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ADIGAO DE SILICIO NA ATENUAGCAO DA TOXICIDADE DE ALUMINIO NOS
TEORES DE LIGNINA, NUTRICAO, TROCAS GASOSAS E SISTEMA
ANTIOXIDANTE DE CANA-DE-ACUCAR
RESUMO - O excesso de aluminio (Al), é considerado um dos principais fatores
limitantes do crescimento e desenvolvimento das plantas, devido a toxicidade do
metal. Atualmente, o cultivo de cana-de-acucar se faz presente em,
aproximadamente, 50% das terras que apresentam toxicidade por Al. Nesse sentido,
estudos anteriores com indutores de tolerdncia, como o Silicio (S), mostraram
atenuar os efeitos deletérios de varios estresses. Porém, ainda sdo escassas as
pesquisas do Si como um atenuador da toxicidade de Al em cana de acucar. O
objetivo desse estudo foi verificar o efeito atenuador da aplicacdo de Si em plantas
jovens de cana-de-acgucar sob toxicidade de Al em sistema hidrop6nico. Para tanto,
em casa de vegetacdo foi conduzido um sistema hidropdnico, com delineamento
experimental em blocos casualizados (2x4x2): com duas cultivares de cana de
acucar (CTC9003 e CTC9002) e os tratamentos formados pela auséncia e presenca
de Si (0 e Si 2,0 mmol L K3SiOs3); e com quatro concentracdes de Al (0, 10, 15 e
20mg Lt Alx(SO4)3.18H20). Foram realizadas as avaliagées de acimulo de lignina,
pigmentos vegetais, trocas gasosas, densidade estomatica, peroxido de hidrogénio
(H202), peroxidacdo lipidica (malondialdeido [MDA]), atividade de enzimas
antioxidantes (superoxido dismutase, SOD; ascorbato peroxidase, APX; guaiacol
peroxidase, GPOX), bem como a eficiéncia de uso e acumulo de nutrientes e
crescimento (area foliar e massa seca). Nossos resultados demonstraram que, nas
plantas estressadas com Al, o Si proporcionou aumento no teor de lignina, aumento
do numero de estdbmatos e das trocas gasosas, menor reducdo dos pigmentos
fotossintéticos e da peroxidacdo lipidica, aumento da atividade das enzimas
antioxidantes, maior acumulo e eficiéncia nutricional e maior crescimento de plantas
em comparacdo a aquelas com Al e sem Si. A cv. CTC9003 apresentou melhor

resposta de atenuacéo pelo Si na toxicidade de aluminio.

Palavra-chave: elemento benéfico, estresse oxidativo, pigmentos vegetais,

Saccharum spp.



SILICON ADDITION IN THE ATTENUATION OF ALUMINUM TOXICITY FOR
LIGNIN CONTENT, PLANT NUTRITION, GAS EXCHANGE AND SUGAR CANE
ANTIOXIDANT SYSTEMS

ABSTRACT - The excess of aluminum (Al) is considered one of the major factors
limiting plant growth and development, due the metal toxicity. Currently, about 50%
of the land with Al toxicity cultivates sugarcane. In this regard, previous studies of
tolerance inducers, such Silicon (Si), have been shown to attenuate the deleterious
effects of several stresses. However, research on Si as an attenuator of aluminum
toxicity in sugar cane remain unclear. The aim of this study was to verify attenuate
effect of applying Si in young sugarcane plants under Al toxicity on hydroponic
system. A hydroponic experiment was conducted under greenhouse conditions using
a randomized block design (2x4x2): with two sugarcane cultivars (CTC9003 and
CTC9002) and treatments were formed by absence and presence of Si application (0
and Si 2,0 mmol L K3SiOs); and with four concentrations of Al (0, 10, 15 e 20mg L™
Alx(S04)3.18H20). Lignin content, pigments, gas exchange, stomatal density,
hydrogen peroxide, (H202), lipid peroxidation (malondialdehyde [MDA]), antioxidant
enzymes activities (superoxide dismutase, SOD; ascorbate peroxidase, APX;
guaiacol peroxidase, GPOX), as well efficiency of use and nutrient accumulation and
growth (leaf area and dry biomass) were determined. Our results demonstrated that
plants stressed with Al, the Si provided an increase in lignin content, number of
stomata and gas exchange, lower reduction in photosynthetic pigments and lipid
peroxidation, an increased activity of antioxidant enzymes, greater accumulation and
efficiency nutritional and plant growth when compared to plants with Al and without

Si. The CTC9003 showed a greater Si attenuation response in Al toxicity.

Keywords: beneficial elements, oxidative stress, pigments, Saccharum spp.



CAPITULO | — CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Devido a elevada relevancia social e ambiental que a producdo de cana-de-
acucar possui para o Brasil, a partir do final do século XX, o cultivo se expandiu para
o cerrado, regido Centro-Oeste, que tem como caracteristica solos acidos em que o
aluminio (Al) trocavel tende a ser o cation dominante (Silva, 2012; Ribeiro et al.,
2015; Granco et al., 2017).

Dentre os elementos da crosta terrestre o Al, além de ser o elemento metélico
mais abundante, ocupa o terceiro lugar em gquantidade, seguido pelo oxigénio (O) e
pelo silicio (Si) (Bojorquez-Quintal, 2017). Quantidades elevadas de Al s&o
incorporadas aos minerais do solo aluminossilicato e, quantidades muito pequenas
aparecem na forma soluvel, capazes de influenciar os sistemas biologicos
(Arunakumara et al., 2013; Ma et al., 2014; Sade et al., 2016).

A maior disponibilidade do Al e, consequentemente, os efeitos toxicos para as
plantas, ocorrem em solos com baixo pH (< 5,5), denominados solos acidos. Tais
solos sdo considerados muito limitantes para diversos cultivos agricolas (Silva, 2012;
Panda e Baluska, 2015). Os solos podem se tornar acidos, devido as praticas
agricolas inapropriadas como, por exemplo, o intenso e inadequado uso de
fertilizantes nitrogenados e acumulo de massa organica (Lange et al.,, 2006), ou
podem ser naturalmente acidos, constituindo regiées com vegetacdo especifica e
tolerante a toxicidade do Al. Em qualquer um dos casos, quando o solo apresenta
pH abaixo de 5,5, as argilas de aluminossilicato e os minerais de hidréxido de
aluminio comecam a se dissolver, liberando cations hidroxi-aluminio e Al(H.0)63*
(AP*). Nessas condicbes, AI** também forma as férmulas mononucleares AlIOH>., Al
(OH)2+, Al(OH)3 e AI(OH)* (Scancar e Milacic, 2006; Silva, 2012; MA et al.,2014). As
formulas mononucleares de AI** e Aliz sdo consideradas as formas mais toxicas
(Silva, 2012).

Embora as espécies e/ou gendtipo de plantas possuirem diferentes graus de
tolerancia ao aluminio e algumas culturas serem consideradas tolerantes aos altos
niveis de Al trocavel, para a maioria das culturas agricolas o excesso de Al causa

uma restricdo grave que influencia no melhor crescimento e desenvolvimento



vegetal. Além disso, para a maioria das culturas as tentativas de corre¢do do solo
(por exemplo, calagem) podem né&o ser suficientes para reduzir a toxicidade do Al e
essas estratégias também podem ser prejudicadas por fatores econdmicos, pelo fato
de serem onerosos (Marschner et al., 1995).

Nas ultimas décadas, pesquisas tém buscado técnicas alternativas para
contornar 0 estresse que atinge as plantas. A utilizagcdo de atenuadores dos
estresses vem se tornando promissora para o efetivo combate as condi¢des
adversas, visando a melhoria da produtividade vegetal. Assim, a utilizacdo de
substancias mitigadoras dos estresses passou a ser consideradas uma alternativa
viavel de combate as condicbes adversas que reduzem o crescimento e
desenvolvimento vegetal. Dentre as substancias mitigadoras destaca-se o Si, que
em diferentes estudos, sob os mais variados estresses abioticos e bioticos, tem
evidenciado efeito benéfico no crescimento vegetal das plantas, (Guntzer et al.,
2012; Cooke e Leishman, 2016; Deshmukh et al. 2017; Kim et al.,2017; Bhat et al.,
2019; Hodson e Evans 2020). Mesmo em plantas acumuladoras de Si, como € o
caso da maioria das gramineas dentre elas a cana-de-aclcar, estudos relataram
resultados positivos da suplementacdo de Si no aumento da produtividade (Bhat et
al., 2019; Hodson e Evans, 2020).

Os beneficios do Si na atenuacéo do estresse vegetal se ddo devido a formacao
e/ou ativacdo de complexos reguladores de protecdo, que conduzem, de modo
geral, @ minimizacao da transpiracédo e a maximizacao da fotossintese, o que resulta
no aumento do crescimento e ganhos de produtividade e de qualidade (Guntzer et
al.,, 2012; Jesus et al.,, 2017; Bhat et al., 2019; Coskun et al., 2019). Estudos
constataram que a suplementacédo de Si atenuou os efeitos toxicos do Al em trigo
(Cocker et al., 1998), milho (Wang et al. 2004) e arroz (Singh et al., 2011). Ainda, tal
suplementacao estimula um dos principais mecanismos da atenuacéo, e.g., maior
atividade dos sistemas antioxidantes nas plantas (Shen et al., 2014; Coskun et al.,
2019). Pesquisas realizadas entre 2015 e 2017 por Sousa Junior et al. (2017),
indicaram efeitos atenuadores do Si em cana-de-acucar sob toxicidade de Al, como
o incremento de osmolitos compativeis e atenuacdo dos efeitos deletérios na
morfoanatomia das raizes. Portanto, entender os mecanismos utilizados pelas
espécies suplementadas com Si exdgeno para lidar com a toxicidade do Al, é de

extrema relevancia para o aumento da producdo mundial de cana-de-agucar.



2. OBJETIVOS

Verificar se 0 Si causa atenuacdo da toxicidade do Al em cana-de-acUcar
submetida a toxicidade de Al, mediante a avaliacdo bioquimica, fisiolGgicas,

nutricionais e de crescimento.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Toxicidade de Al e 0s prejuizos na agricultura

O Al, quando presente nos solos, constitui um dos maiores problemas de
toxicidade de metais, j4 que limita o crescimento vegetal, representando um grande
entrave para a producao agricola mundial. Os solos &cidos somam de 30 a 40% da
terra aravel em todo mundo (Imagem 1.) e sdo responsaveis pela limitacdo da
producdo vegetal. Dependendo da espécie vegetal, esta toxicidade pode provocar
de 25% a 80% de perdas no campo, com prejuizos inferiores apenas aos causados
pela seca (Bian et al., 2013; Sade et al., 2016; Singh et al., 2017). E vasta a
literatura acerca dos solos com toxicidade de Al no ambito mundial e do impacto que
estes solos tém na produtividade da maioria das plantas cultivadas (Kochian et al.,
2005; S¢anéar e Milagi¢, 2006; Ma, 2007; Vardar e Unal, 2007; Fageria e Baligar,
2008; Chen et al., 2010; Inostroza-Blancheteau et al.,, 2012; Silva, 2012,
Arunakumara et al., 2013; Gupta et al., 2013; Yang et al., 2013; Kochian et al., 2015;
Emamverdian et al., 2015; Kopittke et al., 2016; Sade et al., 2016; Singh et al., 2017;
Bojorquez-Quintal et al., 2017; Rahman et al., 2018).

Imagem 1. Mapa global de pH do solo “Universidade da Califérnia - Santa Barbara”
Cohen. (2016).



Em solos de regifes tropicais e subtropicais, com altas precipitacdes
pluviométricas, ocorre a diminuicdo do pH. O hidrogénio (H*) atua sobre os minerais
liberando ions Al, ou seja, os hexahidratados de Al (H20)s** denominado de APIF*
(Scancar e Milacic, 2006; Ma et al., 2014; Singh et al., 2017). AI** permanece,
predominantemente, retido pelas cargas negativas das particulas de argila do solo,
em equilibrio com o AIF* em solucéo e, portanto, a quantidade de AI** em solucédo
aumenta com a acidez do solo (Arunakumara et al., 2013; Ma et al., 2014; Sade et
al., 2016; Singh et al., 2017).

O processo de acidificagdo do solo € muitas vezes intensificado por praticas
agricolas, pela mineracédo e por praticas de descarte de residuos, isto é, residuos de
plantas, fertilizantes a base de nitrogénio e materiais nitrogenados de origem animal,
como estercos (Lange et al., 2006). Todavia, os problemas de acidificacdo do solo
podem ser corrigidos pela calagem. Entretanto, os corretivos da acidez sdo poucos
soluveis e a acdo da calagem é restrita as camadas superficiais do solo, fazendo
com que os produtos da reacdo do calcario com o solo tenham mobilidade limitada,
(Horst et al., 2010).

Nos solos acidos, as plantas cultivadas podem nédo atingir a taxa de
crescimento e produtividade otima quando teores elevados de Al estdo presentes
devido, principalmente, as alteracGes estruturais no sistema radicular provocadas
pelo Al que restringem a absorcdo dos nutrientes (Kochian et al., 2004; Horst et al.,
2010; Silva 2012; Arunakumara et al., 2013; Emamverdian et al., 2015; Hodson e
Evans 2020). Por ser um elemento de pouca mobilidade dentro da planta, o Al causa
drastica inibicdo do crescimento radicular e provoca o engrossamento e diminuicédo
da permeabilidade das células radiculares (Horst et al., 2010; Giongo e Bohnen,
2011; Silva, 2012; Arunakumara et al., 2013; Matsumoto e Motoda, 2012; 2013;
Emamverdian et al., 2015; Freitas et al., 2015; Castro 2016; Dorneles et al, 2016).
Os efeitos prejudiciais do AIP* nas diversas espécies, sdo observados tanto no
sistema radicular quanto na parte aérea (Silva 2012; Adrees et al., 2015;
Emamverdian et al., 2015; Singh et al., 2017).



3.1.1. Toxicidade de Al nas trocas gasosas, pigmentos vegetais e densidade
estomatica

Os efeitos deletérios causados pela toxicidade de Al no crescimento da parte
aérea ndo ocorrem como causa principal, mas sim como consequéncia secundaria,
isto é, o menor crescimento da parte aérea pode ser resultado da diminuicdo da
atividade fotossintética, que por sua vez pode estar relacionada tanto com fatores
estomaticos como ndo estomaticos (Konrad et al., 2005; Silva, 2012; Adrees et al.,
2015; Emamverdian et al., 2015; Singh et al., 2017). A toxicidade do Al causa
reducdo na conduténcia estomatica e nas reacfes bioquimicas de fixacdo de CO»
em algumas espécies (Peixoto et al., 2002; Silva et al.,, 2017; Su et al., 2020).
Também causa injurias na formacao e na funcéo do cloroplasto (Moustakas et al.,
1996), afetando as membranas do tilacéide e o transporte de elétrons (Pereira et al.,
2000; Peixoto et al., 2002), interferindo de forma direta na taxa de assimilacdo de
CO:a.

Plantas tolerantes a presenca do Al possuem estratégias que minimizam a
toxicidade provocada por este elemento quimico como, por exemplo, a imobilizacédo
nas paredes celulares; o aumento do pH na rizosfera, precipitando o aluminio em
solucéo; o transporte ativo para fora do citoplasma celular e a liberacdo de acidos
organicos radiculares, os quais formam complexos ou quelatos com o Al, evitando
assim a sua absorcao pelas raizes. No entanto, a tolerancia genética ao aluminio
varia entre espécies e individuos de uma mesma espécie (Braccini et al., 2001,
Peixoto et al.,, 2002; Gordin et al., 2013). Em diversas espécies, verificaram-se
respostas diferenciais da taxa de assimilacdo liquida de CO: e de variaveis
relacionadas a inducéo de fluorescéncia da clorofila em funcéo do grau de tolerancia
ao Al (Pereira et al., 2000; Peixoto et al., 2002).

Em plantas bem hidratadas, a condutancia estomatica (gs) exerce controle
sobre a taxa de transpiracdo (E), mantendo a folha na temperatura ideal para a
fotossintese e prevenindo danos causados pelo calor (Chaves et al., 2016). Entéo,
um mesofilo bem hidratado é fundamental para fornecer pressédo do turgor para o
movimento estomatico e controle total da transpiracdo (E). A gs varia continuamente
de acordo com as mudancgas no ambiente (Chaves et al., 2016).

Estudos feitos por Konrad et al. (2005) e Jiang et al. (2008) demonstraram

gue a toxicidade de Al provoca nas plantas uma menor taxa de assimilagdo de CO..



Estes estudos atribuem a diminuicdo induzida por Al, principalmente, ao baixo
desempenho fotoquimico do que a menor gs, embora os resultados tenham
evidenciado significativa redugéo do gs.

O aluminio provoca danos oxidativos pela inibicdo do acido aminolevulinico
desidratase, importante na biossintese da clorofila. Dessa forma, a concentracdo
reduzida de clorofila (Chls) pode refletir os danos induzidos pelo Al em folhas verdes
(Gordin et al., 2013). Ainda, a parte das funcbes das Chls no processo fotossintético,
podem ter acdo antioxidante contra os efeitos do excesso de espécies reativas de
oxigénio (ERO), gerados em plantas sob estresses. De fato, alguns autores
consideram que estes pigmentos possam ter atividade antioxidante, devido a
transferéncia de hidrogénio embora, na realidade, os produtos secundarios das Chls
serem 0s responsaveis por causar inibicdo da oxidacdo de outras moléculas (Lanfer-
marquez et al., 2005; Taibi et al., 2016). Para diagnosticar a integridade do aparato
fotossintético em plantas submetidas as adversidades ambientais, como a toxicidade
de Al, Carlin et al. (2012) e Lazarevi¢ et al. (2016), propuseram a utilizacdo dos
teores de Chls.

Outros pigmentos importantes que atuam como antioxidantes sdo 0s
carotenoides (Car), carotenos e xantofilas, pigmentos lipossollveis de cor amarela
alaranjada, localizados em plastideos (cloroplastos e cromoplastos), distribuidos na
parte aérea e nas raizes dos vegetais (Wahid e Ghazanfar, 2006). Também, estes
pigmentos tém fundamental importancia no processo fotossintético, onde participam
no complexo antena, nas membranas dos tilacoides e dos cloroplastos, com funcéo
especifica fotoprotetiva, dissipando o excesso de energia de excitacdo na forma de
calor (Nisar et al., 2015). Nos mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo, a
protecdo antioxidante dos Car esta na capacidade de sequestrar espécies altamente
reativas, principalmente superoxido O2 (Mittler et al., 2004), protegendo as células
dos danos oxidativos que podem afetar moléculas importantes do metabolismo
vegetal como lipideos, proteinas, carboidratos e, ainda, o material genético (Ahmad
et al., 2013; Gill e Tuteja, 2010; Ramel et al., 2012; Taibi et al., 2016).

Ja as antocianinas (Anths) sdo pigmentos vegetais hidrossoluveis, derivados
dos flavonoides glicosilados, presentes na organela vacuolar de diversos tecidos
vegetais dos mais diferentes 6rgdos. Muito frequente nas folhas, a producdo de

Anths é benéfica para as plantas, devido a protecéo dos cloroplastos a exposi¢cédo de



radiacao solar intensa (Winkel-Shirley, 2002; Gitelson e Merzlyak, 2004; Agati et al.,
2012; Altangerel et al., 2017).

Em plantas sob estresse ocorre alteracdes no conteddo de Anths, sejam
respostas de diminuicao significativa dos teores de Anth, como relatados por Winkel-
Shirley (2002), em que a toxicidade de Al limitou a biossintese de Anth, inibindo o
acumulo deste pigmento, sejam respostas relacionadas ao significativo acumulo
deste pigmento em plantas sob varios estresses, que proporciona acao antioxidante,
permitindo estabilizar radicais livres e contribuir para a eliminagdo de ERO, pela
inibicdo da peroxidacéo lipidica (Winkel-Shirley, 2002; Kovinich et al., 2014; Landi et
al., 2015).

3.1.2. Estresse oxidativo em plantas sob toxicidade por aluminio

As plantas em condicbes normais produzem erro, que sédo eliminadas por
varios mecanismos de defesa antioxidante. O equilibrio entre a producdo e a
eliminacdo de ERO pode ser alterado por varios fatores abioticos como salinidade,
radiacdo UV, seca, metais pesados, temperaturas extremas, deficiéncia de
nutrientes e poluicédo do ar (Gill et al., 2010).

A producdo de ERO pode ocorrer nos cloroplastos, mitocondrias e
peroxissomas. A eliminacao rapida da ERO nos fotossistemas, antes de chegarem
até o estroma e prejudicar o ciclo de Calvin, € um mecanismo de protecdo dos
cloroplastos (Asada, 2006). Uma série de reacfes pode acarretar a producéo de Oz
permitindo a produgéo de H20O: (Gill e Tuteja, 2010). O H202 € um composto estavel
com relativa longa meia vida e pode causar inativacdo de enzimas (Gill e Tuteja,
2010), sendo relativamente pouco reativo quando comparado a outras ERO (Gratéo
et al., 2005; Bienert et al., 2007). O estudo deste composto tem permitido o acesso a
uma gama de informacfes para se entender o estresse oxidativo (Demidchik, 2015).

De fato, o estresse oxidativo esta relacionado com todos os estresses
abibticos que atingem as plantas, desenvolvendo-se a partir do acamulo de ERO, o
gue acarretara modificacbes quimicas e fisioldgicas que alteram diversas
biomoléculas, sendo os lipidios as mais danificadas (Demidchik, 2015). Os produtos

da peroxidacdo lipidica sdo altamente reativos, podendo se ligar a biomoléculas



como DNA e proteinas danificando-os irreversivelmente e causando prejuizos nas
funcionalidades das células (Tabaldi et al., 2009).

A oxidacado lipidica origina diversos produtos secundarios que agravam o
dano oxidativo, dentre eles o acido malonaldeido (MDA) € o principal e mais
estudado produto da peroxidacdo lipidica (Tabaldi et al., 2009; Guo et al., 2012,
Adrees et al.,, 2015). O MDA é conhecido como um marcador molecular para
designar peroxidacdo lipidica da membrana celular em plantas sob diferentes
estresses abidticos e a concentracdo expressa 0 grau desta peroxidacdo e
consequente dano celular (Sharma et al., 2012; Cooke e Leishman, 2016).

3.1.3. Mecanismo de defesa contra 0 estresse oxidativo em plantas sob toxicidade
de aluminio

As células vegetais possuem inUmeras estratégias para contornar o estresse
oxidativo (Gill e Tuteja, 2010), dentre elas pode-se citar o sistema defensivo
composto por antioxidantes enzimaticos como, por exemplo, superoxido dismutase
(SOD, EC 1.15.1.1), ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11), guaiacol peroxidase
(GPOX, EC 1.11.1.7), catalase (CAT, EC 1.11.1.6), monode-hidroascorbato redutase
(MDHAR, EC 1.6.5.4), desidroascorbato redutase (DHAR, EC 1.8.5.1), glutationa-S-
transferase (GST, EC 2.5.1.18), glutationa redutase (GSR EC 1.8.1.7) e por
antioxidantes nao enzimaticos como, por exemplo, ascorbato (AsA), glutationa
(GSH), a-tocoferol e carotenoides que ajudam a desintoxicar as ERO. Algumas
pesquisas também relataram a producdo de ERO e alteracbes no sistema
antioxidante como consequéncia da exposicdo ao Al, como nas raizes do milho, em
gue a exposicdo de 10 minutos ao tratamento com Al aumentou as ERO em todas
as células epidérmicas, e continuou a aumentar durante a exposicdo ao estresse
(Jones et al., 2006). Ainda em raizes de milho sob Al, Boscolo et al. (2003) relataram
gue, embora tenham constatado incremento da atividade da SOD e da APX, houve
menor crescimento da raiz, sugerindo que o aumento da Oz e a producao de H>O;
deve estar relacionada a toxicidade do Al. Em feijdo verde sob estresse por Al,
Panda et al. (2003) verificaram aumento nas atividades de SOD, APX e GR,

glutationa e ascorbato. Porém, constataram diminuicdo na atividade de CAT,
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justificando que este resultado pode ser atribuido a fotossensibilidade desta enzima

gue necessita de sintese constante.

3.1.3.1. Enzimas antioxidantes

A enzima SOD constitui a primeira linha de defesa contra as ERO, catalisando
a reacado de dismutacdo do anion Oz em H20. em todos os compartimentos
subcelulares, incluindo cloroplastos, mitocéndrias, nucleo, peroxissomas, citoplasma
e apoplastos (Gill et al., 2015). Inicialmente, acreditava-se que a SOD interagia com
0 armazenamento de Cu, porém, segundo Corpas et al. (2006) a SOD exibe trés
isoformas bem conhecidas: o Mn-SOD, exclusivo em mitocondrias, o Cu/Zn-SOD,
localizado em citosol, cloroplastos e peroxissomos e o Fe-SOD encontrado em
peroxissomos, apoplastos e, principalmente, em cloroplastos.

A enzima APX pertence a uma enzima da familia multigénica das hemes
peroxidases, que reduzem o H202 com ascorbato como doador de elétrons, e esta
amplamente distribuida entre as plantas superiores. De acordo com Teixeira et al.
(2006), a classificacdo de isoformas da APX varia de acordo com a localizacao
subcelular especifica: APX estromal (sAPX), APX ligada ao tilacéide (tAPX) em
cloroplastos, mitocondrias (mitAPX) e APX ligada a membrana de peroxissomas
(mAPX) e APX citosolico (CAPX).

A atividade da enzima GPOX também é muito importante para a remocao de
H20,. Alguns autores relataram o aumento da GPOX quando plantas foram
submetidas a toxicidade por Al, indicando um aumento da producéo de H>O> e, com
isso, maior atividade da enzima (Karataglis et al.,, 1991; devi e Prasad,1998;
Metwally et al., 2003; Meriga et al., 2004; Simonovicova et al., 2004; Hossain et al.,
2005; Malekzadeh et al., 2012; 2015).

3.1.4. Parametros nutricionais em plantas sob estresse de Al

Nos solos acidos, quando teores elevados de Al estdo presentes, as plantas
cultivadas podem néo atingir a taxa de crescimento e produtividade 6timas devido,
principalmente, as alteragdes estruturais no sistema radicular provocadas pelo Al

gue restringem a absor¢cdo dos nutrientes (Horst et al., 2010; Silva, 2012;
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Arunakumara et al., 2013; Emamverdian et al., 2015; Rahman, et al., 2018). Tais
alteracdes agem na inibicdo direta do sistema de absor¢cdo e/ou impedimento do
crescimento da raiz e, consequente, reducdo na area de superficie absorvente de
nutrientes (Panda e Baluska, 2015). Como resultado, a toxicidade de Al induz nas
plantas sintomas de deficiéncia de nutrientes, tais como fésforo (P), célcio (Ca),
magneésio (Mg), manganés (Mn), potassio (K), zinco (Zn) e molibdénio (Mo), devido a
interferéncia do AI** nos processos de absorcdo, transporte e utilizacdo destes
nutrientes pelas plantas (Horst et al., 2010; Silva, 2012; panda e Baluska, 2015;
Rahman et al., 2018).

Em diversasespécies de plantas foram relatados desequilibrios nutricionais
induzidos pela exposigcdo ao Al (Silva, 2012). No milho, o Al provocou efeitos
negativos na absor¢céo de macro e micronutrientes, sendo Ca, Mg, Mn e Zn 0s mais
afetados e, além disso, houve maior acimulo de Ca e Mg nos gendtipos de milho
tolerantes ao Al do que nos gendtipos sensiveis (Mariano e Keltjens, 2005). Ainda
em milho sob toxicidade de Al, Lidon et al. (2000) relataram reducdo de nutrientes
nas raizes, exceto para os teores de K, Mn e Zn. No trigo, Silva et al. (2010)
verificaram que, tanto 0s genotipos sensiveis quanto os tolerantes apresentaram
uma diminuicdo nos teores de K e Mg nas raizes, enquanto os teores de Ca, Al e Si
aumentaram. Ainda, os autores relataram que o0 genétipo sensivel do trigo
desencadeou mais desequilibrios nutricionais a toxicidade de Al nas raizes e na
parte aérea do que o gendtipo tolerante. Em plantas de arroz a exposicdo ao Al
ocasiona uma diminuicdo dos teores de K, Mg, Ca, P, Fe, Zn e Mn (Mendonca et al.,
2003). Segundo Silva (2012) a tolerancia diferencial ao Al pode ser devido a suas
diferencas na absorcéo, capacidade de manter concentracdes adequadas e usar 0s
nutrientes de maneira eficiente. Ainda, diferencas na captacdo, acumulo e
translocacdo de nutrientes séo evidentes entre e dentro das espécies vegetais.

O boro (B) pode prevenir danos causados pelo Al por ser um micronutriente
gue esta relacionado com a biossintese de compostos fendlicos (Peixoto et al.,
2007), os quais podem formar complexos estaveis com o Al, contribuindo para a

desintoxicacado nos tecidos (Barcelo e Poschenrieder, 2002).

3.1.5. Acumulo de lignina em plantas sob estresse de Al
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A lignina € um polimero hidrofébico aromético de natureza fendlica que
impregna as redes de celulose e hemicelulose da parede celular, enrijecendo a
célula e protegendo-a de interferéncias externas fisicas e bioldgicas (Bosch et al.,
2011; Vanholme et al., 2012; Yoon et al., 2015). Além disso, este composto confere
resisténcia mecanica as paredes dos vasos condutores para suportar a pressao
negativa resultante do processo transpiratério (Vincent et al., 2005).

A primeira etapa da sintese deste composto € a desaminacdo do aminoacido
L-fenilalanina (proveniente da rota do &cido chiquimico), catalisada pela enzima
fenilalanina-amoénia-liase (PAL), seguida pela hidroxilacdo do anel aromatico pela
enzima cinamato 4-hidroxilase, gerando p-coumarato (Frei, 2013; Ferro et al., 2015).
O p-coumarato pode entdo seguir vias distintas, resultando nos monolignadis alcool p-
coumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico (Vanholme et al., 2012; Parizotto et
al., 2015; Ferro et al., 2015). Posteriormente, os monoligndis passam ao apoplasto e
sofrem polimerizacdo oxidativa catalisada por enzimas como peroxidases de parede
(POX) e lacases (LAC) formando os mondmeros constituintes da lignina, o p-
hidroxifenil, o guaiacil e o siringil, cujas propor¢cées na molécula diferem entre as
espécies e tecidos vegetais (Parizotto et al., 2015; Wang et al., 2013). As enzimas
POX utilizam H20> como receptor de elétrons na oxidagdo dos monolignais,
enquanto as LAC reduzem O3 neste processo (Frei, 2013; Wang et al., 2013).

A lignina € um composto de grande importancia para o desenvolvimento do
vegetal e sofre grande interferéncia com os niveis elevados de AL, ja que 0 excesso
desse composto quimico causa aumento da deposicdo de lignina nas paredes
celulares, como relatado nas culturas de trigo e milho (Sasaki et al., 1996; Budikova,
1999). Em plantas suscetiveis ao Al o acumulo de lignina € maior e reduz
drasticamente o crescimento. Tal inibicho do crescimento esta fortemente
correlacionada com a extensdo em que a lignina é depositada na parede celular,
independentemente da tolerancia a esse metal (Moura et al., 2010). Sob condi¢des
de estresse compostos fendlicos podem atuar como antioxidantes e, em contraste,
também como moléculas pré-oxidantes, em um dualismo de acéo ja observado para

outras substancias (Sakihama e Yamasaki, 2002).

3.2. Silicio
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Nas ultimas décadas, pesquisas tém buscado técnicas alternativas para
contornar o estresse que atinge as plantas como, por exemplo, os atenuadores dos
estresses, 0s quais vem se tornando promissores para o efetivo no combate as
condi¢cdes adversas, visando a melhoria do crescimento e produtividade vegetal.
Dentre os atenuadores de estresses, o Si vem sendo considerado benéfico na
atenuacdo dos efeitos prejudiciais dos estresses bidticos e abibticos nas plantas
(Cooke e Leishman, 2016; Kim et al., 2017; Hodson e Evans 2020).

O silicio (Si) € o segundo elemento mais abundante nos solos, porém néo se
encontra na forma que as plantas sdo capazes de absorver. A absor¢cédo de silicio
pelas plantas da-se de forma passiva, como &acido monossilicico, (HSiOs),
acompanhando a absorcdo da agua (Jones e Handreck, 1967). Na solu¢céo do solo o
acido monossilicico varia de 0,1 a 0,6 mmol L (Epstein, 1999) e na agua dos rios
(usado na hidroponia) sua concentracéo fica por volta de 0,15 mmol L* (Tréguer et
al., 1995).

O Si mostra efeito benéfico no crescimento vegetal das plantas sob os mais
variados estresses bidticos (Cooke e Leishman, 2016; Kim et al., 2017; Luyckx et al.,
2017; Hodson e Evans 2020) e abitticos (Vasanthi et al., 2014). Este elemento atua
na formacdo de complexos protetores e reguladores que como, por exemplo, na
ativacao de genes para estimulacéo dos sistemas antioxidantes, os quais reduzem a
peroxidacdo de lipideos da membrana plasmatica, ocasionada pelo aumento da
atividade antioxidante ndo enzimatica, mediante a maior biossintese ou a menor
degradacdo dos pigmentos vegetais (Marafon e Endres, 2011; Dorneles et. al,
2019).

De acordo com Hodson e Evans (2020), o Si exogenamente pode melhorar a
capacidade de eliminacdo de ERO pela regulacdo da atividade das enzimas
antioxidante (Kim et al., 2017; Tripathi et al., 2017). Além disso, o padrdo de
regulacdo em varias plantas é diferente, dependendo do tempo de exposi¢cdo ao
estresse (Sharma et al.,, 2012; Kim et al., 2017). Além disso, o Si pode contribuir
para a diminuicdo da transpiracdo e o aumento da eficiéncia fotossintética, os quais
resultam no maior crescimento da planta, refletindo em ganhos de produtividade e
de qualidade vegetal (Liang et al., 2007; Lima Filho, 2011; Guntzer et al., 2012;
Marafon e Endres, 2013; Vasanthi et al., 2014; Castro e Crusciol, 2015; Jesus et al.,
2017; Deshmukh et al., 2017; Bhat et al., 2019; Coskun et al., 2019).
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Estresses como a toxicidade de Al sdo combatidos nas plantas pela
suplementagdo com o Si (Adrees et al., 2015). Considerando que o Al pode atuar
tanto ex planta, quanto in planta, a suplementacéo pode ocasionar a complexacéo
do Si-Al tornando o Al indisponivel a planta no ambiente ex planta (solo ou solucdo
nutritiva) ou, se absorvido pelo vegetal (in planta), os efeitos téxicos do Al sao
minimizados por uma série de fatores bioquimicos-fisiolégicos induzidos pelo Si
(Horst et al., 2010).

O efeito mitigador do Si em plantas estressadas pelo Al (in planta), foram
verificados por varios autores em culturas de expressdo econémica como o trigo
(Cocker et al., 1998), milho (Horst et al., 2010; Giongo e Bohnen, 2011), arroz (Sing
et al., 2011; Freitas et al., 2015), batata (Dorneles et al., 2019) e eucalipto (Lima et
al., 2016).

Embora o Si demonstre respostas positivas em plantas cultivadas sob
toxicidade por Al (Horst et al., 2010; Giongo e Bohnen, 2011, Freitas et al., 2015 e
Dorneles et al, 2016) permanecem escassas as pesquisas sobre a aplicacao de Si

em cana-de-acucar cultivada em solos com toxicidade de Al.

3.3. Cana-de-acucar: cenéario atual sob atoxicidade de Al e 0 uso de Si.

A cana-de-acucar € uma das principais culturas de importancia econdémica,
devido a producdo e acumulo de sacarose, que € matéria-prima requerida para a
producdo de acucar, etanol e seus subprodutos (Feng et al., 2014). Apesar da
importancia para a agricultura nacional, a cana-de-acucar é difundida globalmente e,
além do Brasil, outros quatro paises como India, China, Tailandia e Paquistédo s&o
grandes produtores de cana-de-agUcar. Juntos os cinco paises detém cerca de 74%
da producdo mundial (Fao, 2017), sendo que o Brasil se sobressai na lideranca
mundial de producdo de acucar e etanol, com estimativa da safra 2018/2019 em
625,17 milhGes de toneladas de cana-de-aclcar, cultivada em uma area de 8,59
milhdes de hectares, o que proporcionou atingir a producdo de 31,3 milhdes de
toneladas de acucar e 33,58 bilhdes de litros de etanol (Unica, 2019), maior valor
atingido na histéria do setor.

O cultivo de cana-de-agucar tem se concentrado no Sudeste, na regido da
Mata Atlantica porém, para se obter uma maior capacidade de produgdo que é

requerida para atender a crescente demanda interna e externa, o cultivo expandiu-
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se para a regiao do Cerrado, a partir do ano 2000, em particular nos estados de
Goiés, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul (EMBRAPA, 2019) que passaram a ser
reconhecidos como a segunda principal regido produtora de etanol e acucar,
alcangando elevadas produtividades, entre as maiores no cenario mundial. Tudo isto
foi possivel, devido ao Cerrado brasileiro ser considerado boa oportunidade de
investimento, com boas condi¢cbes agricolas, facilidade de mecanizacao, preco de
terras mais acessiveis, politicas favoraveis de incentivo fiscais, aliado as pesquisas
e avanco tecnoldgico (Granco et al., 2017; Maia et al., 2018).

As areas de Cerrado, tipo de savana tropical, € vasta no Brasil, totalizando
cerca de 8,21% do territério nacional (Lamber et al., 2020). Contudo, estas areas
ndo sdo adequadas para fins agriculturaveis, devido aos solos serem quimicamente
pobres em nutrientes, pela condigdo de acidez (pH < 5,5), que proporciona elevada
saturacao por Al e baixa saturacao por bases, fatores que interferem negativamente
na produtividade vegetal (Ribeiro et al., 2015). De fato, estes solos
caracteristicamente acidos possuem Al trocavel, o qual tende a ser o cation
dominante (Fageria e Baligar, 2008), e disponibilizam Al em nivel toxico, o que afeta
negativamente a produtividade de plantas ndo adaptadas a esta condicdo de
estresse. A aplicacdo de Si tem se mostrado benéfica na defesa das plantas aos
estresses, inclusive em plantas sob toxicidade de Al.

Mesmo com condicbes mais propicias a maior produtividade, em clima
tropical, como o do Brasil, a cana-de-aclucar, ndo € totalmente adaptada ao
crescimento em solos com pH acido, necessitando de solos corrigidos pela calagem,
gue aumenta o pH do solo pela neutralizagdo dos ions H* e APF*(Rossetto et al.,
2005). Nos solos acidos do Brasil, a calagem é a pratica de manejo mais comum na
implantacdo do canavial. Porém, nas camadas maiores que 20 cm, é comum
encontrar valores de Ca baixos (0 a 3 cmol c/dm3) (Raij et al., 1997). Segundo Sousa
et al. (2004), valores de Ca menores que 0,5 cmolc/dm?® e m%>20 s&o prejudiciais a
planta, sendo recomendada a gessagem para aumentar o teor de Ca em
profundidade e reduzir o Al toxico.

Por ser uma cultura semiperene e com ciclo de cinco a sete anos, o sistema
radicular de cana-de-acucar se desenvolve em maior profundidade (Vasconcelos et
al., 2003) e, assim, passa a ter uma estreita relacdo com pH, saturacdo por bases,
concentragéo de Al e teores de Ca, nas camadas mais profundas do solo, sendo

estes fatores, por sua vez, correlacionados com a produtividade alcancada,
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principalmente, em solos de baixa fertilidade e menor capacidade de reter umidade
(Ohashi, 2014).

Mesmo sabendo-se que algumas cultivares de cana-de-agucar sao mais

tolerantes ao Al que outras gramineas (Hetherington et al., 1988; Watt, 2003;
Quaggio e Van raij, 2008), e da ocorréncia de maior tolerancia ao Al entre as
espécies de cana-de-acucar, - por exemplo Saccharum officinarum é mais tolerante
ao Al do que Saccharum spontaneum (Landell, 1989) - a obtencédo de elevada
produtividade da cultura é proporcionada em solos corrigidos em que ha elevacao do
pH e a indisponibilizacéo de Al3+.
Embora o Si ndo seja um elemento essencial para os vegetais (Brady, 1992; Epstein
e Bloom, 2007), resultados positivos no aumento da produtividade devido a
aplicacdo de Si sdo observados em plantas acumuladoras deste elemento, como
ocorre na maioria das gramineas (Marafon e Endres, 2013; Freitas et al., 2015; Bhat
et al., 2019). De acordo com Guntzer et al. (2012), dentre as dez principais culturas
mais produzidas no mundo, sete séo culturas acumuladoras de Si, incluindo milho,
arroz, beterraba, trigo e cana-de-acucar. Camargo et al., (2011) salienta que pode
ocorrer absorcédo de maior quantidade Si que N e K, que sdo os dois elementos mais
absorvidos pela cultura. Segundo Korndorfer & Datnoff (1995) os teores de Si podem
alcancar até 67 g kg nas folhas velhas. Camargo (2011) e Ma et al. (2014),
consideram a cana-de-acucar como uma cultura acumuladora, pois a graminea
apresenta mais que 10 g kg de Si.

Enquanto a maioria dos solos € abundante em silicio (Si), outros solos
altamente intemperizados, lixiviados, acidos e pobres em saturacdo por bases,
contém menores quantidades deste elemento, em particular, a forma disponivel para
as plantas (Santos, 2017). Santos (2017) descreve que, em solos de Cerrado, ocorre
baixa disponibilidade de Si, devido ao acentuado intemperismo e intensa taxa de
dessilificacdo (perda de Si nos solos), que induz a baixa cinética de dissolucdo do Si
no solo e adsorcéo pelos sesquioxidos presentes. Ainda, solos de clima tropical e
sdo altamente intemperizados, onde os minerais primarios contendo Si ocorrem em
menor gquantidade que nos solos temperados. Os teores sdo menores que 2 mg dm
(korndorfer & Datnoff, 1995), os quais podem ser 5 a 10 vezes menores que 0S
observados em solos de regides temperadas (McKeague e Cline, 1963).

Além disso, solos com cultivo de cana-de-acUcar podem ficar deficientes em

Si, devido a alta extragdo ao longo dos ciclos consecutivos da cultura, que causa
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reducdo dos teores soluveis de Si nos solos e, consequente, perda de quantidades
consideraveis deste nutriente disponivel para as plantas (Camargo, 2010, Silva et
al., 2017). Assim, a aplicacdo de silicato em cana-de-aclcar pode ser utilizada em
substituicdo total ou parcial a aplicacdo de calcéario (Korndorfer et al., 2002).

O conteudo de Si acumulado nos tecidos das plantas é varidvel de acordo
com a espécie e cultivar (Epstein e Bloom, 2007; Ma e Yamaiji, 2006). Assim, 0s
beneficios conferidos pelo Si em cultivares de cana-de-agUcar evidenciam a
variabilidade quanto a quantidade de Si acumulados (Camargo, 2011), tornando as
plantas mais eretas, promovendo aumento da rigidez estrutural, e conferindo maior

resisténcia ao acamamento e melhora na arquitetura da planta (SOUSA et al., 2010).
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CAPITULO 2 - EFEITO DO SILICIO NOS ATRIBUTOS FISIOLOGICOS E
BIOQUIMICOS DE PLANTAS JOVENS DE CANA-DE-ACUCAR
SOB ESTRESSE POR ALUMINIO EM CULTIVO HIDROPONICO

RESUMO - O cultivo de cana-de-acgucar teve ampla expansao direcionada para a
regido dos cerrados, caracterizada por solos acidos e com altos teores de aluminio
(Al). Alguns elementos tem sido usados para aliviar o estresse em plantas e o0s
beneficios da aplicacdo de Silicio (Si) em varias pesquisas recentes enfatizam a
melhoria da produtividade em plantas sob estresse. Diante disso, este estudo teve
por objetivo verificar o efeito atenuador do Si em plantas jovens de cana-de-agucar
sob toxicidade de Al. Os experimentos foram realizados utilizando-se duas cultivares
de cana-de-agucar (CTC9003 e CTC9002) cultivadas sob concentracdes Al (0, 10,
15 e 20mg L de Alx(S04)3.18H-0) na auséncia ou presenca de Si (2,0 mmol L de
K2SiO3). Foram avaliados os pigmentos vegetais (clorofilas a, b, carotenoides e
antocianinas), trocas gasosas, densidade estomatica, peroxido de hidrogénio (H20,),
acido malondialdeido (MDA) e as enzimas antioxidantes superoxido dismutase
(SOD), ascorbato peroxidase (APX) e guaiacol peroxidase (GPOX), area foliar e
massa seca. Os resultados evidenciaram que, nas plantas estressadas com Al, a
aplicacdo de Si causou maiores taxa de trocas gasosas, maior densidade de
estdbmatos, menor reducéo das clorofilas a e b. O estresse oxidativo nas plantas sob
toxicidade de Al foi amenizado pelo Si. Evidenciado pela menor peroxidacao lipidica,
aumento das enzimas antioxidantes (SOD, APX e GPOX) e dos pigmentos
antioxidantes (carotenoides e antocianinas). Em plantas estressadas a aplicacdo de
Si promoveu maior crescimento do que naquelas sem Si. A cv. CTC9003 apresentou

melhor resposta de atenuacédo do estresse pelo Si.

Palavra-chave: enzimas antioxidantes, elemento benéfico, trocas gasosas,

pigmentos vegetais, Saccharum spp.
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CHAPTER 2 - SILICON EFFECT IN THE PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL
ATTRIBUTES OF YOUNG SUGARCANE PLANTS UNDER
ALUMINUM STRESS IN HYDROPONIC CULTIVATION

ABSTRACT - Sugar cane cultivation was widely directed to cerrado biome areas,
characterized by acidic soils and with high levels of aluminum (Al). Some elements
have been used to alleviate stressed plants and the benefits of Silicon (Si)
application in several recent researches emphasizes the improvement productivity in
plants under stress. Therefore, this study aimed to verify the attenuating effect of Si
in young sugar cane plants in Al toxicity. The experiments were performed using two
sugarcane cultivars (CTC9003 e CTC9002) under four concentrations of Al (0, 10, 15
e 20mg L Alx(S04)3.18H20) in the absence and presence of Si application (0 and Si
2,0 mmol Lt K2SiO3). Pigments (chlorophylls a, b, carotenoids and anthocyanins),
gas exchange, stomatal density, hydrogen peroxide, (H202), lipid peroxidation
(malondialdehyde [MDA]), antioxidant enzymes activities (superoxide dismutase,
SOD; ascorbate peroxidase, APX; guaiacol peroxidase, GPOX), leaf area and dry
biomass were analyzed. The results indicated that Si application caused higher gas
exchange rate, stomata density, reduction in chlorophylls a and b in Al stressed
plants. Oxidative stress in plants under Al toxicity was alleviated by Si. This was
evidenced by lower lipid peroxidation, increased antioxidant enzymes (SOD, APX
and GPOX) and antioxidant pigments (carotenoids and anthocyanins). In stressed
plants, Si application promoted greater growth than in those without Si. The

CTC9003 showed a better stress attenuation response by Si.

Keywords: antioxidant enzymes, beneficial elements, gas exchange, pigments,

Saccharum spp.
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1. INTRODUCAO

A toxicidade do Al é considerada um dos mais importantes problemas de
toxicidade de metais em solos com pH < 5,5, por representar um fator limitante de
crescimento para as plantas. Quando o pH fica abaixo de 5,5, argilas de silicato de
Al e minerais de hidréxido de aluminio comegam a se dissolver, liberando cations de
hidréxido de Al e Al (H20)&* (AP *) que trocam com outros cations. Nestas
condicdes, o Al também forma as espécies mononucleares AIOH?*, Al (OH).* Al
(OH)3 e Al(OH)4, onde as espécies mononucleares Al** e Ali3 sdo consideradas as
formas mais téxicas (Panda et al., 2009; Silva, 2012; Panda e Baluska, 2015; Singh
et al., 2017).

O Al € um elemento de pouca mobilidade dentro da planta, provocando efeito
toxico mais acentuado nas raizes e inibindo o crescimento pela reducdo do
alongamento celular, maior engrossamento e a diminuicdo da permeabilidade das
células radiculares (Silva, 2012; Baluska e Mancuso, 2013; Emamverdian et al.,
2015). Ainda, esta toxicidade causa drasticos efeitos deletérios na parte aérea das
plantas, que apresentam reducdo dos teores de pigmentos fotossintéticos como
clorofilas, alteracbes nas trocas gasosas, influenciando em menor fotossintese e,
consequente, menor crescimento vegetal (Silva 2012; Jesus et al., 2017). De modo
geral, os danos oxidativos que ocorrem nas plantas sob varios estresses levam ao
aumento significativo das espécies reativas de oxigénio (ERO) que ocasionam outro
estresse secundario, denominado estresse oxidativo, (Gill e Tuteja, 2010; Sharma et
al.,, 2012). Contudo, deve ser ressaltado que ERO estdo presentes nas células
vegetais em condi¢cdes normais, principalmente como subprodutos da atividade
aerobia e do metabolismo fotossintético (Tripathy e Oelmuller, 2012). Assim, como
na maioria das respostas causadas por qualquer estresse, a toxicidade do Al
aumenta a producdo de ERO e o controle das plantas passa a ser insuficiente
(Chadra et al, 2020.). Varios autores verificaram que, as alteracdes causadas por Al
no sistema REDOX das células vegetais podem induzir ao excesso de perdxido de
hidrogénio (H202), ocasionando a peroxidagdo lipidica, a qual consiste na
degradacao oxidativa dos lipidios da membrana celular, resultando em significativos

danos nas células (Silva, 2012; Singh et al., 2017). A oxidagéo lipidica origina
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diversos produtos secundarios que agravam o dano oxidativo, entre eles o
malonaldeido (MDA), que € o principal e mais estudado produto deste processo e
pode ser considerado um indicador de estresse (Gill e Tuteja, 2010; Sharma et al.,
2012; Adrees et al., 2015).

Plantas sob estresse apresentam estratégias de defesa contra as ERO
aumentando os compostos antioxidantes, podendo ser pela maior atividade de
antioxidantes ndo enzimaticos ou pela maior atividade de enzimas antioxidantes.
Com relacdo aos compostos antioxidantes ndo enzimaticos, pesquisas apontam
gue, os metabdlitos secundarios como 0s pigmentos vegetais, clorofilas (Chls a e
Chls b), carotenoides (Cars) e antocianinas (Anths), podem combater os danos
oxidativos gerados pelos estresses nas plantas (Streit et al., 2005; Wahid, 2007;
Ramel et al., 2012; Agati et al., 2012; Silva et al.,2017).

As clorofilas (Chls) sdo grupos de pigmentos verdes naturais, mais
abundantes presentes nas plantas, ocorrem nos cloroplastos das folhas e em outros
tecidos vegetai ativos, e estdo diretamente envolvidas em reacdes fotoquimicas da
fotossintese, desempenhando importante funcdo na adaptacdo das plantas ao meio
ambiente e na tolerancia as condi¢des de estresses abioticos (Streit et al., 2005). Os
teores de Chls podem ser utilizados para diagnosticar a integridade do aparato
fotossintético em plantas submetidas as adversidades ambientais, como a toxicidade
do Al (Lazarevic, et al., 2014).

Car sdo pigmentos lipossolaveis encontrados em plantas com direta
participacdo no complexo antena nas membranas dos tilacoides no cloroplasto com
funcdo fotoprotetiva nas Chls (Nisar et al., 2015) e nos mecanismos de defesa
contra o estresse oxidativo (Gill e Tuteja, 2010). Os carotenoides atuam como
antioxidantes nos tecidos fotossintéticos, inativando o oxigénio singleto por meio de
uma reacao fisica (Ramel et al., 2012). Estudos evidenciaram a acdo antioxidante
das Chls e Cars em cana-de-acucar sob efeito dos estresses abidticos como
estresse térmico por aguecimento (Wahid, 2007), salinidade (Gomathi et al., 2011),
alagamento (Bajpal e Chandra, 2015) e deficiéncia hidrica (Santos e Silva, 2015).

Anths sdo pigmentos hidrossollveis, pertencentes ao grupo de metabdlitos
secundérios vegetais conhecidos como flavonoides e no vegetal tem a funcéo

fotoprotetiva aos danos provocados pela luz UV na folha, regulando a fotossintese
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(Landi et al., 2015; Turnbull, 2019). Alguns estudos identificaram as Anth como
pigmentos protetores dos efeitos dos estressores do meio ambiente, como
deficiéncia hidrica do solo, radiacdo UV-B, temperaturas extremas e metais pesados
(Agati et al., 2012; Silva et al.,2017). Em plantas sob estresse ocorre alteragbes no
conteudo de Anths, sejam respostas de diminuicao significativa dos teores de Anth,
como relatados por Winkel-Shirley (2002), em que a toxicidade de Al limitou a
biossintese de Anth, inibindo o acimulo deste pigmento ou respostas relacionadas
ao significativo acamulo deste pigmento em plantas sob varios estresses, que
proporciona agéo antioxidante, permitindo estabilizar radicais livres e contribuir para
a eliminacdo de ERO, pela inibicdo da peroxidacado lipidica (Chalker-Scott, 1999;
Kovinich et al., 2014; Landi et al., 2015; Silva et al., 2017). Em cana-de-acucar, a
funcdo antioxidativa deste pigmento foi estudada para combater os efeitos dos
estresses abioticos, como resfriamento (Zhu et al., 2013) e salinidade (Passamani et
al., 2017). Estudos ja comprovaram que estes pigmentos podem ser utilizados como
indicadores dos estresses abidticos em plantas (Kovinich et al., 2015).

Com relacdo aos antioxidantes enzimaticos, destacam-se as enzimas
superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), ascorbato peroxidase (APX, EC
1.11.1.11) e guaiacol peroxidase (GPOX, EC 1.11.1.7). A enzima SOD ¢é a primeira
enzima no mecanismo de defesa antioxidante da planta que converte os radicais
anion superéxido (O%) em peréxido de hidrogénio (H20.) e &gua, conferindo
protecdo contra os efeitos nocivos do radical superoxido altamente reativo. A enzima
APX catalisa a reacéo de conversédo do H202 em H20 e O e a GPOX reduz o H20:2
e hidroperoxidos orgéanicos e lipidicos, ajudando as células das plantas contra o
estresse oxidativo (Caverzan et al., 2016; Jesus et al., 2017; Borjas-Ventura et al.,
2019).

Um dos métodos alternativos envolvendo a atenuacédo dos efeitos negativos
do estresse pode ser a aplicacdo de Si como fertilizante, na raiz ou suprimento foliar
(Sacala, 2009; Guntzer et al., 2012; Deshmukh et al. 2017; Bhat et al., 2019). Muitas
plantas, principalmente as espécies monocotiledéneas, contém grandes quantidades
de Si, cerca de até 10% da massa seca (Sacala, 2009). Resultados positivos da
suplementacao de Si sdo observados em plantas acumuladoras de Si, quando estas

estdo sob algum estresse abidtico ou bidtico, como cana-de-acucar (Bezerra et al.,
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2019). Apesar do alto acumulo de Si nas plantas, at¢é o momento nao foi
considerado um elemento essencial para plantas superiores (Sacala, 2009; Guntzer
et al., 2012).

Os beneficios do Si no combate ao estresse vegetal sdo devido a atuacdo na
formacdo de complexos protetores e reguladores, que conduzem a minimizagéo da
transpiragdo e maximizacdo da fotossintese, o que infere no aumento do
crescimento e ganhos de produtividade e de qualidade (Guntzer et al., 2012; Jesus
et al., 2017; Bhat et al., 2019; Coskun et al., 2019; Zargar et al., 2019; Souri et al.,
2020). A suplementacdo de Si melhora os efeitos tdxicos do Al em trigo (Cocker et
al., 1998), milho (Wang et al. 2004) e arroz (Sing et al., 2011). Tal suplementacao
estimula um dos principais mecanismos da atenuacdo, e.g., maior atividade dos
sistemas antioxidantes nas plantas (Shen et al., 2014; Coskun et al., 2019).

Tendo como hipotese que o Si atenua os efeitos deletérios dos estresses
abidticos nas plantas, o presente estudo teve por objetivo verificar em plantas jovens
de cana-de-acucar sob toxicidade de Al alguns parametros bioquimicos e
fisiologicos: (i) pigmentos vegetais (Chls a Chls b, Cars e Anths); (ii) peroxidacéo
lipidica (H202 e MDA); (iii) atividade das enzimas antioxidantes (SOD, APX e

GPOX); (iv) trocas gasosas e (v) densidade estomatica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Condicdes de cultivo e material vegetal

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista "Julio de
Mesquita Filho" (UNESP) campus Jaboticabal em estufa de vidro e em condicbes
hidropbnicas de cultivo. As plantas foram mantidas a uma temperatura de 28,6 *
2,7°C e uma umidade relativa de 60,0% * 15%.

Foram utilizadas plantas jovens, com a primeira folha totalmente expandida,
de cana-de-aclUcar das cultivares cv. CTC9002 e cv. CTC9003, as quais foram
primeiras cultivares desenvolvidas para o plantio no Cerrado Brasileiro Noticias

(Assovale, 2019). Senso assim, as caracteristicas das cultivares atendem ao
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ambiente edafoclimatico (solo e clima) especifico desta regido e, portanto, garantem

um excedente de produtividade (Assovale, 2019).

CTC9002: Ambiente de producdo C e D. A cultivar apresenta como caracteristicas
rusticidade - com tolerancia a seca para o cerrado - longevidade e porte ereto,

facilitando o0 manejo mecanizado e a colheita.

CTC9003: Ambiente de producao A, B e C. A cultivar apresenta alto perfilhamento e

permite o plantio mecanizado.

2.2 Metodologia experimental

O experimento foi realizado em blocos casualizados, com quatro repeticbes
em esquema fatorial 4x2x2, sendo quatro concentracdes de Al (0, 10, 15e 20 mg L-
1), duas cultivares de cana-de-aglcar (CTC9002 e CTC9003), na auséncia e na
presenca de Si (0,0 e 2,0 mmol L). Cada unidade experimenta constou de um vaso

de polietileno, com 0,04m2. Contendo 2,0L de solucéo nutritiva e uma planta.

2.3 Solucao nutritiva

Apoés a obtencédo de plantas jovens, cultivadas em areia lavada, sem estresse,
por 30 dias, as mesmas foram transferidas para o sistema hidropénico, constituido
de vasos preenchidos com solucdo nutritiva de Clark (1975), iniciando-se a 25% de
forca ibnica para aclimatar as plantas por cinco dias completos, aumentando para
50% por mais cinco dias e para 100% de solucdo quando iniciaram-se 0S
tratamentos com Al, por quinze dias. O sistema foi mantido sob arejamento
constante da solucao por borbulhamento de ar suprido por bomba de ventilacdo. O
pH da solucdo nutritiva foi monitorado diariamente e mantido a 4,5 + 0,2 usando
solucdo de acido cloridrico 1N (HCI) e a cada cinco dias era feito uma troca de

solucéo.
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2.4 Tratamentos com Al e Si

As mudas foram expostas aos tratamentos com o sulfato de Al
[Al2(S04)3.18H20], nas concentracdes de 0; 10; 15 e 20 mg L. Apés 15 dias, as
plantas estressadas com Al, foram tratadas com Si, permanecendo 20 dias na
presenca de 2,0 mmol L de silicato de potassio (K2SiO3), devido ao fato que a partir
de uma concentracdo de 2,0mmol L de Si ocorre a precipitacdo do Si (COSTA,
2012). Fez-se um tratamento sem o0 K>SiOz e neste tratamento foi feito a
complementagdo de potassio na solucdo, a fim de sé se avaliar o efeito do Si na

solugao nutritiva.

2.5 Avaliacdes

As avaliagbes foram realizadas na folha +1 aos 75 dias, quando foi encerrado

0 experimento.

2.5.1 Determinacao dos pigmentos vegetais

A determinacdo dos pigmentos vegetais, clorofilas (Chl a e Chl b),
carotenoides (Cars) e antocianinas (Anths) foi realizada em triplicata, utilizando-se
50 mg de massa foliar fresca e a extracdo seguiu a metodologia de Lichtenthaler
(1987).

Para a extracdo de Chis a, b e Car utilizou-se acetona 80% e o0s extratos
foram mantidos por 48h, sob refrigeracdo. Para a extracdo de Anths foi utilizado
0,48mL de metanol (99% v/v) acidificado com HCI (99 mL de metanol + 1 mL HCL),
procedendo-se a agitacdo por 36h, a 60 rpm e a 4°C. A seguir, foram adicionados
0,36mL de H>O destilada e 0,96mL de cloroformio e, procedeu-se a agitacdo por
15min, a 4°C, em 5000 rpm.

As leituras de absorbéancias das solucbes foram realizadas em
espectrofotbmetro Beckman, modelo DU-640 nos comprimentos de 663nm (Chl a),
647nm (Chl b), 470nm (Cars) e 535 nm (Anths).
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2.5.2 Trocas gasosas e densidade estoméatica

A avaliacdo de condutancia estomatica (gs) foi realizada com porémetro de
difusdo (Model AP4; Delta-T Devices Ltd.) ao final do experimento no horério das
9:00am as 10:00am. As avaliagcbes de taxa de transpiracdo (E), e taxa de
assimilacao de CO: (A) foram mensuradas utilizando-se sistema de trocas gasosas
(LCpro, Analytical Development Co., Hoddeston, U.K.), auxiliado por fonte de luz led
com intensidade luminosa de 2.000 umol m2 s,

A densidade estomatica foi verificada usando a técnica da impressdo com
agente adesivo a base de cianoacrilato das faces adaxial e abaxial da epiderme em
laminas de vidro para microscopio e contados utilizando microscopio optico (Martin e
Stimart, 2005).

2.5.3 Estresse oxidativo

2.5.3.1 Peroxidacao lipidica

Foi avaliada através da estimativa da concentracédo de malondialdeido (MDA),
obtida por meio da quantificacdo de substancias reativas ao acido 2-tiobarbiturico
(TBA) (Heath e Parker, 1968). Macerou-se 0,25 g de massa fresca (MF) foliar em
nitrogénio liquido e posteriormente homogeneizou-se em 2 ml acido tricloroacético
(TCA) 0,1% (m/v) e PVPP insoluvel (20%). O produto foi centrifugado a 10000 g por
15 minutos a 4°C. Foram coletados 0,25 ml do sobrenadante e adicionados a 1,0 ml
de TBA 0,5% (preparado em TCA 20%). A mistura foi homogeneizada e os tubos
levados para um banho seco a 90°C por 30 minutos. Apés este intervalo, os tubos
foram imersos em gelo por 10 minutos, e centrifugados a 10000rpm por 5 minutos a
4°C para clarificacdo. A concentracdo de equivalentes de MDA foi determinada em
espectrofotobmetro com leituras a 535 e 600 nm, adotando-se coeficiente de extincédo

molar de 1.55 x 10-5 mol cm™.
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2.5.3.2 H,0O»

O teor de H>O. foi determinado pela reacdo com iodeto de potassio (Kl),
conforme descrito por Alexieva et al. (2001). Macerou-se 0,25g de MF foliar em
nitrogénio liquido, com posterior homogeneizagcdo em 2 mL &cido tricloroacético
(TCA) 0,1% (m/v) e PVPP insoluvel (20%). ApGs isso, a amostra foi centrifugada por
15 minutos a 10000 rpm a 15°C. Transferiu-se 200uL de sobrenadante para um
eppendorf e, em seguida, foram adicionados 200uL de tampé&o fosfato de potassio
(pH 7,0) e 800puL de solucéo de KI 1M. Os eppendorfs permaneceram em gelo, no
escuro, por uma hora. AplOs este intervalo, as amostras foram lidas em
espectrofotbmetro a 390 nm, e os resultados expressos em pmol de H202 g de
MF.

2.5.3.3 Extracéo e determinacéo de proteinas totais

Amostras de 0,5 g de MF de folha foram trituradas em nitrogénio liquido com
pistilo e cadinho resfriados. A amostra triturada foi entdo homogeneizada na
proporcao 1:3 (m/v) em tampédo de extracdo contendo tampéao fosfato de potassio
100mM (pH 7,5), 1ImM de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), DL-ditiotreitol 3
mM e polivinivilpolipirrolidona 5% (m/v). O homogenato foi centrifugado por 30
minutos a 10.000g a 4°C, e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C para
posterior determinacéo de atividade de enzimas. O teor de proteinas foi determinado

utilizando albumina sérica bovina, conforme proposto por Bradford (1976).

2.5.3.4 Superéxido dismutase (EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada em meio de reacdo contendo 15uL de
EDTA 0,1 mM, 971 uL de tampéao fosfato de potassio 50mM (pH 7,5), 19,5uL de
riboflavina 2uM, 94,5 uL de azul de nitrotetrazdlio 0,075mM, 391uL de metionina
50mM e 10uL de extrato enzimatico, totalizando 1,5mL (Giannopolitis e Ries, 1977).
A reacao foi conduzida por 5 minutos em camara de fechada, sob iluminacao de
lampada fluorescente de 15W, a 25°C. A leitura foi realizada em espectrofotébmetro a

560 nm, e os resultados expressos em unidades de SOD mg-1 de proteina.
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2.5.3.4. Ascorbato peroxidase APX (EC 1.11.1.11)

A atividade da APX foi medida espectrofotometricamente em uma reacéo
consistindo em extrato vegetal, tampao fosfato de potassio 80 mM (pH 7,0) contendo
ascorbato 5 mM e EDTA 1 mM (Gratdo et al.,, 2015). A atividade da APX foi
determinada pelo monitoramento da taxa de oxidagdo do ascorbato a 290 nm, a
30°C, durante 60 segundos. Os resultados da atividade da APX foram expressos em

nmol ascorbato e min-1 mg-1 proteina.

2.5.3.5. Atividade da guaiacol peroxidase GPOX (EC 1.11.1.7)

A atividade do guaiacol peroxidase (GPOX) (proteina U g-1 min-1) foi
determinada em uma reacdo contendo o extrato vegetal em tampao fosfato-citrato
(fosfato de soédio dibasico 0,2 M e acido citrico 0,1 M) (pH 5,0) e guaiacol (0,5%). A
mistura foi agitada com a adi¢éo de H20O> e incubada a 30°C por 15 min. A reagéo foi
interrompida com a transferéncia imediata das amostras para um recipiente com
gelo, seguido pela adicdo de solucdo de metabissulfito de sédio (2%) (Monteiro et al.

2011). A absorbancia foi monitorada no comprimento de onda de 450 nm.

2.6 Andlise de crescimento

A area das folhas foi verificada logo apds a colheita usando um medidor de
area foliar (L-3100, Li-Cor, EUA).Ap0s a coleta as plantas foram separadas em raiz e
parte aérea e acondicionadas em sacos de papel para posterior secagem em estufa
de ventilacdo forcada a 65°C até atingirem um peso constante, sendo entéo

mensurada a massa seca.
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2.7 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo software AgroStat (Barbosa e
Maldonado Jr, 2011). Os dados foram submetidos a anélise de variancia pelo teste F
e as diferencas significativas entre os tratamentos foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS

3.1 Pigmentos vegetais

O Al reduziu os teores de Chls a (Fig. 1A), Chls b (Fig. 1B) e Cars (Fig. 1C)
nas plantas jovens de cana-de-acucar. Com a suplementacdo de Si, os efeitos
toxicos de cada concentragdo de Al foram diminuidos. Ainda, nota-se que o Si
apenas provocou menor reducdo dos teores de Chls a e Cars em 20 mg L* de Al,
fato este que ndo ocorreu para Chls b, pois a partir de 10 mg L%, na presenca de Si,
houve maior decréscimo do pigmento. Também, Anths foram reduzidas pelo Al (Fig.
1D), porém as plantas ndo estressadas (0 mg L' de Al) também mostraram menor
teores de Anths. A suplementacdo de Si aumentou os teores destes pigmentos em
todas as concentracdes de Al, inclusive nas plantas ndo estressadas. Os teores de
pigmentos vegetais da cv. CTC9002 foram mais reduzidos pelo Al que a cv.
CTC9003 (Fig. 1E-1H)
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Figura 1: Teor de clorofila a (A), clorofila b (B), carotenoides (C) e antocianinas (D)
de plantas jovens de cana-de-acucar sob concentragbes de Al, na auséncia e
presenca de Si. Teor de clorofila a (E), clorofila b (F) e carotenoides (G) e
antocianinas (H) de cada cultivar sob concentracfes de Al. Barras mostram erro
padrdo de média (n = 4). Letras mailsculas iguais na concentracdo de Al e letra
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minuscula iguais entre as concentracdes de Al ndo mostram diferenca pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. MF= Massa fresca.

3.2 Trocas gasosas e densidade estomética

Os efeitos toxicos do Al reduziram drasticamente gs e A e com a
suplementacdo de Si estes efeitos foram mitigados em cada concentracdo de Al
(Fig. 2A e 2F). Ainda, verificou-se que, conforme o aumento das concentragdes de
Al, houve diminuicéo significativa de gs e A e, que com a suplementacéo de Si, esta
diminuig&o foi menor (Fig. 2A e 2F). Para E ndo houve interagao significativa entre A
e Si porém, foi possivel observar que o aumento das concentra¢des de Al diminuiu a
E e que plantas suplementadas com Si tem uma E maior do que plantas nao
suplementadas (figura 2C e 2D).

Na comparagdo das cultivares, os resultados de gs e A (Fig. 2B e 2G)
mostraram que a cv. CTC9002 foi mais afetada pelo Al que cv. CTC9003. Embora os
resultados de gs da cv. CTC9002 tenham sido menores em plantas nao estressadas
comparando-se com a cv. cv. CTC9003 (Fig. 2D), isto néo parece ter influenciado a
assimilacao de carbono (A), pois os resultados foram semelhantes estatisticamente
em ambas cultivares. Para a E embora ndo houve interacdo significativa entre Al e

cultivares a CTC9003 apresentou maior E quando comparada com a CTC9002.
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Figura 2: Condutancia estomatica (gs) (A), Taxa transpiratoria (E) (B), Assimilacdo
de CO2 (A) (C) de plantas jovens de cana-de-acucar sob concentracdes de Al, na
auséncia e presenca de Si. gs (D), E (E), A (F) de cada cultivar sob concentracdes
de Al. Barras mostram erro padrdo de média (n = 4). Letras maiGsculas iguais na concentracéo de
Al, letras mindsculas iguais entre as concentracdes de Al, letras mailsculas iguais em B) nas

avaliagbes de 10, 15 e 20 dias entre auséncia e presenca de Si e letras mailsculas iguais em E)
entre as cultivares ndo mostram diferenca pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Todas as concentracdes de Al reduziram significativamente a densidade
estomatica da face adaxial (Fig. 3A) e da face abaxial (Fig. 3B) das plantas jovens
de cana-de-acucar. A suplementacdo de Si causou uma menor reducdo da
densidade estomatica em ambas as faces foliares (Fig. 3A e 3B), revertendo o
impacto da toxicidade do Al no nimero de estbmatos por unidade de area foliar.
Inclusive, o Si também causou aumento da densidade estomatica nas plantas de
cana-de-acucar ndo estressadas (Fig. 3A e 3B).
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Considerando as cultivares, os mesmos resultados podem ser observados,
evidenciando que na face adaxial (Fig. 3b) a cv. CTC9003 apresentou maior
densidade estomatica que a cv. CTC9002 desde a concentragdo de 0 mg L de Al
Para a face abaxial (Fig. 3D e 3E), ndo foi possivel observar interacdo significativa
entre Al e cultivar, porém é possivel observar que o Al diminui a densidade
estomatica da parte abaxial e que a CTC9003 apresentou maior densidade
estomatica na parte abaxial diferindo significativamente da CTC9002
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Figura 3: Estdmatos da parte adaxial (A) e da parte abaxial (B), de plantas jovens
de cana-de-acucar sob concentracbes de Al, na auséncia e presenca de Si.
Estbmatos da parte adaxial (C) e da parte abaxial (D), de cada cultivar sob

concentracfes de Al. Barras mostram erro padrdo de média (n = 4). Letras mailsculas iguais na
concentracdo de Al, letra mindscula iguais entre as concentracdes de Al e letras mailsculas iguais
em D) entre as cultivares ndo mostram diferenca pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.3 Estresse oxidativo

3.3.1. Conteudo de H20: e peroxidagéo lipidica

Os efeitos da toxicidade de Al na parte aérea (Fig. 4A e 4B) e nas raizes (Fig.
4C e 4D) provocaram aumento da peroxidacdo lipidica, com aumento do H20O; e
MDA (Fig. 4A-4D). Na parte aérea, o aumento do H>O, ocorreu a partir da
concentracdo de 15 mg L* Al, mas nas raizes o aumento ocorreu a partir da

concentracdo de 10 mg L Al (Fig. 4C), indicando que houve maior peroxidacéo
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lipidica nas raizes. Ja os efeitos toxicos do Al no incremento do MDA ocorreram a
partir de 15 mg L Al, tanto na parte aérea (Fig. 4B) quanto nas raizes (Fig. 4D). A
presenca de Si causou significativa reducdo da peroxidacéao lipidica pois, tanto na
parte aérea quanto nas raizes sob toxicidade de Al, o aumento de H>O> e MDA foi
menor na presenca de Si (Fig. 4A-4D). De fato, embora o conteudo de H>02 e MDA
tenha aumentado com o aumento das concentracbes de Al, as plantas que
receberam Si tiveram um menor aumento comparadas com as plantas que néao
receberam Si.

Comparando as cultivares, os resultados revelaram que, sob efeito toxico de
15 e 20 mg Lt de Al na parte aérea houve incremento de H202 na cv. CTC9003 (Fig.
4E), mas MDA foi menor na concentragdo de 20 mg L* de Al (Fig. 4F). Em
contrapartida, nesta concentragdo de Al houve aumento do MDA na cv. CTC9003
(Fig. 4F). Nas raizes, apenas na concentracdo de 20 mg L* de Al mostrou diferenca
significativa para H.O> e MDA, com menor conteudo para a cv. CTC9003 (Fig. 4G e
4H).
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Figura 4: Peroxido de hidrogénio (H202) e acido malonaldeido (MDA) da parte
aérea (A e B) e das raizes (C e D) de plantas jovens de cana-de-agucar sob
concentragdes de Al, na auséncia e presenca de Si. Peroxido de hidrogénio (H202)
e acido malonaldeido (MDA) da parte aérea (E e F) e das raizes (G e H) de cada
cultivar sob concentragbes de Al. Barras mostram erro padrdo de média (n = 4). Letras
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maiulsculas iguais na concentracédo de Al e letra mindscula iguais entre as concentragfes de Al ndo
mostram diferenca pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.3.2. Atividade SOD (EC 1.15.1.1)

Verificou-se que, somente a concentracdo de 20mg L Al reduziu atividade
antioxidante da SOD na parte aérea (Fig. 5A) e nas raizes (Fig. 5B). Conforme
houve aumento das concentra¢cfes de Al, a atividade da SOD foi reduzida na parte
aérea (Fig. 5A) e nas raizes (Fig. 5B), mas os efeitos do Al nas raizes foram mais
drasticos, pela menor atividade da SOD que na parte aérea (Fig. 5A e 5B). A
suplementacao de Si reverteu o efeito do Al na SOD, tanto na parte aérea (Fig. 5A)
guanto nas raizes (Fig. 5B). Em ambas as partes das plantas, a atividade da SOD foi
incrementada na presenca de Si em plantas sob 20 mg Lt de Al (Fig. 5A e 5B).

Em todas as concentracbes de Al houve maior atividade da SOD na parte
aérea da cv. CTC9003 (Fig. 5C) que na cv. CTC9002. Nas raizes (Fig. 5D), também
houve aumento da SOD nas concentragées de 10 e 15 mg L™ para a cv. CTC9003,
porém a atividade da SOD néo apresentou diferenca significativa entre as cultivares
guando ambas estavam na concentracdo de 20 mg L' de Al Entre as
concentragcfes de Al a cv. CTC9003 foi a que apresentou uma maior atividade da
SOD tanto na parte aérea (Fig. 5C) quanto nas raizes (Fig. 5D) quando comparada
com a cv. CTC9002.
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Figura 5: Atividade especifica da dismutase do superoxido (SOD) (A) e (B) em
plantas jovens de cana-de-agucar sob concentracdes de Al, na auséncia e presenca

de Si e (C) e (D) de cada cultivar sob concentractes de Al. Barras mostram erro padréo
de média (n = 4). Letras mailsculas iguais na concentracéo de Al e letra mindscula iguais entre as
concentracfes de Al ndo mostram diferenca pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

3.3.3 Atividade de APX (EC 1.11.1.11)

A suplementacao de Si incrementou a atividade antioxidante da APX na parte
aérea em todas as concentracdes de Al, de 10 mg L* a 20 mg L (Fig. 6A). Nas
raizes, a suplementacdo de Si incrementou a atividade antioxidante da APX em 15
mg L? e 20 mg L de Al (Fig. 6B), indicando que o Si ndo combateu os efeitos
toxicos do Al na concentracdo de 10 mg L reduzindo o estresse oxidativo pela APX.
Na comparacdo das cultivares, verificou-se que a atividade antioxidante da APX na
parte aérea foi maior para a cv. CTC9002 em 10 mg L* e 15 mg L* de Al (Fig. 6C).
J& nas raizes (Fig. 6D), a cv. CTC9003 apresentou maior atividade antioxidante da

APX em todas as concentracdes de Al. De toda forma, conforme houve aumento das
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concentracfes de Al houve reducao significativa da APX tanto na parte aérea (Fig.

6C) quanto na raiz (Fig. 6D) de ambas as cultivares.
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Figura 6: Atividade especifica peroxidasse do ascorbato (APX) (A) e (B) em plantas
jovens de cana-de-acucar sob concentracdes de Al, na auséncia e presenca de Si e

(C) e (D) de cada cultivar sob concentracdes de Al. Barras mostram erro padrdo de média
(n = 4). Letras mailsculas iguais na concentracdo de Al e letra minlscula iguais entre as
concentracdes de Al ndo mostram diferenca pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.3.4 Atividade da GPOX (EC 1.11.1.7)

A suplementacdo de Si incrementou a atividade antioxidante da GPOX na
parte aérea em 15 mg L-1 e 20 mg L-1 de Al (Fig. 7A), indicando que o Si nédo
combateu os efeitos toxicos do Al na concentracdo de 10 mg L-1 de Al reduzindo o
estresse oxidativo pela GPOX. Nas raizes, a suplementacdo de Si incrementou a
atividade antioxidante da APX em 10 mg L-1 e 20 mg L-1 de Al (Fig. 7D), indicando
gue o Si ndo combateu os efeitos téxicos do Al na concentracdo de 15 mg L-1 de Al
reduzindo o estresse oxidativo pela GPOX. Na comparacao das cultivares quanto a

parte aérea (Fig. 7B e 7C) ndo houve interagdo significativa. Ja nas raizes,
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considerando cada concentragdo de Al, ndo houve diferenga significativa da GPOX
para ambas as cultivares na presenca ou auséncia de Si (Fig. 7E). Conforme houve
aumento das concentracdes de Al houve aumento da atividade da GPOX, com ou
sem Si, e houve um aumento da atividade da GPOX Si (Fig. 7D).
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Figura 7: Atividade especifica da guaiacol peroxidase (GPOX) (A) e (B) em plantas
jovens de cana-de-acucar sob concentracdes de Al, na auséncia e presenca de Si e

(B) e (D) de cada cultivar sob concentracdes de Al. Barras mostram erro padrdo de média
(n = 4). Letras mailsculas iguais na concentracdo de Al e letra minlscula iguais entre as
concentracdes de Al ndo mostram diferenca pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.4 Crescimento

Todas as concentracdes de Al reduziram a massa seca da parte aérea (Fig.
8A), das raizes (Fig. 8B) e a éarea foliar (Fig. 8C). A suplementacdo de Si reverteu
estes efeitos, indicando maior crescimento das plantas estressadas (Fig. 8A-8C).
Conforme o aumento das concentracdes de Al, as plantas suplementadas com Si
tiveram menor decréscimo do crescimento do que as plantas sem Si (Fig. 8A-8C).
Na comparacdo das cultivares (Fig. 8F e 8G), ndo houve interacao significativa,

porém, a cultivar mostrou diferenca significativa, indicando maior massa seca tanto
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da parte aérea quanto nas raizes para a CTC9003. A é&rea foliar da cv. CTC 9003 foi

menos afetada em cada concentracéo de Al que a cv. CTC9002 (Fig. 8F).
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Figura 8: Crescimento (Massa seca da parte aérea (A), raiz (B) e area foliar (C)) de
plantas jovens de cana-de-aglcar sob concentracdes de Al, na auséncia e presenca
de Si e Crescimento (Massa seca da parte aérea (D), raiz (E) e area foliar (F)) de

cada cultivar sob concentraces de Al. Barras mostram erro padrdo de média (n = 4). Letras
maiulsculas iguais na concentracdo de Al, letra minUscula iguais entre as concentraces de Al e letras
maiulsculas iguais em D) e E) entre as cultivares ndo mostram diferenca pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

4. DISCUSSAO

Os estresses abidticos impactam negativamente cada vez mais a
produtividade agricola e, consequentemente, a busca por substancias que atenuem
os efeitos deletérios nas plantas vém se consolidando em muitos estudos nas
Ultimas décadas. O Si esta entre as substancias atenuadoras promissora no

combate aos varios estresses abidticos que vém sendo propostas para uso no
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campo. Neste trabalho estudamos alguns atributos bioquimicos e fisiolégicos de
plantas jovens de cana-de-acUcar sob estresse de Al e as respostas da
suplementacao de Si em cultivo hidropdnico.

Verificamos que as respostas positivas da suplementacdo de Si nos teores de
pigmentos vegetais, nas trocas gasosas, na densidade estomética e no estresse
oxidativo em plantas estressadas com Al podem ter contribuido para a melhora do
crescimento. De fato, os pigmentos vegetais sdo considerados biomarcadores dos
estresses nas plantas e, principalmente, aqueles que atuam na fotossintese como as
Chls a Chis b e Cars sinalizam se as plantas serdo produtivas sob condi¢des
adversas do ambiente. Nosso estudo revelou que nas plantas estressadas pelo Al
houve decréscimo acentuado destes pigmentos (Fig. 1A-1C). Estes resultados sao
corroborados por Lazarevic, et al. (2014) e Dorneles et al. (2019) que relataram uma
reducdo no teor de clorofila a clorofila b e carotenoides em pepino e batata,
respectivamente, na presenca de Al. Segundo Dorneles et al. (2019), esta reducéo
no teor de pigmentos em plantas sob estresse de Al ocorre porque os efeitos toxicos
atuam na inibicdo de enzimas relacionadas com a sintese destes pigmentos.
Lazarevic, et al. (2014) ressaltaram que a reducéo dos teores de clorofilas pode ser
atribuida ao estresse oxidativo induzido por Al, que aumenta a producdo de ERO
levando a peroxidacéo lipidica e resultando na degradacdo das membranas dos
tilacoides, onde estes pigmentos estdo afixados para a coleta de luz e conversdo em
reacdes fotoquimicas.

O aumento da peroxidagéo lipidica (H202 e MDA) nas plantas estressadas
pelo Al (Fig. 4A-4D) mostram que isto pode ter ocorrido para Chl a Chl b e Cars que
estdo afixadas nas membranas tilacoidiais. Nossas avaliacdes de Anths, revelaram
gue conforme houve aumento do estresse por Al houve reducdo deste pigmento.
Provavelmente estes pigmentos tenham sido afetados mais pelos efeitos deletérios
do Al na biossintese do que na degradacdo da membrana tilacoidial, ja& que séo
pigmentos hidrossollveis e localizados, principalmente, no vacuolo celular (Chalker-
Scott, 1999). De fato, Winkel-Shirley (2002), verificaram que a toxicidade de Al
limitou a biossintese de Anths, inibindo o acimulo deste pigmento.

A suplementacdo de Si (2,0 mmol L) utilizada no presente estudo causou

menor decréscimo nos teores de pigmentos, Chl a Chl b e Cars de plantas jovens de
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cana-de-acUcar sob toxicidade de Al (Fig. 1A-1C). Em feijdo caupi sob toxicidade do
Al e suplementacdo de Si, Jesus et al. (2017) verificaram resposta semelhante,
evidenciando que o Si reduziu as ERO no tecido foliar, melhorando a biossintese
dos pigmentos fotossintéticos e promovendo impacto positivo no aparato
fotossintético. Embora alguns autores tenham relatado os efeitos positivos da adicédo
do Si nos teores de Anths em plantas sob estresses abioticos (Kim et al., 2017;
Hussain et al., 2019), nossos resultadosrevelaram que nao se pode afirmar que o Si
aumentou os teores destes pigmentos por causa do estresse, jA que mesmo nas
plantas néo estressadas (0 mgL* de Al) houve um aumento significativo dos teores
de Anths (Fig. 1D).

A drastica reducao das trocas gasosas gs, E e A nas plantas estressadas por
Al estudadas (Fig. 2A-2C) pode indicar relagbes diretas com a absorcdo de agua
pelas raizes, com a perda do vapor de agua nas folhas e sequestro de CO., pois E e
A sao dependente de gs .Além disso, , pode-se afirmar que os resultados de gs
foram menores devido ao aumento da resisténcia estomatica nas plantas
estressadas, uma vez que o Al deve ter promovido menor absorcéo de agua, devido
aosefeitos deletérios causados no sistema radicular das plantas(Horst et al., 2010;
Silva, 2012; Baluska e Mancuso, 2013; Emamverdian et al., 2015; Hodson e Evans,
2020). Os movimentos de abertura estomatica que determinam a gs dependem,
sobretudo, da turgidez das células guardas, pois a entrada de agua livre (W) nos
estbmatos depende da maior hidratacdo do tecido foliar. Se a hidratacdo deste
tecido for reduzida (menor W), ocorre menor entrada de agua nos estdématos e,
entdo, qualquer fator que restrinja a absorcdo de agua para a planta ira contribuir
para a reducédo de gs, i.e., menor abertura dos estdmatos. Isto se reflete na perda de
vapor de agua, E, que também foi reduzida, menor gs (Fig. 2A) e menor E (Fig. B),
gue nada mais € do que a transpiracdo. Esta estratégia das plantas em reduzir os
efeitos da desidratacdo frente a menor absor¢cdo de agua conduz a flacidez dos
estbmatos e, por fim, ao fechamento estomatico. Isto pode ser considerado, um fator
benéfico, mas implica em menor entrada de CO. atmosférico para fotossintese.
Neste caso, os efeitos do Al na reducédo de A de plantas jovens de cana-de-acucar
(Fig. 2C) pode ter levado a uma consequéncia mais drastica nas plantas afetadas

pelo Al, que é o comprometimento de todo processo fotossintético. Segundo Jiang et
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al. (2008) a interferéncia negativa da toxicidade do Al no sistema fotossintético
provoca reducao do transporte de elétrons, o que que interfere na capacidade redox,
conduzindo ao desequilibrio da oxirreducdo tdo necessaria para as etapas
fotoquimica e redutivas do CO.. Em plantas suplementadas com Si, estes efeitos do
Al foram revertidos, mostrando que a presenca de Si causou menor reducao de gs,
E e A (Fig. 2A-2C).

A atenuacao do estresse por Al pelo Si pode estar relacionada a fungéao do Si
em bloquear a intensificacdo dos efeitos deletérios do Al nas raizes, o que
melhoraria a absorcdo de agua e a hidratacdo das folhas. Muitos estudos nas
Ultimas décadas apontam para o papel do Si na melhora da toxicidade do Al nas
raizes (Cocker et al., 1998; Yamamoto et al., 2001; Wang et al., 2004; Singh et al.,
2011; Lima et al., 2016; Jesus et al., 2017; Pontigo et al., 2017; Dorneles et al.,
2019; Hudson e Evans, 2020). Com isso, 0 crescimento da planta ndo é afetado,
como observou-se nesse estudo em que houve uma menor redugéo do crescimento
das raizes e da parte aérea em plantas estressadas com adicdo de Si (Fig. 8A-8C).
Como o crescimento também é dependente da capacidade fotossintética do vegetal
(A), a atenuacdo do Si aos efeitos toxicos do Al nos teores dos pigmentos
fotossintéticos, Chls a e b e Cars, evidenciados em neste trabalho (Fig. 1A-1C),
também deve ter contribuido para estes resultados de crescimento. Gong et al.
(2005) observaram aumento da capacidade fotossintética em plantas de trigo sob
estresse hidrico tratadas com Si. Ainda, o aumento da area foliar (Fig. 8C) pode ter
sido fundamental para o0 aumento das trocas gasosas pois, de acordo com Wan et
al. (2019), a suplementacdo de Si em plantas de arroz proporciona uma melhor
arquitetura foliar, permitindo melhor absor¢do de luz e aumento da taxa
fotossintética. Outro fato a ser considerado, € a maior densidade estomética
proporcionada pelo Si nas plantas de cana estressadas pelo Al (Fig. 2A e 2B), o que
também pode ter contribuido para a melhoria de A e crescimento. De acordo com
Gao et al. (2006), o Si causa incremento na densidade estomatica em plantas de
milho sob estresse hidrico, o que permite melhor regulacéo do transporte de agua e
da transpiracdo. Porém, ndo foram encontrados estudos de densidade estomatica

em plantas sob estresse de Al e suplementadas com Si.
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Os estresses abioticos induzem ao estresse oxidativo nos tecidos dos vegetais. A
ligacdo do Al nas biomembranas conduz a rigidificacdo, o que parece facilitar as
reacdes em cadeia radical por ions ferro (Fe) e aumentar a peroxidacdo de lipidios
(Yamamoto et al., 2001; Guo et al., 2012; Nogueirol et al., 2015). Ainda, a maior
producédo de ERO em plantas sob estresse de Al, se deve ao fato de os metais
atuarem como catalisadores na producdo de ERO e induzir ao dano oxidativo em
plantas (Silva, 2012). O estresse oxidativo nas plantas jovens de cana-de-acucar foi
verificado pela peroxidagéo lipidica (H202 e MDA) e pela atividade das enzimas
antioxidantes (SOD, APX e GPOX). Considerando os resultados obtidos na parte
aérea e nas raizes das plantas estressadas de ambas cultivares, verificou-se que, 0s
efeitos toxicos do Al na peroxidacéo lipidica foram similares em ambas as partes
(4A-4D). Contudo, o sistema de defesa ao estresse pelas enzimas antioxidantes
evidenciou que o estresse oxidativo foi sempre mais pronunciado nas raizes (5B, 6B
e 7B) do que na parte aérea (5A, 6A e 7A). De acordo com Vitorello et al. (2005),
devido o maior acumulo de Al em raizes, os efeitos do Al sdo mais intensos nesta
parte da planta, podendo se estender para outras partes posteriormente. Nossos
resultados evidenciam que a atividade antioxidante das enzimas estudadas foi ora
inibida, ora estimuladas. De fato, a atividade antioxidante da SOD na parte aérea foi
inibida na maior concentracdo de Al estudada, 20 mg L' (Fig. 5A) quando
comparada ao tratamento controle (0,0 mgL™' de Al). De acordo diversos estudos,
elevadas concentracfes de Al podem inibir a atividade antioxidante das enzimas
(Pereira et al., 2010; Inostroza-Blancheteau et al., 2011; Nars et al., 2011; Ribeiro et
al., 2012). Ja nas raizes, a inibicdo da atividade da SOD ocorreu a partir de 15 mg L
1 (Fig. 5B) corroborando com os estudos de Vitorello et al. (2005) e Emamverdiam et
al. (2015) que afirmam que os efeitos fitotoxicos sdo mais intensos nas raizes devido
0 maior acumulo de Al. Ainda, Dorneles et al. (2019) salientam que a enzima SOD
requer ions metalicos como Fe, Mn, Zn e Cu, e que o Al pode interferir na
absorcaol/ligacédo destes ions ao sitio ativo da enzima. Também, a maior inibicdo da
APX ocorreu na parte aérea (Fig. 6A) do que nas raizes (6B), indicando que esta
enzima foi mais responsiva aos danos oxidativos ocorridos nas raizes. Sob
toxicidade de Al, houve inibicdo da APX na parte aérea de plantas de arroz (Sharma

e Dubey, 2007) e nas raizes de trigo (Nars et al., 2011). Estes resultados
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contraditérios podem ser explicados pelos relatos de Zhu et al. (2014) e Anjum et al.
(2016), os quais ressaltam que estresses por diferentes metais, como Cd, Cr, e Al,
podem causar inibicdo ou ativacdo na APX no sistema de defesa e isto depende do
tipo do metal, das concentracdes, do tempo de exposicao, das espécies e gendtipos.

Embora Giannakoula et al. (2010) tenham salientado que diversas pesquisas
tém mostrado que o estresse por Al pode aumentar a producdo de ERO e ativar
diversas enzimas antioxidantes nas células vegetais, nosso estudo revelou que
dentre as enzimas estudadas, apenas a GPOX teve a atividade incrementada pelo
Al, tanto na parte aérea quanto nas raizes das plantas estressadas (Fig. 7A e 7B).
Neste caso, confirma-se que 0 estressor ativa a defesa antioxidante, no caso a
enzima GPOX, como estratégia aos efeitos tdxicos proporcionados. A menor
atividade antioxidante da GPOX em plantas ndo estressadas e a maior atividade em
todas as concentracbes de Al na parte aérea e raizes indicam que esta enzima
combateu o estresse oxidativo provocado pelo Al nas plantas jovens de cana-de-
acucar.

Com a suplementacdo de Si houve reducdo da peroxidacdo lipidica, com
menor producdo de H>O. e de MDA, tanto nas raizes quanto na parte aérea (Fig.
4A-4D). A atenuacdo do Si aos danos causados pelo Al na membrana celular é
devida o Si atuar em vias metabodlicas que removam mais radicais de oxigénio,
neutralizando o0s impactos negativos deste estresse na peroxidacdo lipidica
(Shahnaz et al., 2011; Dorneles et al., 2019). Aléem disso, o Si previne a deterioracéo
estrutural e funcional da permeabilidade da membrana e estimula vias antioxidantes
contra os danos oxidativos causado pela toxicidade do Al (Lima et al., 2016). Muitos
autores salientam que, a ativacdo do sistema antioxidante enzimatico e nao
enzimatico pelo Si causa reducdo da peroxidacdo de lipidios de membrana em
plantas sob toxicidade de Al (Gionco e Bohen, 2011; Shen, et al., 2014; Vega et al.,
2019), o que pode ser constatado em nossos resultados, em que houve menor
peroxidacéo lipidica nas plantas sob Al e suplementadas com Si (Fig. 4A-4D). Ainda,
o0 Si aumentou significativamente a atividade do sistema antioxidante enzimético,
SOD (Fig. 5A e 5B), APX (Fig. 6A e 6B) e GPOX (Fig. 7A e 7B). Isto é muito
interessante, porque SOD e APX tiveram a atividade inibida pelo Al e o Si atenuou o

estresse disparando a atividade antioxidante destas enzimas. A GPOX, que ja
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estava tendo maior atividade antioxidante frente ao estressor, foi potencializada pelo
Si que incrementou ainda mais a atividade antioxidante. Em batatas sob estresse de
Al e suplementacéo de Si, Dorneles et al., (2019) verificaram ativacdo do sistema
antioxidante da GPOX e da SOD, evidenciando que os efeitos atenuantes do Si nas
plantas de cana-de-acgUcar estressadas pelo Al observados em nosso trabalho,
principalmente com relagdo ao aumento da SOD, uma vez que estas enzimas
constituem a primeira linha de defesa contra as ERO e aumento da atividade tem
sido identificado como indicador das atividades redox em plantas sob estresse de Al
(Giannakoula et al., 2010). Segundo Shen et al. (2014) a aplicacao de Si melhorou a
atividade da APX em plantas de amendoim sob condi¢cédo de estresse por Al, o que
corrobora com os dados apresentados.

O crescimento de ambas as cultivares sob estresse do Al foi melhorado pela
suplementacao de Si (Fig.8A-8C). Estes resultados, evidenciam que o efeito positivo
da suplementacdo de Si combateu os efeitos toxicos do Al nas plantas jovens de
cana-de-acucar. O acentuado aumento da parte aérea (Fig. 8A), raizes (Fig. 8B) e
area foliar (Fig. 8C) nas plantas sob Al e com S, foi reflexo do aumento dos teores
de pigmentos vegetais, das trocas gasosas, da reducéao das ERO pela diminuicdo da
peroxidacéo lipidica e do estresse oxidativo pela ativacdo da SOD, APX e GPOX.

Outras rotas do metabolismo vegetal, ndo estudadas no presente trabalho
podem estar envolvidas na melhora do estresse por Al pela adicdo de Si, mas
nossos resultados mostraram que as avaliagdes realizadas foram significativas para
evidenciar os efeitos positivos do Si em plantas jovens de cana-de-acucar sob Al.

Todos os parametros bioquimicos e fisioldgicos estudados foram superiores
na cv. CTC9003 em comparagcao com a cv. CTC9002, indicando que cv. CTC9003 &
menos sensivel aos efeitos toxicos do Al na cv. CTC9003.

Futuros estudos em outras cultivares de cana-de-acucar avaliando diferentes
rotas metabdlicas sdo necessarios para maior entendimento das respostas da
atenuacdo do Si na toxicidade de Al. Além disto, nossos resultados foram obtidos
em cultivo hidropbénico e um estudo com as respostas do cultivo em campo seréo
relevantes e necessarias para estabelecermos uma comparacéo visando a melhor

produtividade da cultura em solos acidos, como o ambiente de cerrado.
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5. CONCLUSAO

A toxicidade do Al causou reducdo dos teores de pigmentos vegetais, das
trocas gasosas, da densidade estomatica e aumento do estresse oxidativo, pela
maior peroxidacao lipidica e menor a atividade antioxidante da SOD e APX.

A atividade antioxidante da GPOX foi incrementada nas plantas sob Al,
podendo ser indicadora do estresse por Al.

A suplementacédo de Si atenuou os efeitos de deletérios do Al pelo incremento
dos teores de Chl a, b e Cars, das trocas gasosas, da densidade estomatica e
reducdo do estresse oxidativo pela menor peroxidacdo lipidica e maior a atividade
antioxidante da SOD, APX e GPOX.

A cv. CTC9003 é menos sensivel a toxicidade de Al que a cv. CTC9002. A

suplementacao de Si proporcionou atenuagdo em ambas cultivares.
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CAPITULO 3 - SILICIO ATENUA A TOXICIDADE DE ALUMINIO, MELHORANDO O
ACUMULQ DE LIGNINA, NUTRIENTES E A EFICIENCIA DE
UTILIZACAO EM PLANTAS DE CANA-DE-ACUCAR

Resumo: O silicio (Si) € um elemento utilizado para atenuar a toxicidade de Al nas
plantas. No entanto, os mecanismos envolvidos na atenuagdo deste estresse em
plantas de cana-de-aclcar ndo sdo totalmente compreendidos. Diante disto, este
estudo teve por objetivo verificar o efeito atenuador do Si em plantas jovens de
cana-de-acUcar sob toxicidade de Al. O experimento foi montado em blocos
casualizados em esquema fatorial 4X2X2, com quatro repeticdes. Os tratamentos
foram 0, 10, 15 e 20 mg L™ de Al, na forma de Alx(S04)3.18H20, e a auséncia e
presenca (2,0 mmol L™) de Si na forma de K»SiOs em duas cultivares de cana-de-
acucar (CTC9003 e CTC9002). Acumulo e eficiencia de uso de macro e
micronutrientes, teor de lignina e massa vegetal foram avaliados. Nossos resultados
evidenciaram que as duas cultivares de cana-de-acucar sdo sensiveis aos danos da
toxicidade de Al. Isso foi evidenciado pelo alto acimulo de Al nas raizes e na parte
aérea, 0 que causou um distarbio nutricional e afetou o crescimento das plantas.
Nossa pesquisa sugere que o Si induziu tolerancia a toxicidade de Al pela
diminuicdo do acumulo na planta, a partir do aumento de lignina resultando em
maior acumulo e eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes. Com isso, favoreceu a

producdo da massa seca da parte aérea de ambas as cultivares da cana-de-acucar.

Palavra-chave: estresse abiodtico, elemento benéfico, macronutrientes,

micronutrientes, Saccharum spp.
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CHAPTER 3 - SILICON ATTENUATES ALUMINUM TOXICITY, IMPROVING
LIGNIN CONTENT, NUTRIENTS AND EFFICIENCY OF USE IN
SUGARCANE PLANTS
ABSTRACT - Silicon (Si) is an element used to alleviate the Al toxicity in plants.
However, the mechanisms involved in alleviating this stress in sugarcane plants are
not completely understood. Therefore, this study aimed to verify the attenuating
effect of Si in young sugar cane plants in Al toxicity. The experiment was performed
using two sugarcane cultivars (CTC9003 e CTC9002) under four concentrations of Al
(0, 10, 15 e 20 mg L-1 Al2(S0O4)3.18H20) in the absence and presence of Si
application (0 and Si 2,0 mmol L-1 K2SiO3). The accumulation and efficiency of
macronutrients and micronutrients, lignin content and plant biomass were
determined. Our results showed that the two sugarcane cultivars were sensitive to Al
toxicity damage. This was evidenced by the high Al accumulation in roots and shots,
which caused nutritional disturbance and affected the plant growth. Our research
suggests that Si induced tolerance to Al toxicity by decreasing Al in the plant, through
an increased lignin content resulting in greater accumulation and efficiency of nutrient
use. Hence, it contributed to the dry biomass production from the shoot of sugar cane

cultivars.

Keywords: abiotic stress, beneficial element, macronutrients, micronutrients,

Saccharum spp.



69

1. INTRODUCAO

O Al esta presente em cerca de 40% dos solos araveis em todo o mundo, o
gue o torna um problema agronémico de ambito global para a producdo agricola
(Bian et al., 2013; Sade et al., 2016; Singh et al., 2017). Nos solos acidos (pH < 5,0)
predominam as formas Al [(H20)6]** ou AI**, que mesmo em quantidades muito
baixas, sdo toxicas para a maioria das espécies vegetais, incluindo a cana-de-
acucar (Silva et al., 2019) As plantas cultivadas nestes solos, mesmo em condi¢des
adequadas de nutrientes, ndo atingem produtividade o6tima devido aos disturbios
estruturais no sistema radicular (Arunakumara et al., 2013; Emamverdian et al.,
2015; Silva, 2012).

A toxicidade de AIP* induz desequilibrios nutricionais favorecendo a
deficiéncia dos nutrientes nas plantas, tais como, nitrogénio (N), fosforo (P), calcio
(Ca), magneésio (Mg), potassio (K), manganés (Mn), ferro (Fe), zinco (Zn), boro (B) e
molibdénio (Mo). Isto ocorre devido a interferéncia do Al nos processos de absorcéo
e utilizacdo destes nutrientes pelas plantas (Panda e Baluska, 2015; Rahman et al.,
2018; Silva, 2012).

O silicio (Si) vem sendo utilizado na atenuacao de varios estresses abibticos
(Adrees et al., 2015; Etesami e Jeong, 2018), incluindo a toxicidade por Al como em
arroz (Freitas et al., 2017; Singh et al., 2011), sorgo (Kopittke et al., 2017) e milho
(Sousa et al., 2019). A funcéo do Si no aumento da tolerancia ao Al em pesquisas
anteriores inclui a diminuicdo da absorcédo e translocacao de Al, devido a formacéo
de complexos de aluminossilicato biologicamente inativos (Al-Si) no meio externo e
interno das raizes (Cocker et al., 1998; Wang et al., 2004; Kopittke et al., 2017; Qian

et al., 2019). Também, estudos comprovaram que o Si pode atenuar a toxicidade de
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Al devido ao aumento da absor¢cao de nutrientes (Hodson e Evans, 2020; Kostic et
al., 2017; Singh et al., 2011), e da eficiéncia nutricional (Alsaeedi et al., 2019; Calero
et al., 2019). Outro fator muito importante é a funcdo do Si no aumento da producéo
de compostos fendlicos (Mendonca et al., 2013) e da lignina (Suzuki et al., 2012).
Isto € importante porque alguns compostos fendélicos podem formar complexos
estaveis com o AI**, contribuindo para a desintoxicacdo nos tecidos (Barceld et al.,
2002). A lignina, por exemplo, contribui para a reducédo dos danos causados pelo
Al*3devido ao consumo de compostos fendlicos durante a deposicdo na parede
celular (Sasaki et al., 1996).

Existem relatos sobre a eficacia da aplicacdo de Si na atenuacdo da
toxicidade de Al, que foram demonstradas em estudos anteriores em plantas de
trigo, milho e arroz (Cocker et al., 1998, Wang et al. 2004, Qian et al., 2019; Singh et
al., 2011), mas ndo héa informacdes para a cana-de-agucar

A cultura da cana-de-acucar tem alta capacidade de absorcdo de Si, e isso
pode ser um indicador que esse elemento benéfico pode promover a atenuacao da
toxicidade de Al. Este fato € importante porque a cultura é cultivada em diferentes
regides tropicais com predominio de solos acidos com alto teor de Al trocavel
(Castanho e Souto, 2014; Geraldo Oliveira et al., 2014).

Assim, tendo como hipo6tese que a aplicacdo de Si atenua a toxicidade de Al,
no presente estudo foi verificado em duas cultivares de cana-de-acucar (CTC9002 e
CTC9003) se o Si mitiga este estresse pelo aumento dos teores de lignina e pela
reducdo da absorcdo de Al, a qual favorece a absorcéo e a eficiéncia de uso dos

macronutrientes e micronutrientes.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Condigdes de cultivo e material vegetal

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual Paulista "Jalio de
Mesquita Filho" (UNESP) em estufa de vidro. As plantas foram mantidas a uma
temperatura de 28,6 + 2,7°C e uma umidade relativa de 60,0% * 15%.

Foram utilizadas plantas jovens de cana-de-aclcar, cv. CTC9002 e cv.
CTC9003, primeiras cultivares desenvolvidas, especificamente, para o plantio no
Cerrado Brasileiro (Assovale, 2019), isto significa que as caracteristicas das
cultivares atendem ao ambiente edafoclimatico (solo e clima) especifico desta regido

e, portanto, garantem um excedente de produtividade (Assovale, 2019).

CTC9002: Ambiente de producdo C e D, a cultivar apresenta como caracteristicas
rusticidade com tolerancia a seca para o cerrado, longevidade, porte ereto facilitando

0 manejo mecanizado e a colheita.

CTC9003: Ambiente de producédo A, B e C, a cultivar apresenta alto perfilhamento e

permite o plantio mecanizado.

2.2 Metodologia experimental

O experimento foi realizado em blocos casualizados, com quatro repeticdes
em esquema fatorial 4x2x2, sendo quatro concentracdes de Al (0, 10, 15 e 20 mg L-
1), duas cultivares de cana-de-aglicar (CTC9002 e CTC9003), na auséncia e na
presenca de Si (0,0 e 2,0 mmol L1). Cada unidade experimenta constou de um vaso

de polietileno, com 0,04m2. Contendo 2,0L de solucdo nutritiva e uma planta.

2.3 Solucdao nutritiva

Apébs a obtencédo de plantas jovens, cultivadas em areia lavada, sem estresse,
por 30 dias, as mesmas foram transferidas para o sistema hidrop6nico, constituido

de vasos preenchidos com solugéo nutritiva de Clark (1975), iniciando-se a 25% de
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forgca ibnica para aclimatar as plantas por cinco dias completos, aumentando para
50% por mais cinco dias e para 100% de solu¢do quando iniciou os tratamentos com
Al, por 15 dias. O sistema foi mantido sob arejamento constante da solucdo por
borbulhamento de ar suprido por bomba de ventilacdo. O pH da solugéo nutritiva foi
monitorado diariamente e mantido a 4,5 + 0,2 usando solucao de acido cloridrico 1N

(HCI) e a cada cinco dias realizada a troca de solucao.

2.4 Tratamentos com Al e Si

As mudas foram expostas aos tratamentos com o sulfato de Al
[Al2(S04)3.18H20], nas concentragdes de 0; 10; 15 e 20 mg L. Apds 15 dias, as
plantas estressadas com Al, foram tratadas com Si, permanecendo 20 dias na
presenca de 2,0 mmol L de silicato de potassio (K2SiOs), devido ao fato que a partir
de uma concentracdo de 2,0mmol L de Si ocorre a precipitacdo do Si e, portanto,
nao é possivel a utilizacdo de uma concentracdo maior (COSTA, 2012). Houve o
tratamento sem o K>SiOs e neste foi realizada a complementagcédo de potassio na

solucéo, a fim de s se avaliar o efeito do Si na solucéo nutritiva.

2.5 Avaliacbes

2.5.1 Determinacao do crescimento

Apés 45 do transplantio as plantas foram lavadas com agua destilada,
solucédo detergente (0,2%), solucdo de acido cloridrico (0,1%) e, finalmente, duas
vezes com agua deionizada para remover 0s residuos.

As plantas foram separadas em raizes e parte aérea e colocadas em sacos
de papel e a secagem foi realizada em estufa de ventilacdo forcada de ar em
temperatura constante de 65°C até atingirem massa constante, entdo a massa seca

foi obtida em balanca digital.
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2.5.2 Determinagdo do acumulo do Al, de Si, de nutrientes e da eficiéncia de
utilizacéo

Os teores de Al foram obtidos tanto na raiz quanto na parte aérea, segundo a
metodologia de Wang & Wood (1973), e expressado em mg kg™. O contetido de Si
(mg kg™?) foi avaliado na parte aérea, conforme descrito por Kraska & Breitenbeck
(2010). As concentracdes dos macronutrientes (nitrogénio (N), fosféro (P), potassio
(K), célcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S)) e dos micronutrientes (cobre (Cu), ferro
(Fe), zinco (Zn), manganés (Mn)) foram determinados na parte aérea de acordo com
o método descrito por Bataglia et al. (1983) e expressos em mg kgle ug kg?' de
massa seca, respectivamente.

O acumulo total de Al, Si, macronutrientes e micronutrientes foi calculado com
o teor destes elementos e nutrientes pela massa seca da planta (g planta) segundo
os critérios expostos anteriormente (Calero et al., 2019). A eficiéncia de utilizacao de
nutrientes foi calculada como a massa seca da parte aérea das plantas (MSPA)
dividida pelos teores de N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Zn e Mn (g MSPA mg™) de cada
elemento de acordo com Siddiqi & Glass (1981).

2.5.3 Determinacao da concentracao de lignina

O teor de lignina foi determinado pelo método do brometo de acetila, descrito
por Moreira-Vilar et al. (2014). Em 20 mg da amostra de parede celular livre de
proteinas foram misturados 0,5 ml de brometo de acetila (v/v, em acido acético
glacial). A mistura permaneceu a 70°C por 30 minutos até completa digestédo, foi
resfriada em banho de gelo e adicionados 100 Ul de hidroxilamina-HCI 5M, 0,9 ml de
NaOH 2M e 6 ml de &acido acético glacial. A mistura foi centrifugada por cinco
minutos a 1400 ge o sobrenadante coletado para leitura a 280 nm em
espectrofotometro. Os resultados foram expressos como mg de lignina g de parede

celular.

2.6 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo software estatistico AgroEstat®

(Barbosa e Maldonado Jr, 2015). Os dados foram submetidos a analise de variancia
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pelo teste F e as diferencgas significativas entre os tratamentos foram comparadas

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

3. Resultados

3.1. Acumulo de Al e de Si

O Si atenuou altas concentragées de Al (maiores que 10 mg L?) quando
comparado com o grupo controle. O aumento da oferta de Al na solugao nutritiva
causou um aumento significativo nas concentracdes de Al na parte aérea e nas
raizes das plantas sem a suplementacdo de Si (FiguralA e 1B). O aumento das
concentragcbes de Al em plantas tratadas com Siocorreu em quantidades
significativamente menores (Fig. 1A e 1B). Nas raizes a presenca de Si reduziu o
acumulo de Al em 15 e 20 mg L de Al quando comparado com as plantas sem Si,
mas na concentracdo de 10 mg L' de Al ndo houve efeito significativo entre a

auséncia e presenca de Si no acumulo de Al (Fig.1B).
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Figura 1. Acamulo de Al e de Si em ambas as cultivares de plantas jovens de cana-de-aglcar sob
toxicidade de Al, com e sem Si (A-C): Al na parte aérea (A), Al nas raizes (B), Si na parte aérea (C).
Acumulo de Al na cv. CTC9002 e CTC9003 sob toxicidade de Al (D-E): Al na parte aérea (D) e Al nas
raizes (E). Acumulo de Si na cv. CTC9002 e CTC9003 sob toxicidade de Al (F). Acimulo de Sina cv.
CTC9002 e CTC9003 com ou sem Si (G). Médias seguidas pela mesma letra mailscula (em cada
concentracdo de Al) e mesma letra minascula (entre concentragdes de Al) ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P<0,05). Os valores representam médias de quatro repeticdes (n = 4); barras verticais indicam erro

padréo (x EP).
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Houve efeito significativo na interacdo Al e cultivar no acimulo de Al na parte
aérea e nas raizes das duas cultivares (Fig. 1D e 1E). O acumulo de Al aumentou
significativamente com o incremento das concentracdes de Al nas raizes e na parte
aérea nas cultivares, mesmo na presenc¢a de Si (2 mmol L). No entanto, a cv.
CTC9003 acumulou menor quantidade de Al em comparacdo com a cv. CTC9002
(Figura 1D e 1E).

As plantas jovens de cana-de-acUcar mostraram interacdo significativa no
acumulo de Si na parte aérea (Fig. 1C). Sem a suplementacdo de Si, ambas as
cultivares evidenciaram o mesmo acumulo de Si em todos os tratamentos com Al.
Com a suplementacédo de Si, houve maior acimulo de Si nas plantas nas maiores
concentracdes de Al, 15 e 20 mg L de Al (Fig. 1C). Em ambas as cultivares (Fig.
1F) o acumulo de Si aumentou quando houve o aumento das concentracdes de Al,
porém dentro das concentracdes de Al foi possivel observar que a CTC9003
acumulou uma maior quantidade de Si quando comparada com a CTC9002 (Fig.
1F). No entanto, a Fig. 1G demonstra que independente das concentracfes de Al
ambas as cultivares sem Si acabam tendo o mesmo acumulo do elemento e quando
ambas sao suplementadas com Si a CTC9003 difere significativamente seu acumulo

de Si quando comparada com a CTC9002.

3.2. Acumulo de nutrientes

Houve interacfes significativos AlxSi e AIxC no acumulo dos macronutrientes
na PA das plantas de cana-de-acucar (Fig. 2A-2L). As plantas de cana
apresentaram maior diminuicdo do acumulo de N, P, K, Ca, Mg e S com o
incremento das concentracdes de Al e sem a suplementacdo de Si em comparacao
com as plantas tratadas com Si (Fig. 2A-2F). A adic&do de Si incrementou os teores
de macronutrientes sob todas as concentracdes de Al (Fig. 2A, 2B e 2E), exceto ha
concentracdo de 10 mg L* para K (Fig. 2C) e S (Fig. 2F). Em plantas né&o
estressadas pelo Al (0,0 mg L), a adicédo de Si incrementou os teores de Ca (Figura
2D). Isto também foi verificado na comparacdo das cultivares (Fig. 2J), em que o0s
teores de Ca foram incrementados na cv. CTC9003 pelo Si em comparagdo com a
cv. CTC9002 (Fig. 2J).
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Com o incremento das concentracGes de Al (10, 15 e 20 mg L), houve
reducao nos teores de N, P, K, Ca, Mg e S, tanto na cv. CTC 9002 e cv. CTC9003
(Fig. 2G-2L). Ainda, cv. CTC9003 sob toxicidade de Al mostrou menor reducdo
destes macronutrientes que a cv. CTC9002 (Fig. 2G-2L). Na comparacgao das duas
cultivares, pode-se ainda verificar que houve decréscimo dos teores de N e K
apenas na maior concentragdo de Al, 20 mgL™ (Fig. 2G e 2l).
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Figura 2. Acimulo de macronutrientes em ambas as cultivares de plantas jovens de cana-
de-acucar sob toxicidade de Al, com e sem Si (A-F) e em cada cultivar (cv. CTC9002 e cv.
CTC9003) sob toxicidade de Al (G-L): (A, G) N; (B, H) P; (C, ) K, (D, J) Ca, (E, K) Mg e (F,
L) S. Médias seguidas pela mesma letra maiGscula (em cada concentragdio de Al) e mesma letra minGscula

(entre concentra¢des de Al) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Os valores representam médias
de quatro repeticdes (n = 4); barras verticais indicam erro padréo (+ EP).
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Como ocorreu com 0s macronutrientes, também os micronutrientes Fe, Mn
Zn, Cu e B, foram reduzidos nas plantas sob toxicidade de Al e a significativa
diminuicdo foi atenuada pela suplementacdo de Si (Figura 3). Houve interacdes
significativos AlxSi e AIxC no acumulo dos micronutrientes nas plantas de cana-de-
acucar (Fig. 3A-3E). As plantas de cana apresentaram maior diminuicdo do acumulo
de Fe, Mn, Zn, Cu e B com o incremento das concentracbes de Al e sem a
suplementacao de Si em comparacdo com as plantas tratadas com Si (Fig. 3A-3E).
A adicao de Si incrementou os teores de micronutrientes, Mn Zn, Cu e B, sob todas
as concentracdes de Al (Fig. 3B-3E). J&a os teores de Fe foram incrementados pelo
Si apenas nas plantas sob 20 mg L* de Al (Fig. 3A). Em plantas ndo estressadas
pelo Al (0,0 mg L), a adicdo de Si incrementou os teores de Cu (Fig. 3D) e de B
(Fig. 3E). Isto também foi verificado na comparacdo das cultivares, onde os teores
de Fe e B foram incrementados na cv. CTC9003 pelo Si em comparagdo com a cv.
CTC9002 (Fig. 3F e 3J).

Com o incremento das concentracdes de Al (10, 15 e 20 mg L) houve reducéo
nos teores de todos os micronutrientes, tanto na cv. CTC 9002 e cv. CTC9003 (Fig.
3F-3J). Ainda a cv. CTC9003 sob toxicidade de Al mostrou menor reducdo dos
micronutrientes que a cv. CTC9002 (Fig. 3F-3J). Na comparacdo das duas
cultivares, pode-se ainda verificar que ndo houve diferenca significativa para os
teores de Fe em cada concentracdo de Al (Fig. 3A) paraoMneBem 15e 20 mg L
de Al (Fig. 3G e 3J) e para o Zn em 10 mgL* de Al (Fig. 3H). O Al causou diminui¢édo
dos teores de Cu da cv. CTC9002 em comparacdo com a cv. CTC9003 (Fig. 3I).
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Figura 3. Acumulo de micronutrientes em ambas as cultivares de plantas jovens de cana-
de-acucar sob toxicidade de Al, com e sem Si (A-E) e em cada cultivar (cv. CTC9002 e cv.
CTC9003) sob toxicidade de Al (F-J): (A, F) Fe, (B, G) Mn, (C, H) Zn; (D, I) Cu e (E, J) B.
Médias seguidas pela mesma letra mailscula (em cada concentracdo de Al) e mesma letra mindscula (entre
concentrages de Al) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Os valores representam médias de
quatro repeticdes (n = 4); barras verticais indicam erro padréo (+ EP).3.3. Eficiéncia de utilizagdo de nutrientes
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3.3. Eficiéncia de utilizacdo de nutrientes

Houve um efeito significativo e interativo da toxicidade de Al e Si na utilizagéo
de macronutrientes nas duas cultivares (Fig. 4). A eficiéncia de uso de N, P, K*, Ca,
Mg e S teve um decréscimo quando houve o aumento da toxicidade,
independentemente se as plantas estavam ou n&do na presenca de Si (FIG. 4A-4E).
Porém, na presenca do Si o decréscimo da eficiéncia de uso dos macronutrientes foi
menor quando comparada com as plantas na auséncia de Si. Dentro de cada
concentragéo, as plantas na presenca do Si apresentaram diferenca significativa da
eficiéncia de uso de N, P, K, Mg, S quando comparadas com as plantas na auséncia
de Si (Fig. 4A-4C e 4E), exceto para o macronutriente Ca (Fig. 4D). O Si reduziu a
eficiéncia do Ca em ambas cultivares sem estresse — testemunha (Fig. 4D), mas
aumentou os teores de Ca como mostrado na Fig. 2D.

Na comparagdo das cultivares verifica-se que a toxicidade de Al causou
diminuicdo da eficiéncia de uso de todos os macronutrientes (Fig. 4G-4L), mas a cv.

CTC9003 apresentou maior eficiéncia de uso que a cv. CTC9002.
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Figura 4. Eficiéncia do uso de macronutrientes em ambas as cultivares de plantas jovens de cana-de-
aclcar sob toxicidade de Al, com e sem Si (A-F) e em cada cultivar (cv. CTC9002 e cv. CTC9003)
sob toxicidade de Al (G-L): (A, G) N; (B, H) P; (C, ) K, (D, J) Ca, (E, K) Mg e (F, L) S. Médias seguidas
pela mesma letra maidscula (em cada concentracdo de Al) e mesma letra mindscula (entre concentragdes de Al)
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Os valores representam médias de quatro repetigbes (n = 4);
barras verticais indicam erro padrao (+ EP).
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A eficiéncia de uso de Fe, Mn, Zn e Cu independente se as plantas estavam
ou néo na presenca de Si foi decrescente conforme o aumento da toxicidade de Al
(Fig. 5A-E). Porém na presenca do Si o decréscimo foi significativamente menor
guando comparado com as plantas na auséncia de Si (Fig. 5A-E). Para o
micronutriente B (Fig. 5E) a eficiéncia de uso teve resposta diferenciada dos outros
micronutrientes na concentracdo de 20mg L' de Al, onde o micronutriente B
apresentou um aumento significativo de sua eficiéncia de uso igual quando as
plantas ndo estavam na presenca do estressor. Para as cultivares (Fig. 5 F-J)
observa-se que ambas independentes de estarem ou ndo na presenca do Si
evidenciaram reducéo significativa da eficiéncia de uso quando houve um aumento
da toxicidade do Al. Porém, a cv. CTC9003 mostrou resultados de maior eficiéncia
de uso dos micronutrientes comparada com a cv. CTC9002. As duas cultivares sob
concentracdo de 10 e 20mg L de Al evidenciaram diferenca significativa para o B
(Fig. 5J), com a cv. CTC9003 apresentando maior eficiéncia de uso comparada com
a cv. CTC9002.
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Figura 5. Eficiéncia da utilizacdo de micronutrientes em ambas as cultivares de plantas jovens de
cana-de-aclcar sob toxicidade de Al, com e sem Si (A-E) e em cada cultivar (cv. CTC9002 e cv.
CTC9003) sob toxicidade de Al (F-J): (A, F) Fe, (B, G) Mn, (C, H) Zn; (D, I) Cu e (E, J) B. Médias
seguidas pela mesma letra mailscula (em cada concentracdo de Al) e mesma letra mindscula (entre
concentragfes de Al) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Os valores representam médias de
quatro repeticdes (n = 4); barras verticais indicam erro padréo (+ EP).
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3.4. Teor de lignina

A interacdo Al e Si foi significativa para o conteudo de lignina em ambas as
cultivares (Fig. 6A) e entre as cultivares (Fig. 6B). O teor de lignina aumentou na
presenca do agente estressor, isto €, conforme houve aumento das concentracdes
de Al houve incremento de lignina (Fig. 6A). Com a suplementacdo de Si, ambas
cultivares tiveram maior teor de lignina, independente do estresse de Al (Fig. 6A),
indicando que o Si potencializa o contetdo de lignina em plantas jovens de cana-de-
acucar. O aumento das concentracdes de Al provocou maior contetdo de lignina na
cv CTC9002 e na cv. CTC9003 (Fig. 6B), e em cada concentracdo de Al a cv.
CTC9003 apresentou maior teor que a cv. CTC9002 (Fig. 6B).
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Figura 6. Teor lignina na parede celular da parte aérea em ambas as cultivares de plantas jovens de
cana-de-acucar sob toxicidade de Al, com e sem Si (A) e em cada cultivar (cv. CTC9002 e cv.
CTC9003) sob toxicidade de Al (B). Médias seguidas pela mesma letra mailscula (em cada concentragéo
de Al) e mesma letra mindscula (entre concentragbes de Al) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
Os valores representam médias de quatro repeticdes (n = 4); barras verticais indicam erro padréo (+ EP).
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3.5. Crescimento

A toxicidade de Al reduziu significativamente a massa seca da parte aérea de
ambas cultivares (Fig. 7A). Com a suplementacdo de Si, ainda houve redugcdo do
crescimento da parte aérea com o aumento da toxicidade do Al, mas esta reducdo
foi menor (Fig. 7A). Em cada concentracdo de Al, a adicdo de Si reverteu os efeitos
toxicos do Al, causando maior crescimento em ambas as cultivares (Fig. 7A).
Comparando as duas cultivares sob efeito do Al, pode-se verificar que os efeitos
toxicos do Al reduziram o crescimento da parte aérea das cultivares (Fig. 7B) e
apesar disto, a cv. CTC9003 teve maior crescimento que a cv. CTC9002.

OSemSi  @ComSi Aluminio(A)** @CTC9002  OCTC9003 Aluminio(A)**
.Y - silicio(s)** B) L

14 q s ;- 14 5 Cultivar(C)
5 Aa AxC
Wi, | =y Ab o i3 5
8 Bb [ 5 Bb -
2 10 — Ac Ac <J 10 4
g [J]
£ Be g . Ad
o © Bd
© Bd i
T 6 A S 6 4
;: o
@ 8
P A 4
@ @
5 5 | @ 2 4
s - s

0 o -

0 10 15 20 0 10 15 20
AP (mg 1) AT (mp )

Figura 7. Crescimento (massa seca) da parte aérea (A), de plantas jovens de cana-de-agUcar sob
concentracdes de Al, na auséncia e presenca de Si e Crescimento (massa seca) da parte aérea (B)
de cada cultivar sob concentracdes de Al. Médias seguidas pela mesma letra mailscula (em cada
concentracdo de Al) e mesma letra minuscula (entre concentragdes de Al) ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey (P<0,05). Os valores representam médias de quatro repeticdes (n = 4); barras verticais indicam erro
padréo (x EP).

4. DISCUSSAO

Plantas cultivadas sob toxicidade de Al apresentam danos que
comprometem o adequado crescimento e desenvolvimento, com negativos impactos
na produtividade. O Si esta entre os elementos mais estudados para combater o
estresse vegetal.

Os resultados apresentados evidenciaram que as concentracdes de Al foram
absorvidas pelas raizes (Fig. 1B) e transportadas para a parte aérea das plantas

jovens de cana-de-acucar (Fig. 1A). A suplementacdo de Si reduziu a absorcdo e
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translocagdo do Al, diminuindo o acumulo de Al nas raizes e na parte aérea nas
duas cultivares (Fig. 1A-B). Isto ocorreu, presumivelmente, devido ao acumulo de Si
na parte aérea de cana-de-acucar (Fig. 1C), evidenciando que com mais Si na
solucao nutritiva houve elevada absor¢do, o que resultou em maior acumulo de Si,
mesmo em cana-de-acUcar, planta naturalmente acumuladora de Si (Fig. 1C).
Portanto, o acimulo de Si na parte aérea (Fig. 1C) diminuiu a absor¢cdo de Al nas
raizes e a translocacdo para a parte aérea (Fig. 1A e 1B). Alguns mecanismos
podem explicar a diminuicdo da absorcéo de Al das plantas promovido pelo Si. Estes
mecanismos sugerem a protecdo das plantas contra a toxicidade de Al devido a
menor absorcdo e exclusdo de Al das raizes (Corrales et al., 1997). A presenca de
Si na solugéo nutritiva, provavelmente tenha favorecido a formagao de complexos de
aluminossilicato biologicamente inativos (Al-Si), diminuindo-se a disponibilidade e
absorcao de Al (Cocker et al., 1998; Wang et al., 2004). A formacéo de Al-Si no
interior dos tecidos vegetais, € um mecanismo importante pelo qual o Si induz a
tolerancia nas plantas sob toxicidade de Al (Hodson e Evans, 2020). Além do mais, a
co-deposicdo de Al e Si nas paredes epidérmicas da raiz € um importante
mecanismo pelo qual o Si atenua a toxicidade do Al nas plantas (Wang et al., 2004;
Hodson e Evans, 2020). Os resultados também evidenciaram que houve diferencas
no acumulo de Al entre as cultivares de cana-de-acUcar estudadas. A cv. CTC9003
apresentou menor acumulo de Al na parte aérea e nas raizes que a cv. CTC9002
(Fig. 1D e 1E). Isto pode ter ocorrido devido as raizes da cv. CTC9003 terem
absorvido menos Al e, consequentemente, translocando menos Al para a parte
aérea, ou devido ao Al absorvido nado ter sido acumulado nas raizes, porque nos
tecidos radiculares mecanismos bioquimicos-fisiolégicos reduziram a toxicidade ao
Al, caracterizando maior tolerancia comparada com a cv. CTC9002. Rincon e
Gonzales (1992) mostraram que apos a exposi¢ao ao Al, um genotipo sensivel ao Al
acumulou cerca de oito vezes mais Al no apice da raiz do que um gendétipo tolerante
ao Al.

Nossos resultados evidenciaram que as duas cultivares aumentaram o
acumulo de Si conforme houve o aumento das concentracdes de Al (Fig. 1F), com a
CTC9003 acumulando uma quantidade significativamente maior em relacdo a

CTC9002. Porém ambas possuem o0s mesmos teores de Si e com a adicdo do
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elemento na solugdo nutritiva ambas absorveram o Si (Fig. 1G), com a cv. CTC9003
apresentando maior acumulo de Si que a cv. CTC9002 (Fig. 1G), evidenciando
melhor capacidade desta cultivar em absorver e acumular Si nas raizes e parte
aérea. De fato, Ashraf et al. (2010) salientaram que plantas de cana-de-acucar
possuem alta tendéncia para captacdo e acumulo de Si. Alzahrani et al. (2018)
relataram que, plantas que mais absorvem e acumulam Si, apresentam melhores
respostas sob condi¢des de estresse, pois 0 Si tem importante fungdo na melhoria
do sistema defesa antioxidante. Assim, nossos resultados evidenciam que as
guantidades de Si acumuladas nas duas cultivares de cana-de-agclUcar possam
conferir maior toler&ncia das plantas a toxicidade de Al.

O estresse por Al reduz o acumulo dos nutrientes, por causa do estresse
osmotico, desequilibrio nutricional e toxicidade (Kochian et al. 2005; Liang et al.
2013). Estes resultados foram corroborados neste estudo, pois as concentracdes
mais elevadas de Al diminuiram o acumulo de macro e de micronutrientes (Fig. 2 e
3). A suplementacdo com Si incrementou o acumulo dos macros e micronutrientes
na parte aérea de ambas as cultivares de plantas jovens de cana-de-agucar

Observacdes semelhantes por Adrees et al. (2015) foram relatadas ressaltando
a importancia do Si na tolerancia das plantas aos estresses por metais ao causar o
aumento da absorcao de macronutrientes. Este efeito se deve ao fato que o Si induz
ativacdo de enzimas como H-ATPase que esta envolvida no processo de absorcéo
de nutrientes (Singh et al., 2017), favorecendo equilibrio nutricional (Zhu e Gong,
2014). A adicao de Si aumentou a absorcédo de N e K (Liang et al., 2001), P e Fe
(Kostic et al., 2017), Ca e Mg (Rahman et al., 2018), Mn (Vega et al., 2019), Zn e B
(Vaculik et al., 2020), melhorando a tolerancia das plantas de cevada e trigo ao
estresse por Al, corroborando com o0s nossos resultados.

A capacidade da planta em utilizar os nutrientes absorvidos para conversdao em
biomassa é um importante aspecto nutricional. Observamos que a adicdao do Al
diminuiu a EU de N, P, K, Ca, Mg, S, Fe, Mn, Zn, Cu e B na parte aérea das plantas
de cana-de-acucar (Fig. 4 e 5). Estes desequilibrios nutricionais nas plantas
ocasionados pelo estresse por Al j4 foram relatados na literatura (Kochian et al.,
2005; Singh et al., 2017; Rahman et al., 2018). Nossos resultados indicaram que a

baixa EU promovido pelo Al nas plantas de cana-de-acucar foi revertida pela
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suplementacao de Si no meio de crescimento. A maior EU dos nutrientes observada
com a aplicagao de Si em cv. CTC9002 e cv. CTC9003 sob toxicidade de Al pode
estar relacionada com a diminuicdo no acumulo do Al na parte aérea e nas raizes
(Fig. 1A e 1B), permitindo maior absorcao e translocacéo dos nutrientes (Fig. 2 e 3)
convertendo em massa seca da parte aérea PA (Fig. 7A e 7B). Recentes estudos
salientam que, o Si aumentou a EU nas plantulas de arroz sob toxicidade de Al e
isso refletiu em maior acimulo de matéria seca (Singh et al., 2011).

As plantas de cana-de-acUcar cultivadas sob a toxicidade do Al apresentaram
um aumento na concentragcdo de lignina (Fig. 6). Descobertas semelhantes foram
observadas anteriormente em plantas de trigo (Sasaki et al., 1996). No entanto, a
suplementacao de Si aumentou ainda mais a concentracdo de lignina em ambas as
cultivares de cana-de-acucar (Fig. 6A, B). Este aumento na concentracdo de lignina
provavelmente ocorreu devido ao alto acumulo de Si na parte aérea de ambas as
cultivares de cana-de-acucar (Fig. 1G). A literatura também indica que o Si pode ser
imobilizado nas paredes celulares como opalas ou fitélitos (Epstein, 1999; Kumar et
al., 2017) e também aumenta 0os compostos constituintes da parede celular, como
celulose e lignina (Schoelynck et al.,, 2010). Uma possivel explicacdo para esse
fendbmeno poderia ser a reticulacdo covalente do Si com componentes da parede
celular (hemicelulose, pectina e lignina) em plantas superiores, e pode desempenhar
um papel crucial na estrutura e remodelacdo da parede celular vegetal e, portanto,
no crescimento da planta e sua resisténcia contra estresses abibticos (Sheng e
Chen, 2020). Além disso, o Si pode regular negativamente a expressdo de genes
transportadores de metal e, assim, reduzir a absorcdo do metal as células vegetais
(Emamverdian et al., 2018). Outro papel importante do Si no alivio do estresse por Al
€ pela retencdo de metais nas paredes celulares, especialmente a formacdo de
complexos hemicelulose-metal, influenciando a sintese de lignina (Vaculik et al.,
2020). Outra pesquisa sugeriu que o Si pode melhorar a concentracdo de lignina,
aumentando a tolerancia da planta a toxicidade de Al em azevém (Ribera-Fonseca
et al., 2018) e trigo (Vega et al., 2020, 2019), embora esses processos precisem ser
compreendidos em mais profundidade. Nossos resultados sugerem que o aumento
exacerbado na concentracao de lignina pela suplementacéo de Si pode levar a uma

maior capacidade das plantas de lidar com os efeitos adversos da toxicidade por Al.
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A toxicidade de Al reduziu drasticamente o crescimento da parte aérea das
cultivares de cana-de-agucar (Figura 7A e 7B). Estes resultados eram esperados,
pelo fato que o crescimento € muito reduzido em plantas sob toxicidade de Al (Liang
et al., 2001; Freitas et al., 2015; Castro, 2016; Dorneles et al, 2016; Pontigo et al.,
2017).

Nossos resultados evidenciam que a inibicdo do crescimento induzida pelo Al
em plantas jovens de cana-de-aculcar foi revertida pela suplementacdo de Si. O Si
favoreceu o crescimento das plantas cultivadas sob a toxicidade de Al, corroborando
com os resultados relatadas em diferentes culturas como a cevada (Liang et al.,
2001), arroz (Freitas et al., 2017; Singh et al., 2011), sorgo (Kopittke et al., 2017),
milho (Sousa et al., 2019) e trigo (Vega et al., 2020).

De fato, a absor¢édo de Si favoreceu o incremento do teor de lignina induzindo
diminuicdo da absorcdo e do acumulo de Al contribuindo para o equilibrio nutricional
ao aumentar a absorcéo e a eficiéncia de utilizacdo dos nutrientes para conversao
em massa seca da parte aérea das plantas. Na comparacdo das cultivares,
observamos que os efeitos benéficos do Si no crescimento das plantas jovens de
cana-de-acucar cultivadas sob toxicidade de Al, tornam-se mais evidentes na cv.
CTC9003 que na cv. CTC9002 (Fig. 7B). Portanto, a hipétese testada no presente
estudo de que o Si melhora as respostas nutricionais, aumenta os teores de lignina e
isto tudo refletindo em maior acumulo de biomassa em plantas jovens de cana-de-

acucar sob estresse por Al, pode, portanto, ser aceita.

5. CONCLUSAO

Os resultados evidenciaram que as duas cultivares de cana-de-aclUcar séo
sensiveis aos danos da toxicidade de Al, pelo elevado acumulo de Al nas raizes e na
parte aérea das plantas que provocou distirbio nutricional e prejudicou o
crescimento das plantas. Este estudo sugere que o Si induziu tolerancia a toxicidade
de Al pela diminuicdo do acumulo do metal na planta a partir do aumento da lignina,
0 que pode ter favorecido ao incremento do acumulo e da eficiéncia de utilizacéo
dos nutrientes e, consequentemente, maior quantidade da biomassa da parte aérea

das duas cultivares da cana-de-acucar.
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