantas de tomate cultivar Micro-Tom cultivadas com diferentes
concentragdes de Si e variagdo do regime hidrico, apresentaram interagdes
significativas, como destacadas nas Figuras 30, 31 e 32 que comparam as
concentragdes de Si dentro dos regimes hidricos.

As concentragdes de agucares soluveis totais nas raizes das plantas sem
défice hidrico foram maiores na auséncia de silicio, reduzindo-se com a
aplicagao desse elemento, apresentando comportamento semelhante as folhas.

As concentragdes de agucares soluveis totais foram maiores em plantas com
défice hidrico e com défice e reidratadas na concentragido igual a 1,00 g L' de
silicio (Figura 30).

Figura 30. Agucares soluveis totais em fun¢do do regime hidrico (sem, com e
reidratacdo) e das concentragbes de silicio (0,0, 0,5, 1,0 1,50, 2,00, 2,50) em
plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017. Letras mailsculas
comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de Si e as minusculas
comparam as concentragdes de silicio dentro do regime hidrico.
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Os teores de sacarose nas raizes das plantas sem défice hidrico foram
maiores na presenca de silicio independente das concentragcées. Os maximos
teores de sacarose em plantas com défice e reidratadas foram verificadas na
concentragdo de 0,50 g L' de silicio.

Em plantas com défice hidrico os maiores teores foram obtidos na
concentragdo 1,00 g L' do elemento (Figura 31). Observou-se aumento de
sacarose com a utilizagdo de Si independente do regime hidrico.

Novamente observa-se que o Si proporcionou variagdes nos teores de
acglcares soluveis totais e sacarose. No entanto verifica-se que em relagdo ao
regime hidrico as plantas com défice apresentaram maiores teores desses
carboidratos, diferindo das folhas, onde as plantas com défice e reidratadas
apresentaram os maiores teores.

Deve-se ressaltar que em condi¢cdes de défice hidrico os agucares soluveis
s&do fundamentais para manter o potencial osmaético da célula (Taiz et al., 2018).

Assim, é de se esperar que plantas com défice apresentem maiores teores,
uma vez que, as células das raizes precisam absorver a agua existente no solo e
para isso é fundamental a diferenca de potencial osmético.

Outro aspecto importante, € que em condigbes de défice o crescimento do
sistema radicular é intensificado. Dessa forma, a presenca desses carboidratos é

de extrema importancia para esse crescimento.
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Figura 31. Sacarose em fung¢ao do regime hidrico (sem, com e reidratagéo) e das
concentragdes de silicio (0,0, 0,5, 1,0 1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate
cultivar Micro-Tom. UNESP/2017. Letras maiusculas comparam os regimes
hidricos dentro das concentragcbes de Si e as minusculas comparam as
concentracdes de silicio dentro do regime hidrico.
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Maiores concentragbes de amido foram observadas em plantas sem défice e
na auséncia de silicio. Raizes de plantas com défice hidrico e com défice e
reidratadas revelaram maiores concentra¢cdes de amido quando pulverizadas
com 0,50 g L' de Si (Figura 32).
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Figura 32. Amido em funcéo do regime hidrico (sem, com e reidratacdo) e das
concentragdes de silicio (0,0, 0,5, 1,0 1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate
cultivar Micro-Tom. UNESP/2017. Letras maiusculas comparam os regimes
hidricos dentro das concentracbes de Si e as minldsculas comparam as
concentracdes de silicio dentro do regime hidrico.

90
aA
80

70
60
aA
50 1

40 bB aB

Amido
(ug g massa fresca!)

30 bA
20 bC pC bB — bA bA
10 -

0 0.5 1 1.5 2 2.5
Concentracdes de silicio (g L)

HSem M Com HReidratacao

Segundo Ming et al. (2012), o silicio aumenta a tolerancia das plantas ao
défice hidrico pelo fato de aumentar os niveis de agucares que minimizam o
desequilibrio osmodtico. Um dos possiveis mecanismos de aumento de
osmorreguladores nos vegetais € a continuidade da atividade fotossintética na
planta mesmo em condigdes de défice hidrico (CAO et al., 2015), o que foi
confirmado na presente pesquisa em plantas com défice hidrico e reidratadas

que apresentaram maior assimilagdo de CO2 na presencga de 1,00 g L-" de silicio.

6.7.1 Teores de prolina nas folhas

Os teores de prolina nas folhas de plantas de tomate Micro-Tom cultivadas
com diferentes concentracdes de Si e variagdo do regime hidrico, apresentaram
interacdo significativa, observada na Figura 33 que compara as concentragdes
de Si dentro dos regimes hidricos. O teor de prolina em plantas sem défice
hidrico foi maior na concentragdo de 2,5 g L' de Si. De maneira geral, as

concentragbes de silicio aumentaram os teores de prolina nas plantas com
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défice hidrico nas concentragdes entre 0,5 e 1,5 g L' de Si. Nas plantas com
défice e reidratadas os maiores teores de prolina foram verificados nas

concentracgdes de silicio entre 1,00 e 1,50 g L' (Figura 33).

Figura 33. Teores de prolina em fungdo do regime hidrico (sem, com e
reidratacdo) e das concentragdes de silicio (0,0, 0,5, 1,0 1,50, 2,00, 2,50) em
plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017. Letras maiusculas
comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de Si e as minusculas
comparam as concentrac¢des de silicio dentro do regime hidrico.
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A prolina € um aminoacido que atua na osmorregulacdo e osmoprote¢ao de
membranas e organelas, em condigbes de défice, principalmente défice hidrico e
salino. Além disso, atua reduzindo o potencial osmético, facilitando o ajuste
osmotico em condigdes de défice (SHRI et al.,2009). Outra fungdo importante
atribuida a prolina € o fato deser reserva de carbono e nitrogénio, essenciais
para a sobrevivéncia e desenvolvimento da planta. Dessa forma, quanto maior
for o teor de prolina encontrado em uma planta submetida ao défice hidrico,
maior sera a resisténcia da mesma a falta de agua. Praveen et al. (2017),
relataram aumento de 9% dos teores de prolina em plantas estressadas com
arsénio e que receberam silicio, quando comparadas as plantas controle.
Segundo Ashfaque et al. (2017) o Si aumenta o conteudo de nitrogénio e de
proteinas nas plantas em condi¢cdes de estresse por propiciar aumento da

atividade da enzima nitrato redutase.
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6.6.2 Teores de prolina nas raizes

Os teores de prolina nas raizes de plantas de tomate Micro-Tom cultivadas
com diferentes concentragdes de Si e variagcdo do regime hidrico, também
apresentaram interacao significativa, observada na Figura 34 que compara as
concentragoes de Si dentro dos regimes hidricos.

Os teores de prolina em plantas sem défice hidrico foi maior na concentragao
de 1,5 g L' de Si. As concentragbes de silicio proporcionaram aumento nos
teores de prolina nas plantas com défice hidrico na concentragéo de 2,0 g L' de
Si. As plantas com défice e reidratadas apresentaram os maiores teores de

prolina na concentragao de silicio de 2,50 g L' (Figura 34).

Figura 34. Teores de prolina em fungdo do regime hidrico (sem, com e
reidratagcdo) e das concentragdes de silicio (0,0, 0,5, 1,0 1,50, 2,00, 2,50) em
plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017. Letras mailsculas
comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de Si e as minusculas
comparam as concentragdes de silicio dentro do regime hidrico.
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Assim, verifica-se que o silicio, embora tenha sido aplicado via foliar, foi
capaz de promover alteragcdes também no sistema radicular. O aumento dos
teores de prolina nas raizes em condicbes de défice possibilita melhor
ajustamento osmotico (AHMAD et al.,2012; PANDEY e GUPTA,2015), o que
permite a manutencdo da sobrevivéncia do vegetal mesmo em condigbes de
deficiéncia hidrica. Praveen et al., 2017 observaram aumento dos teores de
prolina em Brassica junceae em condi¢cdes de estresse por metais pesados e
relatam que a prolina além de atuar no ajuste osmético, também contribui para a
reducdo do estresse oxidativo, o que diminuiria os danos promovidos pelo défice

hidrico.

6.8.1 Concentragao de acido abscisico (ABA) em folhas

As concentracdes de ABA em folhas de plantas de tomate Micro-Tom
cultivadas com diferentes concentragbes de Si e variacdo do regime hidrico,
apresentaram interagao significativa, como observada na Figura 35 que compara
as concentracdes de Si dentro dos regimes hidricos.

Plantas com défice hidrico apresentaram as maiores concentra¢des de ABA,
que revelou redugao com o aumento das doses de silicio. Em plantas com défice
e reidratadas verificou-se redugdo da concentragdao do ABA nas maiores doses

de silicio a partir de 1,00 g L.
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Figura 35. Concentracdes de acido abscisico (ABA) em fung¢ao do regime hidrico
(sem, com e reidratacéo) e das concentragdes de silicio (0,0, 0,5, 1,0 1,50, 2,00,
2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017. Letras maiusculas
comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de Si e as minusculas
comparam as concentragdes de silicio dentro do regime hidrico.
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Estudos de hormdnios vegetais em condigbes de défice sdo de extrema
importancia, uma vez que, demonstram a habilidade da planta em se adaptar as
alteragdes do ambiente (FAHAD et al., 2015). Além disso, estudos registram que
o silicio pode elevar a resisténcia das plantas ao défice hidrico pela possibilidade
de promover o ajuste das concentragdes de horménios vegetais (KIM et al.,
2014; YIN et al.,2016).

Pei et al, 2010 relataram que a aplicagdo de silicio aumentou a
concentragcao de ABA em trigo submetido ao défice hidrico, embora ndao tenham

esclarecido o mecanismo de agéao.

6.8.2 Concentragao de acido abscisico (ABA) em raizes

As concentracbes de ABA em raizes de plantas de tomate Micro-Tom
apresentaram interagao significativa, como observada na Figura 36 que compara

as concentragdes de Si dentro dos regimes hidricos. Plantas com défice hidrico
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apresentaram as maiores concentragbes de ABA, com aumento desse regulador
quando Si foi utilizado na concentracgéo igual a 1,00 g L.

Em plantas sem défice hidrico e com défice e reidratadas verificou-se
reducdo da concentragdo do ABA a partir da concentragédo de 1,00 g L' de Si.
Novamente verifica-se a influéncia do silicio na concentragdo do ABA, uma vez
que, esse hormdnio é sintetizado nas raizes e transportado via xilema até as
folhas, onde atua na abertura e fechamento estomatico. Mesmo aplicando o
silicio via foliar, observa-se sua influéncia no sistema radicular, havendo,

portanto, atuagao desse elemento em todo o vegetal.

Figura 36. Concentragdes de acido abscisico (ABA) em fung¢ao do regime hidrico
(sem, com e reidratagéo) e das concentragdes de silicio (0,0, 0,5, 1,0 1,50, 2,00,
2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017. Letras maiusculas
comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de Si e as minusculas
comparam as concentragdes de silicio dentro do regime hidrico.
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Fauteux et al. (2005), relatam que o silicio além de interagir com diversos
elementos chave na sinalizagcdo de mecanismos de resisténcia ao défice,
também ha a possibilidade de estar envolvido no metabolismo de hormdnios

vegetais, sendo necessarias mais pesquisas com esse foco. Zhu e Gong, 2104,
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relatam a possibilidade de o silicio estar envolvido em processos de sinalizacao

de sintese de hormdnios vegetais.
6.9.1 Expressao génica das enzimas antioxidantes em folhas

As expressdes génicas das enzimas peroxidase (POD), superoxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT) de plantas cultivadas com diferentes
concentragbes de Si e variagdo do regime hidrico revelaram interagdes
significativas, que podem ser observadas nas Figuras 37,38 e 39 que comparam
as concentracdes de Si dentro dos regimes hidricos.

A expresséo génica da POD das plantas com défice e reidratadas foi maior
que das plantas com e sem défice hidrico, quando se utilizou o silicio. A maior
expressao génica tanto em plantas com défice hidrico como nas com défice e

reidratadas foi observada nas concentragdes de 1,5 e 2,0 g L™ de silicio.

Figura 37. Expressao génica relativa da enzima POD em funcdo do regime
hidrico (sem, com e reidratagdo) e das concentragcbes de silicio (0,0, 0,5, 1,0
1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017. Letras
maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de Si e as
minusculas comparam as concentragdes de silicio dentro do regime hidrico.
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A expressao génica relativa da SOD das plantas sem défice hidrico foi maior
na concentragao igual a 0,5 g L' de silicio. As plantas com défice apresentaram
a menor expressdo da SOD na concentragdo igual a 2,5 g L de silicio,
mantendo, de maneira geral, a expressao nas demais concentracoes de Si.

As plantas com défice e reidratadas apresentaram a menor expressao génica
da SOD na auséncia de silicio e nas maiores concentragdes (2,00 e 2,5 g L)
(Figura 38). Em geral, as plantas com défice e reidratadas apresentaram maior
expressao génica da SOD.

Figura 38. Expressdo génica relativa da enzima SOD em funcdo do regime
hidrico (sem, com e reidratagdo) e das concentragbes de silicio (0,0, 0,5, 1,0
1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017. Letras
maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das concentragcbes de Si e as
minusculas comparam as concentragdes de silicio dentro do regime hidrico.
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A expressao relativa da CAT das plantas sem défice hidrico foi maior na
concentragdo de 1,5 g L' de silicio. As plantas com défice e com défice e

reidratadas apresentaram a maior expressdo nas concentragdes de silicio iguais
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a 1,00, 1,50 e 2,5 g L'". Em geral, as plantas com défice e reidratadas
apresentaram maior expressao génica da CAT (Figura 39).

Segundo Ashfaque et al. (2017) o Si propicia aumento da atividade da
enzima nitrato redutase, o que contribui para aumentar o conteudo de nitrogénio
e de proteinas nas plantas em condicdes de estresse. Assim, essa pesquisa
demonstra que o Si também intensifica a atividade de enzimas antioxidantes

POD, SOD e CAT, por aumentar expressao génica.

Figura 39. Expressdo génica relativa da enzima CAT em funcdo do regime
hidrico (sem, com e reidratagdo) e das concentragbes de silicio (0,0, 0,5, 1,0
1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017. Letras
maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de Si e as
minusculas comparam as concentragdes de silicio dentro do regime hidrico.
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Segundo Rahman et al.(2017) o silicio atua ndo apenas em mecanismos
fisiolégicos, mas também em mecanismos moleculares para auxiliar a
recuperacao das plantas em condigdes de défice. Esses mesmos autores
observaram aumento da expressao génica da glutationa (GSH1) na presenca de
silicio em plantas estressadas com cadmio.

Etesami e Jeong (2018) afirmam que o silicio atua nas enzimas antioxidantes

POD, SOD e CAT, embora ainda sejam desconhecidos os mecanismos de
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interacdo entre o silicio e essas enzimas. Assim, esses autores sugerem
inclusive estudos em nivel de transcriptoma, objetivando esclarecer os
mecanismos pelos quais o silicio atuaria na modulacdo enzimatica em condi¢des
de défice, o que foi realizado na presente pesquisa e confirmou a atuagéo do Si
em nivel génico.

Dessa forma, a presente pesquisa evidencia que o silicio aumenta a
atividade das enzimas antioxidantes em plantas estressadas, por meio de sua

expressao génica.

6.9.2 Expressao génica das enzimas antioxidantes em raizes

As expressdes @génicas das enzimas peroxidase (POD), superéxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT) em raizes de plantas cultivadas com
diferentes concentracbes de Si e variagcdo do regime hidrico revelaram
interacdes significativas, observadas nas Figuras 40, 41 e 42 que comparam as
concentragdes de Si dentro dos regimes hidricos.

A expressdo génica da POD das raizes de plantas com défice hidrico e
reidratacdo foi maior que a das plantas com e sem défice hidrico, quando as
concentragdes de silicio iguais a 1,00 e 1,50 g L' foram aplicadas. Na auséncia
e nas demais concentragdes de silicio ndo foram observadas diferencas de

expressao nos diferentes regimes hidricos (Figura 40).
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Figura 40. Expressao génica relativa da enzima POD em funcdo do regime
hidrico (sem, com e reidratagdo) e das concentragbes de silicio (0,0, 0,5, 1,0
1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017. Letras
maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de Si e as
minusculas comparam as concentragdes de silicio dentro do regime hidrico.
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As plantas submetidas ao défice e reidratadas apresentaram a maior
expressao da SOD. Plantas sem défice hidrico e com défice, de maneira geral,
revelaram maior expressao da SOD com aumento da concentragao de silicio. As
plantas submetidas a défice hidrico e reidratacdo apresentaram maior expressao
quando concentragdes iguais a 1,00 e 1,50 g L de silicio foram aplicadas
(Figura 41).
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Figura 41. Expressao génica relativa da enzima SOD em fungdo do regime
hidrico (sem, com e reidratacdo) e das concentragdes de silicio (0,0, 0,5, 1,0
1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017. Letras
maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das concentra¢des de Si e as
minusculas comparam as concentracdes de silicio dentro do regime hidrico.
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A expressao génica da CAT das plantas sem défice hidrico foi maior na
concentragdo igual a 1,5 g L' de silicio. As plantas com défice apresentaram a
maior expressdo nas concentragdes de silicio iguais a 1,00 e 1,50 g L' e
aquelas submetidas a défice e reidratadas revelaram maior expressdo quando
1,50 g L' de Si foram aplicados. Quando houve aplicagdo de Si as plantas com

défice e reidratadas apresentaram maior expressao génica da CAT (Figura 42).
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Figura 42. Expressdo génica relativa da enzima CAT em fungdo do regime
hidrico (sem, com e reidratagdo) e das concentragbes de silicio (0,0, 0,5, 1,0
1,50, 2,00, 2,50) em plantas de tomate cultivar Micro-Tom. UNESP/2017. Letras
maiusculas comparam os regimes hidricos dentro das concentragdes de Si e as
minusculas comparam as concentragdes de silicio dentro do regime hidrico.
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Pesquisa desenvolvida por Praveen et al., 2017, com avaliacao de alteracdes
genéticas em Brassica junceae submetidas ao défice por arsénio, demonstrou
que plantas estressadas apresentavam maiores alteracbes do DNA do que
plantas estressadas que receberam silicio.

Segundo esses pesquisadores na presenca de silicio ocorreu menor
producao de malondialdeido e H202, reducdo das alteracdes do DNA e melhor
atuacdo de enzimas antioxidantes como superéxido dismutase, catalase e
ascorbatoperoxidase, reduzindo dessa forma, os efeitos do estresse. No entanto,
esses autores ndo estudaram a expressao génica, para explicar a relagado do
silicio com a expressdo de genes que influenciem a formagao e atividade de
enzimas antioxidantes como POD, SOD e CAT.

Pelos resultados obtidos na presente pesquisa verifica-se a possibilidade de

participacdo do silicio como sinalizador na expressdo génica de enzimas
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antioxidantes e, dessa forma, atuando na amenizacao dos danos causados nas

plantas em condi¢des estressantes.

7.9 Microscopia eletrénica de transmissao

As fotos obtidas por meio da microscopia eletrbnica de transmissao
demonstram a influéncia dos regimes hidricos e das concentragdes de silicio na
ultraestrutura celular. Pelas imagens € possivel verificar maiores quantidades de
granulos de amido em plantas sem défice hidrico (A, B e C) e em plantas com
défice hidrico (D, E e F).

Em plantas com défice hidrico e reidratadas, verificam-se granulos de amido
menores e em pequenas quantidades (G, H e I). Dessa forma, observa-se
quebra dos granulos de amido em acgucares soluveis, confirmando os resultados
obtidos na quantificagdo de amido e agucares, como observados nas figuras 27,
28 e 29.

Outro aspecto ultraestrutural observado € a manutencdo dos cloroplastos.
Assim, em plantas submetidas ao défice hidrico e reidratadas e que receberam
1,00 g L' de Si apresentam grana mais definidos e organizados do que plantas

que foram submetidas ao défice hidrico e reidratacdo e nao receberam Si.
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Figura 44. Ultraestrutura dos cloroplastos em plantas de tomate cultivar Micro-
Tom. A: plantas sem estresse + 0,00 g L' de Si; B: plantas sem estresse + 0,50
g L' de Si; C: plantas sem estresse + 1,00 g L' de Si; D: plantas com estresse +
0,00 g L' de Si; E: plantas sem estresse + 0,50 g L' de Si; F: plantas sem
estresse + 1,00 g L' de Si; G: plantas reidratadas + 0,00 g L' de Si; H: plantas
reidratadas + 0,50 g L' de Si; I: plantas reidratadas + 1,00 g L' de Si.
Abreviagdes: Ga = grédo de amido; Le = lamela do estroma; Gr = granum; Mt =
mitocdndria; Mp = membrana plasmatica; Pc = parede celular; Pg =
plastoglobulos. Barras: 1 ym.

Dessa forma, o silicio melhora a estruturacdo das organelas em nivel
ultracelular mesmo em condigbes de défice. Assim, estruturas como cloroplastos
se manteriam intactas quando submetidos aos estresses abidticos na presenca
de Si (FENG et al, 2010; SONG et al.,, 2014). Umas das hipoteses da
manutengédo de organelas mesmo em condi¢cdes de défice, seria o fato do Si
atuar na reducdo da peroxidacdo lipidica devido ao aumento da atividade de
enzimas antioxidantes. Pelos resultados obtidos na presente pesquisa, verifica-

se aumento da atividade de enzimas antioxidantes, além da sintese de
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osmoprotetores como a prolina, o que pode intensificar a protegéo de organelas

como os cloroplastos.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

1. O défice hidrico prejudicou as trocas gasosas e a aplicagao de
silicio contribuiu para a manuteng¢ao ou melhora das variaveis que as
compdem tanto em plantas estressadas como em plantas estressadas
e reidratadas, permitindo a melhor recuperagao fotossintética dessas
plantas.

2. Para a fluorescéncia da clorofila a observou-se que a utilizacdo de
silicio em baixas concentragdes (0,50 a 1,50 g L' de silicio) favoreceu
a manutengdo do aparato fotossintético mesmo em condi¢cdes de
défice hidrico.

3. Considerando os pigmentos observa-se a atuacao benéfica do
silicio em plantas com défice hidrico, em especial quando aplicado em
baixas concentragdes.

4. O silicio contribuiu para reducdo da peroxidacao lipidica das
membranas e aumento na atividade enzimas antioxidantes em plantas
com défice hidrico e reidratadas.

5. O silicio influenciou na expressao génica das enzimas antioxidantes
POD, SOD e CAT o que pode ter possibilitado maior atuagdo no
controle das espécies reativas de oxigénio e dessa forma, na redugao
da peroxidacéo lipidica.

6. O silicio aumentou a producdo de osmorreguladores e
osmoprotetores como prolina e agucares, o que auxilia ajuste
osmotico, possibilitando a sobrevivéncia das plantas mesmo em
condicdes de défice hidrico.

7. O silicio propiciou alteracbes nas concentragcdes do horménio ABA,
diretamente relacionado com a abertura e fechamento dos estdématos,
0 que explica a manutencdo da condutidncia estomatica e da
assimilagdo em plantas com défice hidrico e reidratagdo e submetidas
a pulverizagao com Si.

8. O Si aumentou a quebra de agucares insolluveis em agucares
soluveis, contribuindo para a manutencdo das plantas durante a

reidratacao.
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9. O Si aumentou a sintese de prolina que atuou na protecdo das

membranas de organelas como o cloroplasto.
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8 CONCLUSAO

O silicio apresenta relagdao com expressao de genes, atividade de enzimas
antioxidantes, concentracdo de osmolitos e de ABA na sua atuagcdo em
recuperacao de plantas de tomate cultivar Micro — Tom, submetidas ao défice

hidrico e reidratadas.
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Tabela suplementar 1: Médias, DMS e erro padrao das variaveis avaliadas.

Interagao significativa para o fatorial concentragées de silicio x regimes hidricos.

Variaveis Médias das DMS para as DMS para os Erro
interacdes concentragdes regimes hidricos padrao
concentragdes dentro dos regimes dentro das
X regimes hidricos concentragdes
hidricos
Clorofila a 7,50* 3,70 3,00 0,86
Fo 5:00 h 126,62* 4415 35,84 10,34
Fm 5:00 h 735,92 217,23 176,38 50,88
Fv/Fm 5:00 h 0,833* 0,02 0,01 0,005
Fo 12:00 h 186,12* 35,75 29,03 8,37
Fm 12:00 h 731,14 212,32 172,40 49,73
Fv/Fm 12:00 h 0,745* 0,054 0,044 0,012
Fo 17:00 h 152,44 30,32 24,62 7,10
Fm 17:00 h 663,59* 90,07 73,13 21,09
Fv/Fm 17:00 h 0,769* 0,048 0,039 0,011
E 1,51* 0,41 0,34 0,09
Gs 90,25* 22,60 18,43 5,39
A 7,72* 1,82 1,49 0,43
Ci 369,38 104,12 84,90 24,86
EUA 2,19 1,75 1,43 0,41
A/Ci 0,033* 0,013 0,010 0,003
Peroxidagao folhas 7,31* 2,26 1,83 0,52
SOD - folhas 1247,35* 553,47 449,40 129,63
CAT - folhas 2,05 1,32 1,07 0,30
POD - folhas 28,81* 8,40 6,82 1,96
Peroxidagéo raizes 4.62* 1,74 1,41 0,40
SOD - raizes 6016,87* 3125,00 2537,38 731,96
CAT - raizes 4,00 1,66 1,35 0,39
POD - raizes 267,38 124,11 100,78 29,07
AST - folhas 237,40* 48,46 39,35 11,35
Sacarose - folhas 145,43* 17,72 14,39 415
Amido - folhas 0,27* 0,092 0,075 0,021
AST - raizes 129,49 30,52 24,78 7,15
Sacarose — raizes 77,41* 14,11 11,45 3,30
Amido - raizes 0,142* 0,072 0,059 0,017
Prolina - folhas 0,875* 0,252 0,204 0,058
Prolina - raizes 0,359* 0,240 0,195 0,056
ABA - folhas 204,44* 117,27 109,34 32,12
ABA - raizes 165,78* 43,70 32,65 11,97
Expressao POD-folhas 7,41 3,74 3,041 0,877
Expressédo SOD-folhas 1,74 0,711 0,578 0,166
Expressao CAT-folhas 5,06* 2,62 213 0,615
Expressao POD-raizes 8,94* 7,60 6,17 1,78
Expressao SOD-raizes 1,55* 0,748 0,608 0,175
Expressado CAT-raizes 1,30* 0,671 0,545 0,157

*Indicam diferenca entre tratamentos pela andlise de varidncia (ANOVA) seguido do teste de Tukey
(P<0.05).
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