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O PAPEL DAS APLICAQ()ES EXOGENAS DE SILiCIO E ACIDO
SALICILICO NA TOLERANCIA AO ESTRESSE SALINO EM ERVILHA
FORRAGEIRA

RESUMO: A ervilha forrageira atualmente esta entre as principais
leguminosas de inverno para a rotacdo de culturas, sendo utilizada para a
producdo de grdos ou como planta de cobertura. O estresse salino é
consequéncia do manejo inadequado da irrigagdo e dos fertilizantes
utilizados na atividade agricola. Varios estudos tém mostrado que a
toxicidade do NaCl pode aumentar o estresse oxidativo das plantas, e a
tolerancia ao estresse salino tem sido considerada um objetivo importante
dos programas de melhoramentos em ervilha forrageira. Na busca por
tecnologias de baixo custo como contraposi¢do ao melhoramento genético,
indutores de tolerancia podem ser uma alternativa promissora. Ha poucas
pesquisas sobre o uso combinado de silicio (Si) e acido salicilico (AS) para
tratar a toxicidade de NaCl na cultura da ervilha forrageira. O presente
trabalho mostrou o efeito da combinagcdo de Si+AS nas respostas
fisiolégicas e bioquimicas de plantas de ervilha forrageira submetidas a

toxicidade por NaCl (1 mmol NaCl L'1). Foi realizado um experimento semi-
hidroponico em esquema fatorial (2x5) com delineamento inteiramente
casualizado, sendo duas cultivares de ervilha forrageira e cinco tratamentos,
formados pela combinagcdo ou de Si e AS sob a toxicidade de NaCl. Os
tratamentos foram (controle, NaCl, NaCl+Si, NaCI+AS e NaCIl+Si+AS). O Si

(2 mmol L'1) foi aplicado as plantas em duas formas (radicular e foliar),

enquanto o AS (36 pmol L'1) foi aplicado apenas via foliar. Nossos
resultados de pesquisa mostram que o uso combinado de Si+AS em
plantas de ervilha forrageira aumentaram sua toleréncia a toxicidade do
NaCl por meio do sistema de defesa antioxidante, regulando a produgéao e a
degradacéo de espécies reativas de oxigénio (ROS). O uso combinado de
Si+AS também aumentou significativamente o teor de carotenoides e
reduziu o teor de MDA e H,O,, resultando no aumento da massa fresca e
da massa seca total da planta. Consequentemente, o uso de Si+AS,
mostrou-se ser uma estratégia sustentavel para aliviar a toxicidade de NaCl
no cultivo da ervilha forrageira.

Palavras-chave: Pisum sativum (L.), atenuantes, dano oxidativo, desordem
nutricional, resposta antioxidante.



THE ROLE OF EXOGENOUS SILICON AND SALICYLIC ACID
APPLICATIONS TO INCREASING FIELD PEA TOLERANCE TO SALT
STRESS

ABSTRACT: Field peas are usually used as winter legumes for crop rotation,
being grown for grain production or as a cover crop. Salinity is a consequence
of inadequate irrigation management and fertilizers used in agricultural activity.
Several studies have shown that NaCl toxicity can increase oxidative stress in
plants, and tolerance to salt stress has been considered an important goal of
breeding programs in field pea -cultivation. In the search for low-cost
technologies as a counter to genetic improvement, tolerance inductors may be
a promising alternative. There is none or little research on the combined use of
silicon (Si) and salicylic acid (AS) to treat NaCl toxicity in field pea crop. This
study revealed the effect of Si+AS combined on physiological and biochemical
responses of field pea plants subjected to NaCl toxicity (1 mmol NaCl L"). A
semi-hydroponic experiment was conducted in a 2x5 factorial design: two field
pea cultivars and five treatments, formed by the combination or not of Si and AS
under NaCl toxicity. Treatments were as following: (control, NaCl, NaCl+Si,

NaCIl+AS and NaCl+Si+AS). Si (2 mmol L'1) was applied to the plants in two

forms (root and foliar), while AS (36 pmol L'1) was applied only via foliar. Our
research results show that the combined use of Si+AS in field pea plants
increased their tolerance to NaCl toxicity through an enhanced antioxidant
defence system, better regulating the production and degradation of reactive
oxygen species (ROS). The combined use of Si+AS also significantly increased
carotenoid content and reduced MDA and H,O, content, resulting in increased
fresh mass and total plant dry mass. Therefore, Si+AS, can be used as
sustainable strategy to alleviate NaCl toxicity in field pea cultivation.

Keywords: Pisum sativum (L.), attenuators, oxidative damage, nutritional
disorder, antioxidant response.



1. INTRODUGCAO

A ervilha forrageira € uma leguminosa anual de inverno, sendo
amplamente cultivada em todo o mundo e € utilizada para a produgao de graos,
como planta de cobertura, e sendo consumida até mesmo por humanos e
animais durante o inverno em regides subtropicais (Bennett et al., 2017).

No Brasil, a ervilha forrageira é cultivada principalmente por pequenos
produtores no sul do pais, devido a capacidade de substituir parcialmente a
soja na alimentacado animal, e possuir propriedades agronémicas favoraveis ao
solo da regido. Além disso, pode ser utilizada como adubo verde, pois
apresenta caracteristicas desejaveis como: a grande produg¢ao de biomassa, o
rapido crescimento e a facilidade e estabilidade na produgdo de sementes. A
ervilha forrageira € amplamente utilizada devido ao seu cultivo ser realizado
quando as grandes areas agricolas nao estdao em uso nas regides frias do pais.
Isso ocorre, pois a mesma pode ser cultivada mesmo na presenga de geadas,
desde que nao sejam intensas (Tomm et al., 2002).

Um dos principais fatores de perda da produtividade, em todo mundo, é
a salinizagdo do solo que € um processo de acumulo excessivo de sais

minerais que se elevam a um nivel prejudicial ao rendimento econémico das



culturas, ocorrendo principalmente pelos sais minerais presentes na agua de
irrigacdo ou do lencol freatico. E um fator limitante para o desenvolvimento e
produtividade de plantas em geral (Allakhverdiev et al., 2000). Ou seja, afeta o
desenvolvimento da planta, devido a inibigdo do crescimento da mesma sob
estresse salino, que pode ser consequéncia de efeitos osmaticos, provocando
déficit hidrico, e ou, efeitos especificos de ions que podem acarretar toxidez ou
desequilibrio nutricional (Munns, 2002).

Os efeitos mais visiveis do excesso salino sdo a redugcao da area foliar,
inibicdo do crescimento radicular, manchas avermelhadas com posterior
amarelecimento das folhas mais velhas, queima das bordas e apice do limbo e
queda das folhas em estagios mais avancados (Melloni et al., 2000).

A tolerancia a salinidade de plantas é a capacidade de se desenvolver e
completar seu ciclo de vida sobre um substrato que contém elevada
concentragcéo de sais soluveis (Flowers et al., 1977, Greenway & Munns 1980).
Os mecanismos de defesa a tolerancia aos sais podem ser simples ou
extremamente complexos. Os meios mais simples envolvem alteracdo de
algumas vias bioquimicas, ja os mais complexos envolvem maior prote¢cao do
sistema respiratorio e fotossintético (Munnel al., 1993). Desta forma a
tolerancia a salinidade € considerada importante para o cultivo da ervilha
forrageira.

Para atenuar o estresse salino, o uso de elementos benéficos como o
silicio (Si) e acido salicilico (AS) se tornam alternativas interessantes. O silicio
pode induzir respostas de defesa a fatores abibticos e bidticos em plantas

como na sua resposta antioxidante enzimatica, além do aumento da



capacidade fotossintética e o baixo coeficiente de respiragdo (Sivanesan et al.,
2013). Por sua vez, o acido salicilico (AS) desempenha importante papel na
regulagdo do processo fisiolégico, como fotossintese, absorgéo e transportes
de ions e tolerdncia ao stress, com atuagcdao semelhante a um horménio
(Noreen et al, 2009).

Ainda que o Si ndo tenha sido classificado como um elemento essencial
para as plantas (Mohsenzadeh et al., 2011), este pode ser benéfico para o
desenvolvimento destas sob estresse abidtico, especialmente metais pesados
(Rahman et al., 2017). Sabe-se também que o uso do silicio promove a
formagédo de nodulos radiculares, aumentando a taxa de fixagdo de Nitrogénio
(Bent., 2014).

Na literatura, é possivel encontrar trabalhos sobre o uso do Si e AS
como atenuantes ao estresse salino em diversas culturas, reduzindo-se os
danos oxidativos. Porém, nao existem trabalhos que demonstrem a utilizacao
da combinacdo Si + AS na reducdo dos efeitos do estresse salino em ervilha
forrageira, fazendo-se entdo necessarias novas pesquisas a fim de encontrar
estratégias para a diminuigdo dos efeitos causados pelo estresse por excesso
de sais.

Buscando alternativas de baixo custo e eficientes, os indutores de
tolerancia podem ser uma alternativa para o cultivo de ervilhas forrageiras. A
indugdo de tolerancia envolve a ativagdo de mecanismos de defesa inativos
nas plantas em resposta a efeitos abioticos (Montes et al., 2015). Combinando
o Si mais o AS de forma exdgena em plantas de ervilha forrageira pode ocorrer

o aumento da tolerdncia ao estresse salino com o sistema de defesa



antioxidante da planta. Sendo assim, as aplicagdes de Si+AS em ervilhas
forrageiras submetidas ao estresse salino podem reduzir significativamente os
teores de malonaldeido (MDA) e peroxido de hidrogénio(H202), e aumentar a
massa fresca, a clorofila e os carotenoides visando aliviar os efeitos do
estresse salino em ervilhas forrageiras.

Com isso o presente trabalho teve como objetivo analisar os efeitos da
combinagao Si+AS, como possiveis indutores de tolerancia ao estresse salino
nas principais cultivares brasileiros de ervilha forrageira (BRS forrageira e
IAPAR 83), avaliando as respostas bioquimicas e fisioldgicas das plantas sob

estresse salino moderado.



2. REVISAO DE BIBLIOGRAFICA
2.1. Centro de origem, distribuicdo geografica e importancia econémica
da ervilha forrageira

As plantas de ervilha (Pisum sativum L.) pertencem a familia Fabaceae
(género: Pisum). O principal centro de origem da ervilha é o Oriente Médio, € a
Etiépia que é o segundo centro de origem (Couto., 1989). Ha relatos que a
domesticacdo desta espécie ocorreu a mais de 7 mil anos atras, algumas
civilizagdes como a Grega e a Romana mencionaram as ervilhas em seus
relatos, mas nenhum cultivar foi descrito até o século XVI (Simmonds., 1976).
Os principais produtores de ervilha forrageira no mundo s&o: Canada, Russia,
india, China e os Estados Unidos, respectivamente (FAO).

As ervilhas sao cultivadas no mundo todo, ao longo do ano em regides
temperadas, e de grande altitude e durante o inverno de regides tropicais, se
desenvolvendo melhor em solos férteis com textura média e bem drenados
(Hartmann et al., 1988; Elzebroek e Wind, 2008). Essas plantas sdo muito
sensiveis a acidez e a salinidade do solo, com pH ideal para o seu cultivo é de
5,5 e 7,0 (Hartmann et al., 1988). Em 2016, aproximadamente 4,84 milhdes de

toneladas de ervilha forrageira foram produzidas no Canada (Statista, 2019). A
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ervilha é uma Fabaceae altamente nutritiva, podendo ser utilizada na
alimentagdo humana e animal e na produgéo de silagem.

As ervilhas forrageiras estdo em quarto lugar na produgdo mundial entre
as leguminosas, ficando atras somente da soja, amendoim e do feijdo. Estima-
se que durante o periodo de 2019 a 2024, o mercado mundial de ervilha devera
crescer cerca de 5,96 % (Mordorlintelligence, 2019), sendo este comportamento
explicado pelo crescente aumento da populagdo mundial, onde a produgao de
alimentos tera que ser mais intensificada para acompanhar esse crescimento.
Os graos de ervilha sao ricos em proteinas, em sua composigdo encontram-se
também fésforo, calcio, vitaminas A, B1, B2, C e ferro. Para consumo humano,
os gréos verdes in natura da ervilha sdo utilizados para congelamento e
enlatamento (Tomm et al., 2001). Com os graos secos pode-se obter a farinha
de ervilha, ja na alimentagdo animal, o teor médio da matéria seca da ervilha
para mistura na ragdo animal € de aproximadamente 88% (Giordano e Pereira
et al., 1986). Portanto, a ervilha pode ser utilizada na alimentagdo animal na
forma de pastejo direto ou, ainda, na forma de silagem, feno ou como
componente de ragéo (Giordano e Pereira et al., 1989).

A ervilha é utilizada, também, como cobertura vegetal do solo (Tomm et
al.,2001). Sendo uma espécie leguminosa fixadora de nitrogénio (Sanchez e
Mosqueira, 2006), o que a torna uma alternativa para manejo de solo.

Outra grande contribuigdo da ervilha foram os estudos de Gregor Mendel,
onde no mosteiro Agostinho de Sdo Tomas ele realizou experimentos de

cruzamentos com ervilhas e provou os principios fundamentais da
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hereditariedade, pesquisa que levaram ele, hoje, a ser considerado o pai da

genética.

2.2. Introducao da ervilha forrageira no Brasil, e cultivares: lapar 83 e
BRS Forrageira

A introducédo da ervilha no Brasil foi feita por colonizadores portugueses,
no Rio Grande do Sul. Ja na década de 1940 se estabeleceu o cultivo
extensivo da ervilha no estado e no pais. No inicio o cultivo de graos verdes
tinha como objetivo produzir para a industria de enlatados. S6 em meados dos
anos 80 é que o cultivo da espécie se estabeleceu nos estados do Parana, Sao
Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e Distrito Federal, para a produgao
de gréos secos (RuralNet, 2009). As baixas temperaturas sao favoraveis para o
desenvolvimento da ervilha forrageira, no campo ela pode tolerar até - 10°C e
se estiver coberta de neve tolera até - 30°C (Elzebroek e Wind, 2008).

A época de semeadura da ervilha forrageira no Brasil ocorre no periodo
de abril a junho, podendo ser semeadas no plantio direto. Neste caso, é
indicado o plantio em linha com espacamento de 0,20 m e 15 a 18 sementes

por metro. A profundidade da semeadora deve ser de 3 a 4 cm, e a quantidade

de sementes de 80 a 90 kg ha' (lapar, 2007).

A cultivar lapar 83 foi obtida pelo Instituto Agrondmico do Parana
(IAPAR), com a finalidade de cobertura de solo, a selecédo de plantas para
obtencdo do material ocorreu no municipio de Pato Branco - PR, na estagao
experimental nos anos de 1985 e 1986. Foram selecionadas plantas com

caracteristicas homogéneas quanto ao florescimento, maturagdo dos graos e
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bom aspecto sanitario. As plantas com caracteristicas diferenciadas
indesejaveis foram eliminadas pelo rouguing, pratica de eliminagcéo de plantas
atipicas ou indesejaveis do campo de produgdo, e todo o campo colhido (lapar,
2007).

Assim, as sementes de plantas uniformes (geradas de 3 selegbes
massais) deram origem ao material ora cultivado (lapar, 2007). Essa cultivar
tem como caracteristicas: caules delicados, flexuosos, estriados, com gavinha
ramosa (1-5 pares) geralmente terminal; 1-2-3 pares de foliolos ovalados,
mucronados, de margem inteira ou sinuado-dentados na parte superior; flores
vermelho-violaceas, podendo, conforme as condicdes edafoclimaticas, sofrer
alteragdes, solitarias ou geminadas, sobre pedunculos axilares aristados,
curtos ou pouco mais compridos que as estipulas; corola rosa-violacea com
alas violaceo-purpureas, fruto vagens oblongas (4-6 cm), que podem, de
acordo com sua forma, apresentar terminacdo obtusa, curvada ou fortemente
em forma de pico. Ciclo de 80 a 110 dias para o manejo e 150-160 dias para
completar o ciclo total, em anos extremamente secos, o ciclo pode ser até 2
meses mais curto (lapar, 2007).

Na fase de desenvolvimento vegetativo, pode ser consorciada com
gramineas, utilizada em pastejo direto e na produgao de feno, os graos secos e
tostados servem para a alimentagao animal; No inverno com muita chuva é
suscetivel a Ascochytapisie moderadamente suscetivel a Rhizoctoniasolani,
Fusariumsp, ocasionalmente ocorrem ataques de pulgdes, lagartas e tripes

(lapar, 2007).
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A cultivar BRS Forrageira foi selecionada como linhagem E 91-030, pela
Embrapa Hortalicas, em colegdo de Pisum sativumsubsp. arvense (L.) Poir,
coletada em Santa Catarina. (Tomm, G.O., et al, 2002). Apresenta produgao de
biomassa semelhante ou superior a outros genaétipos de ervilha para cultivo no
Planalto Médio, Alto Uruguai e Missées do Rio Grande do Sul (Tomm, G.O., et
al, 2002).

A facilidade e estabilidade na producdo de sementes da cultivar BRS
Forrageira sdo superiores a outras leguminosas anuais de inverno, como a
ervilhaca comum e a ervilhaca peluda, a produ¢édo de sementes de 1.702 kg/ha,
na média de 5 anos, sem uso de defensivos, superou a cultivar Poneka (Tomm,
G.O,, et al, 2002). A BRS forrageira possui uma composi¢ao dos seus graos de
85,59% Matéria seca; 22,72% Proteina bruta; 0,80% Oleo; 10,09% Fibra bruta;

2,50% Cinza; 0,05% Calcio; 0,34% Fosforo (Tomm, G.O., et al, 2002).

2.3. O estresse salino e oxidativo

A salinidade pode ser definida como a situacdo de excesso de sais
soluveis, sédio trocavel ou ambos em horizontes ou camadas superficiais,
afetando o desenvolvimento vegetal (Ribeiro et al., 2009). Em condi¢des
naturais, a salinidade tem diversos efeitos no crescimento da planta ao reduzir
sua absorgao de agua, criando um desequilibrio ibnico que leva a toxicidade da
planta (Roussos et al., 2007). Na agricultura, um dos fatores de maior
preocupacgao € a salinidade do solo, e 0 manejo inadequado da irrigagao e dos

fertilizantes utilizados na atividade agricola sdo um dos principais responsaveis
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pelo aumento da quantidade de solos degradados com este problema
(D’Almeida et al., 2005; Epstein & Bloom, 2006).

No Brasil, a salinidade tem uma maior importancia no sertdo nordestino,
onde a evapotranspiracdo supera a precipitacdo, e por consequéncia,
impossibilita a percolagdo da agua através do perfil e, consequentemente, a
lixiviagdo dos sais do solo (Freire & Freire, 2007). Nestes ambientes, ha
tendencia de acumulo de sais, liberados dos minerais do material de origem,
predominantemente, os cations Ca?*+, Mg, Mg+, Na+, K+ e anions (Ribeiro et
al., 2009).

No solo, os efeitos da salinidade no desenvolvimento vegetal provem de
alteracbes nas suas propriedades quimicas e fisicas. Em relacdo as
propriedades quimicas, o aumento das concentragbes de sais e sodio trocavel,
ocasiona a redugdo de sua fertilidade e, em longo prazo, pode levar a
desertificacédo (D’Almeida et al., 2005).

Os sais exercem efeitos de forma direta ou indireta, lenta ou brusca, total
ou parcial sobre o desenvolvimento e produgéo das culturas (Sertdo, 2005). Os
efeitos do excesso de sais soluveis na solugédo do solo, principalmente o Na e o
Cl, provocam redugdo do desenvolvimento vegetal, especialmente nas
espécies mais susceptiveis, promovendo disturbios fisiolégicos (Farias et al.,
2009). Os efeitos da salinidade nas plantas podem ser resumidos em efeito
osmotico provocado pela redugao do potencial osmoético; inibicdo da absorgao
de cations pelo sodio e o desbalango nutricional pelo sédio (Silva et al.2000).

A redugdo do desenvolvimento vegetal ocorre em funcdo dos

desequilibrios nutricionais decorrentes do excesso de sais na absorcdo e
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transporte de nutrientes (Ferreira et al., 2001; Cavalcante et al., 2010). A
salinidade altera os processos de absorcao, transporte e reduz a assimilacéo e
distribuicdo de nutrientes na planta (Farias et al., 2009).

As plantas possuem mecanismos de respostas bioquimicas e
fisiologicas ao estresse oxidativo, sendo um deles, o sistema de defesa
antioxidante, que tem como principais enzimas responsaveis por essa resposta
a enzima superoxido dismutase, catalase e a ascorbato peroxidase.

As modificagdes decorridas de algum estresse podem levar a alteragdes
consideraveis na tolerancia ao estresse oxidativo (Alscher et al.,, 2002 e
HernaAndez et al., 2001). Esse estresse oxidativo induzido pelo acumulo de
NaCl, foi observado em diversos cultivares de ervilha (HernanAndez et al.,
1995), ao qual se manifesta com o aumento do malonaldeido (MDA) e do
peroxido de hidrogénio (H202), ambos marcadores do estresse oxidativo em
plantas (HernanAndez et al., 1995).

A ervilha € uma leguminosa sensivel ao sal e € extremamente afetada
pelo estresse salino, que leva a diminuigdo de pigmentos fotossintéticos que
resulta reducdo da fotossintese e reduz a producdo de biomassa da planta

(AishaKamal et al., 2017).

2.4. Aplicacdoes exdgenas de silicio e acido salicilico

O silicio (Si) é o segundo elemento mais abundante na crosta terrestre,
ficando atras apenas do oxigénio, compondo cerca de 50 a 70% do solo
terrestre. Embora o Si n&o seja classificado como um elemento essencial para

as plantas (Mohsenzadh et al., 2011), ele se provou ser benéfico para o
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crescimento de plantas sob tensdes abidticas, especialmente metais pesados
(Rahman et al., 2017). Isso porque o Si pode induzir respostas de defesa das
plantas sob tensdes abidticas e bidticas como na atividade das enzimas
antioxidantes, no aumento da capacidade fotossintética e o baixo coeficiente de
transpiracdo (Sivanesan et al.,, 2013). Segundo Bent, (2014), o uso de Si
também promove a formagao de ndédulos em raizes de plantas, aumentando a
sua taxa de fixagao de N.

Plantas sob estresse salino podem apresentar como consequéncia do
excesso de sais, a deficiéncia hidrica. A aplicacéo foliar de silicio em cultivares
brasileiros de feijao-caupi aumentaram a toleréncia ao déficit hidrico nesses
cultivares, potencializando as enzimas ascorbato peroxidase e superoxido
dismutase (Santos e Oliveira et al., 2019).

O acido salicilico (AS) € um hormonio vegetal utilizado como regulador
de crescimento, possui a funcao de ativar respostas de defesa nas plantas com
alguma alteragdo em seu funcionamento ou com infeccédo de algum patégeno
(Mauch-Many e Métraux, 1998). Devido a essas funcdes fisiologicas ele é
considerado um regulador de crescimento, e é comprovadamente benéfico as
plantas, pois melhora a resposta das plantas a fatores abidticos e bidticos
(Mohsenzadeh et al., 2011; Sing et al., 2015). Estudos demostraram que o AS
€ um composto promissor para a tolerancia das plantas sob tensdes abibticas,
uma vez que foi provado que sob certas condicdes o AS reduz os efeitos
prejudiciais de muitos fatores de estresse (Szalai et al., 2011).

Aplicagdes exdgenas de AS em ervilhas se mostraram satisfatérias no

que diz respeito a tolerancia ao estresse salino. Plantas sob condicbes de
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estresse salino e tratadas com AS demonstraram aumento expressivo na
porcentagem de germinacdo e altura da planta em comparagdo com os
tratamentos que continham apenas o NaCl, além da diminuigdo de pigmentos
fotossintéticos e aumento da atividade das enzimas antioxidantes (AishaKamal
et al., 2017).

O acido salicilico também atua como atenuador dos efeitos do déficit
hidrico que pode ser decorrente do estresse salino (Gomes et al., 2018). O uso
do AS resultou numa maior massa radicular nas plantas de milho sobre
estresse hidrico, além de aumentar a velocidade em que a planta utiliza o
mecanismo que destina a agua disponivel do solo promovendo maior

crescimento e melhor penetracéo da raiz no solo (Gomes et al., 2018)
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Local de desenvolvimento e Material vegetal

O experimento foi realizado em uma casa de vegetacéo localizada no
Departamento de Biologia aplicada a Agropecuaria da Universidade Estadual
Paulista (UNESP), faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal,
Sao Paulo, Brasil. Para este estudo foram utilizadas condi¢cdes semi-
hidroponicas. As sementes de Pisum sativum L. cultivares lapar 83 e BRS
Forrageira foram desinfetadas com etanol 95% (v/v) durante 10 minutos e
lavadas em agua deionizada. Para a perfeita germinagdo das sementes elas
foram semeadas em areia esterilizada (previamente lavadas com agua para
remover a maior parte da matéria organica, logo apés a lavagem foi adicionado
solugédo 5% de HCI por um periodo de 24 horas, e por ultimo foi usado agua
deionizada, para remover qualquer resquicio de HCI que pudesse ser
encontrado na areia) e as caixas para germinagao foram mantidas por 8 dias
no escuro a 22°C.

Posteriormente, mudas de tamanho uniforme com 10 dias foram
transplantadas para vasos Leonard de 0,350 L (Vincent, 1975) contendo areia
esterilizada e 300 mL de soluc¢ao nutritiva Hoagland modificada (Rahman et al.,

2017), suplementada com os seguintes nutrientes (uM): KNO3 (16000), Ca
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(NO3)2:4H20 (6000), NH4H2PO4 (1000), MgSO47H20 (2000), KCI (50),Fe-EDTA
(25), MnSO4-4H20 (2), ZnSO4 (2), Na2MoO42H20 (0,5) e CuSO4+5H20 (0,5). A
solugdo nutritiva foi trocada a cada 5 dias e teve o seu pH ajustado para

6,0+70,5, utilizando solugdes de NaOH ou HCI. As plantas foram cultivadas em

casa de vegetagao sob 12 horas de luz e 12 horas de escuro, e a temperatura
variou de 26 °C durante o dia até 18 °C a noite, com a umidade sendo mantida

a 80%.

3.2, Tratamentos

O experimento foi realizado em um esquema fatorial (2x5) totalmente
aleatdrio, por duas cultivares de ervilha forrageira e cinco tratamentos que
foram formados pela combinacdo e pela ndo combinacdo de Si e AS, sob
toxicidade de NaCl, mais as plantas controle (controle, NaCl, NaCl+Si,
NaCIl+AS, e NaCl+Si+AS). Foram utilizadas 4 plantas por vaso (trés vasos
totalizando 12 plantas por tratamento). A fonte de Si utilizada tanto para as
aplicagbes radiculares como foliares foi o silicato de sb6dio e potassio
estabilizado (SiNaK) (114,91 g L Si, 34,7 g L' K2O e pH 11,8). Duas formas
de aplicagdo do Si (radicular e foliar) foram realizadas (2 mmol L7). As
aplicagdes radiculares foram feitas através da solugéo nutritiva que foi trocada
a cada 5 dias em dois tratamentos durante 15 dias, antes que o estresse salino
fosse imposto as plantas para que elas pudessem acumular Si. Para o AS
(acido salicilico), foram feitas apenas aplicagbes foliares com uma
concentracdo que foi previamente testada nas plantas e que podia ser

totalmente dissolvida em SiNaK (36umol L™).
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Apos 15 dias recebendo aplicagcdes de Si de forma radicular, cloreto de
sodio (NaCl) foi adicionado a solugdo nutritiva (5,84 gL"), e as plantas foram
cultivadas em uma dose média de toxicidade de NaCl baseada em estudos
anteriores (Ayers; Westcot, 1999) e posteriormente recebendo ou né&o
aplicagdes de Si, AS e Si+AS. Todas as plantas, tanto as controle sob estresse
salino foram cultivadas ao mesmo tempo por mais 20 dias apds o estresse ter
sido imposto e também foram coletadas ao mesmo tempo, com 45 dias de

idade.

3.3. Aplicacoes foliares

As aplicacdes foliares foram realizadas a cada 5 dias. Primeiramente o
AS foi dissolvido em agua deionizada (5 g L' AS e pH 11,8). O pH da solugéo
resultante (36umol L) foi entdo ajustado para a aplicagao foliar (pH 6,0). Para
as aplicagdes foliares de Si, o SiNaK foi primeiramente dissolvido em agua
deionizada (2mmol L") e o pH da solugéo final foi ajustado para (pH 6,0). Para
as aplicagbes combinadas do Si+AS, primeiramente o AS foi dissolvido em
SiNaK (114,91 g L' Si, 34,7 g L' K20, 5 g L' AS e pH 11,8), esta solugo foi
dissolvida em agua deionizada e o pH da solugao final foi ajustado para pH 6,0
para a aplicagao foliar. Para evitar contaminagdo os tratamentos foram
separados, e todas as plantas foram pulverizadas com agua deionizada, Si, AS
ou Si+AS até o ponto de escorrimento. No momento em que a aplicagao foliar
foi realizada, a temperatura do ar variou de 22 a 18 °C (noite), e a umidade
relativa do ar foi mantida acima de 80%. No final do experimento, amostras de

raizes e folhas foram coletadas, enxaguadas e imediatamente imersas em
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liguido N2 e armazenadas a — 80°C. Posteriormente, analises fisioldgicas e

bioquimicas foram realizadas nas amostras.

3.4. Parametros de crescimento das plantas (raiz e parte aérea)

A parte aérea das plantas foi dividida em duas (superior e inferior). A
massa fresca da parte aérea das plantas de cada vaso (4 plantas) foi
determinada no final do experimento. Apos a pesagem da massa fresca, todas
as partes aéreas das plantas (superior e inferior) foram lavadas com agua
deionizada, solugéo detergente neutra 0,1 % (Extran®), e solugdo de HCI 0,1%.
Todas as amostras foram entdo colocadas em sacos de papel e colocadas no

forno mufla a temperatura de 652 °C para secagem total. O peso final foi

registrado, obtendo-se a massa seca.

3.5. Determinacgao de teores de carotenoides e clorofila

A quantificagao do teor total de clorofila (a+b) e carotenoides foi realizada
de acordo com Lichtenthaler (1987). Foram coletados discos de amostras de
folhas frescas de trés folhas novas completamente formadas do tergco médio de
cada planta que foram posteriormente pesados e adicionados em tubos
revestidos com papel aluminio contendo 2mL de acetona (80%). Apds 72 horas,
cada amostra foi lida em espectrofotbmetro numa banda de 470 nm para
carotenoides e caroteno [c] + xantofilas [x] e 645 nm e 662 nm para as

clorofilas a e b, respectivamente. Todo o processo foi realizado em triplicatas.

3.6. Fluorescéncia da clorofila



22

A fluorescéncia inicial (Fo) e maxima (Fm), ea eficiéncia quantica do
fotossistema Il (Fv/Fm) foram medidas no final do experimento em trés folhas
totalmente formadas e novas (terco médio) de cada planta. As medigdes foram
realizadas no periodo da manha as 10 horas, utilizando-se o fluorémetro (Opti-

sciences ® - Os30P +).

3.7. Teor e acumulo de cloreto de sédio e silicio por plantas de ervilha
forrageira

Para determinar o teor de NaCl nas raizes e na parte aérea das plantas
de ervilha forrageira, 0,25 g de pé moido de cada amostra foi levado a 400 °C
em cadinhos de porcelana, em seguida foi adicionada a solugdo de 10mL de
HCIl 0,1 M. Logo apéds, o conteudo de NaCl em cada parte da planta foi
determinado em espectrofotometria, de acordo com Bataglia et al. (1978). O
teor de Si na planta também foi determinado nas duas partes da planta (raizes
e parte aérea) via digestéo alcalina com H202 e NaOH, seguido por colorimetria
em um espectrofotdmetro, de acordo com o método descrito por Kornorfer et al.
(2004). Com base no teor de NaCl e Si e na massa seca das plantas, o
acumulo de NaCl e Si também foi calculado. Foi calculado apenas o acumulo
de Si da parte aérea das plantas, enquanto o acumulo de NaCl foi calculada

para a planta inteira (parte aérea e raizes).

3.8. Peroxidacao lipidica e conteudo de H20,
O tecido vegetal das plantas (folhas) foi moido com 20 % (p/v) de

polivinilpirrolidona (PVPP) e 0,1 % de acido tricloroacético (TCA). Apos a



23

centrifugagédo a 11.000 x g durante 10 min, o sobrenadante foi adicionado a
uma solugdo de 20 % de TCA e 5% de acido tiobarbiturico (TBA) e incubado
em banho maria a 95°C durante 30 min. Logo apdés a reagdo sofreu um
resfriamento em um banho de gelo por 10 min e foi centrifugada a 11.000 x g
por 10 min (Gratédo et al., 2012). O conteudo de substéncias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) foi usado para estimar a peroxidagdo lipidica. A
concentragdo equivalente de malondialdeido (MDA) foi calculada usando um
coeficiente de extingdo 1,55 10° mol' cm™', com leituras entre 535 e 600nm
(Gratdo et al., 2012). Os resultados foram expressos em pmol/mg de tecido
fresco (Shimizu et al., 2006).

O teor de H20: foi determinado de acordo com Alexieva et al. (2001). E
para tal as amostras de tecido vegetal foram homogeneizadas em acido
tiobarbiturico (0,1%) e centrifugadas a 10.000 x g durante 10 minutos. O
sobrenadante foi entdo coletado e 100mM de solugdo tampao fosfato de
potassio (pH 7,50) e 1 M de solugéo de iodeto de potassio foram adicionados a
solugéo final, que foi incubada em gelo por uma hora. O teor de H20> foi
determinado usando uma curva de concentragédo padrao ja conhecida de H20o,

e a absorbancia foi lida a 390 nm.

3.9 Andlises estatisticas

Os resultados foram expressos em média e erro padrédo da média (SEM)
de trés tratamentos independentes para o crescimento da planta, teor de
clorofila e carotenoides, e para os teores de NaCl e Si, MDA e H2O>. A analise

estatistica foi realizada utilizando o software AgroEstat (1.1.0.694) (Barbosa;
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Maldonado Junior, 2015). Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia (teste F), e outros diferengas significativas foram comparadas pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade (nivel 0,05 de significancia).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Parametros de crescimento das plantas (parte aérea e raizes) e
sintomas de toxicidade por NaCl

A interacdo entre ambas as cultivares (lapar 83 e BRS Forrageira) e os
tratamentos (NaCl, NaCIl+Si, NaCI+AS e NaCl+Si+AS) sob toxicidade de NaCl
foi significativa estatisticamente com (p < 0,05) para os parametros de
crescimento, uma vez que foi constatado diferencga significativa entre ambas as
cultivares para a massa fresca da parte aérea somente nos tratamentos com
NaCl, NaCI+AS e NaCl +Si+AS (Fig.2). E para a massa seca da raiz s6 houve
diferencga significativa entre os tratamentos com a Testemunha, NaCl, NaCl+Si
e NaCIl+Si+AS (Fig.2B).

Nossos resultados também mostram que apdés 20 dias sob toxicidade
por NaCl, tanto a massa fresca quanto a seca dos diferentes tratamentos (NacCl,
NaCl+Si, NaCI+AS e NaCl+Si+AS) foram significativamente diferentes. Todas
as plantas de ambas as cultivares sob toxicidade de NaCl tiveram redugao
significativa na massa fresca e seca quando comparadas as suas respectivas
plantas controle (FIg.2). Entretanto, os efeitos negativos sobre o crescimento
das plantas foram mais expressivos no tratamento com o estresse NaCl para

ambas as cultivares.
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A cultivar BRS obteve uma massa fresca de 70,12 g no tratamento
controle, enquanto no tratamento com o estresse por NaCl houve uma
diminuicdo para 47,38 g. Ja as plantas da cultivar lapar 83 obtiveram 64,20 g
no tratamento controle e 33,35 g no tratamento com NaCl. As plantas da
cultivar lapar 83 que receberam aplicacdes de Si, AS e Si+AS tiveram uma
reducdo menor na massa fresca do que as plantas no tratamento NaCl, mas na
cultivar BRS a reducao do tratamento no NaCl com o Si, AS, Si+AS nao foi
significativa. Na cultivar lapar 83, as aplicagbes de Si, e AS induziram o maior
aumento de massa fresca sob toxicidade do NaCl (34,80 e 34,53 ¢
respectivamente) (Fig. 2b). Mesmo sendo menor quando comparado com a
plantas controle (64,20 g), foi maior que no tratamento NaCl (33,35 g). De
modo geral, a massa fresca da parte aérea da cultivar lapar 83 foi menos
afetada pela toxicidade do NaCl do que a cultivar BRS Forrageira (Fig. 2b).

A massa seca da parte aérea e das raizes de ambas as cultivares
também foram obtidas (Fig.2a). Sob toxicidade do NaCl, a massa seca da parte
aérea de ambas cultivares (lapar 83 e BRS Forrageira) foi de 8,02 e 12,31 g,
respectivamente, enquanto nos tratamentos controle a massa seca da parte
aérea foi muito maior (14,93 e 21,24 g, respectivamente) (Fig. 2a). Na
cultivarlapar 83, o tratamento NaCl + AS promoveu a menor diminuicido de
massa seca da parte aérea sob a toxicidade do NaCl (10,25 g). Ja na cultivar
BRS Forrageira nenhum dos tratamentos tanto com Si e AS aplicados
individualmente, quanto com ambos combinados, ndo induziram o maior
aumento da massa seca da parte aérea sob toxicidade de NaCl obtendo (11,82,

12,15 e 11,95 g, respectivamente) (Fig. 2a).
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A massa seca da raiz de ambas as cultivares apresentou 0 mesmo
padrdo. A massa seca da raiz da cultivar lapar 83 passou de 0,49 g (controle)
para 0,38 g (tratamento NaCl). As plantas controle da cultivar BRS Forrageira
apresentaram 0,63 g de massa seca da raiz, enquanto sob toxicidade do NaCl
essa massa diminuiu para 0,51 g (tratamento NaCl). A cultivar BRS forrageira
obteve a maior quantidade de massa seca da raiz no tratamento NaCI+AS
(0,66 g), enquanto para a cultivar lapar 83 o maior valor foi também do
tratamento NaCI+AS (0,53 g). Além disso, nossos resultados indicam que a
toxicidade por NaCl diminuiu significativamente o crescimento de plantas de
ervilha forrageira (parte aérea e raiz), e que apenas na cultivar lapar 83, a
aplicacdo de um atenuador apenas (NaCl+AS) promoveu um aumento na
massa fresca e total da parte aérea quando comparado com os outros

tratamentos sob estresse (Fig. 2b).
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Figura 2. Efeitos da toxicidade do NaCl e aplicagdes exdgenas de Si, AS e Si+AS na massa
fresca e seca (g) de plantas de ervilha forrageira submetidas a diferentes tratamentos. As
barras de erro representam +DP de trés repeticoes. Os dados acima do eixo x representam

aparte aérea e abaixo do eixo X, raizes. Diferentes letras maiusculas acima das colunas
indicam diferengas entre cultivares, enquanto letras mindsculas indicam tratamentos com
diferencas significativas em que p < 0,05 pelo teste de Tukey. Parte aérea superior da planta
(PAS), parte aérea inferior da planta (PAl), Raiz (RAIZ).

O aumento da concentragao de NaCl na solugao nutritiva promoveu uma
maior absorcdo deste elemento pelas plantas, o teor e o acumulo de NaCl
foram aumentados sob toxicidade de NaCl. Em todas as plantas, houve um
aumento progressivo do teor de NaCl, que foi maior que o acumulo de NaCl
apresentado nas raizes, e isso pode ser explicado pelo fato de que sob a
toxicidade de NaCl, a massa seca das raizes era muito menor que a massa
seca da parte aérea das plantas, resultando assim em um menor acumulo de

NaCl nas raizes que na parte aérea.
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Com excecao das plantas controle, todos os tratamentos que receberam
5,84 g de NaCl L' mostraram uma queda na produgéo de massa fresca e seca.
Isso pode ser explicado pelo fato de que o estresse salino pode causar a
diminuicdo do crescimento das plantas, pois induz a reducao da clorofila e da
atividade fotossintética e do rendimento (Hemanta Ranjan et al., 2014). Estes
resultados também estdo de acordo com Gomes et al. (2018), que observaram
que plantas de milho sob os efeitos do déficit hidrico utilizam mecanismos
como o fechamento de estdmatos, reduzindo entdo a diminuicdo na producao

de area foliar.

4.2. Teor e acumulo de NaCl nas plantas

Com base em nossos resultados, a interacdo entre cultivares e
tratamentos para o teor de NaCl nas raizes, e na parte aérea foram
estatisticamente significativas (p < 0,05). O teor de NaCl nas plantas de ervilha
forrageira foi alto em todos os tratamentos sob toxicidade por NaCl (NaCl,
NaCl+Si, NaCI+AS e NaCIl+Si+AS) para ambas as cultivares (lapar 83 e BRS
Forrageira). Tanto a parte aérea quanto as raizes de todas as plantas
resultaram em um alto teor de NaCl sob toxicidade (Fig. 3a). As plantas do
tratamento controle de ambas as cultivares apresentaram os menores valores
de teor de NaCl entre todos os tratamentos, enquanto os maiores valores do
teor de NaCl foram encontrados na parte aérea das plantas de todos os

tratamentos sob toxicidade por NaCl.
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Figura 3. Teor e acumulo de cloreto de sédio (NaCl) em plantas de ervilha forrageira
submetidas a diferentes tratamentos. As barras de erros representam + DP de trés repeticbes.

Os dados acima do eixo x representam a parte aérea e abaixo do eixo X, as raizes. Diferentes
letras mailsculas acima das colunas indicam diferengas entre cultivares, enquanto as letras
minusculas indicam tratamentos com diferengas significativas em que p < 0,05 pelo teste de
Tukey. Parte aérea total (PA Total), Raiz (RAIZ).

A cultivar BRS Forrageira teve um teor de NaCl na raiz do tratamento
controle maior que o da cultivar lapar 83, com (4,067 e 3,53 gkg-1,
respectivamente). A parte aérea de ambas as cultivares apresentaram teores
de NaCl nos tratamentos NaCl, NaCIl+Si, NaCI+AS e NaCl+Si+AS maiores que
os teores de NaCl das raizes nos mesmos tratamentos. Em ambas as
cultivares os tratamentos com as aplicacbes de Si e AS isoladamente
apresentaram os maiores teores de NaCl nas raizes. As aplicagbes na cultivar
lapar 83, nos tratamentos NaCl+Si e NaCI+AS resultaram em 13,2 e 20,92 g
kg-1, respectivamente, enquanto na cultivar BRS ambos os tratamentos

resultaram em 13,2 e 22,67 g kg™', respectivamente.
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Embora em ambas as cultivares (lapar 83 e BRS Forrageira), as plantas
controle obtiveram um pequeno teor do NaCl nas raizes (4,067 e 3,53 g kg™,
respectivamente), seu teor aumentou muito sob toxicidade por NaCl (Fig. 3a).
O teor de NaCl nas raizes nos tratamentos NaCl, NaCl+Si, NaCI+AS e
NaCl+Si+AS, para a cultivar lapar 83 foram de 46,67, 13,2, 20,92 e 8,93 g kg-1,
respectivamente, e para a cultivar BRS Forrageira foram 48,67, 13,2, 22,7e 7,8
gkg-1, respectivamente. A cultivar BRS Forrageira apresentou os maiores
valores do teor de NaCl nas raizes sob toxicidade por este sal (Fig. 3a).

Quando o teor de NaCl aumentou, seu acumulo também aumentou em
todas as partes das plantas (Fig. 3b). Entretanto, houve um padrdo comum de
acumulo do NaCl na parte aérea das plantas maior que nas raizes (Fig. 3b).
Para ambas as cultivares (lapar 83 e BRS Forrageira), as plantas controle
apresentaram o menor acumulo de NaCl na parte aérea (39,39 e 38,39 mg por
vaso, respectivamente). Sob toxicidade do sal, a parte aérea de ambas as
cultivares (lapar 83 e BRS Forrageira) acumularam muito mais NaCl do que as
raizes. Nos tratamentos NaCl, NaCl+Si, NaCI+AS e NaCl+Si+AS, a parte aérea
das plantas da cultivar lapar 83 acumulou 221,89; 69,07; 138,86 e 54,47 mg
por vaso de NaCl, respectivamente. Na cultivar BRS Forrageira a parte aérea
das plantas também acumularam muito mais NaCl do que as raizes sob
toxicidade do NaCl sendo de 309,32; 105; 170,65 e 61,30 mg por vaso de NaCl,
respectivamente. Para ambas as cultivares (lapar 83 e BRS Forrageira), o NaCl
foi mais acumulado nas raizes sob tratamento NaCl e NaCI+Si (17,69, 11,01 e

24,96, 15,06 mg por vaso de NaCl, respectivamente). (Fig. 3b)
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As diferencas entre tratamentos e cultivares de ervilha forrageira para o
teor de NaCl e o seu acumulo nas raizes podem ser explicados pelo fato de
que o maior acumulo de Si nas raizes das plantas de ervilha forrageira nos
tratamentos NaCI+AS e NaCl+Si sob toxicidade do sal, aumentou o seu teor
nas raizes da cultivar lapar 83, enquanto o AS pode ter sido mais significativo
para aumentar o teor de NaCl e o seu acumulo nas raizes da cultivar BRS
Forrageira.

Complexos de silicato de sodio podem ser formados dentro das raizes, o
que dificultaria o transporte e translocacdes do NaCl, resultando em um maior
acumulo de NaCl em raizes de plantas tratadas com aplicagdes exoégenas de
AS em plantas de cevada (Inal et al., 2009). E possivel que a deposicdo de Si
nas raizes tenha proporcionado locais de ligagado para o NaCl, ocorrendo entao
menor translocacdo das raizes para a parte aérea, como observado para a
acumulo de Cd em plantas de ervilha forrageira (Rahman et al., 2017). O AS
pode ter aumentado o acumulo de NaCl através de um melhor aproveitamento
da captacao e transporte de ions, bem como a permeabilidade da membrana

plasmatica (Noreen et al.,2009).

4.3. Teor e acumulo de Silicio nas plantas

Como esperado o teor de Si foi mais pronunciado nas plantas de ervilha
forrageira, nos tratamentos NaCl+Si e NaCI+Si+AS para ambas as cultivares
(lapar 83 e BRS Forrageira). A parte aérea de todas as plantas mostrou-se com
altos teores de Si nestes tratamentos quando comparados aos outros (controle,

NaCl e NaCI+AS) (Fig.4A). De modo geral, entre as cultivares houve interacéo
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significativa para o teor de Si em diferentes partes aéreas da planta (p < 0,05)
(Fig. 4A). A cultivar BRS Forrageira apresentou um teor de Si mais alto na
parte aérea em todos os tratamentos se comparado com cultivar o lapar 83.

Ambos os cultivares tiveram o maior teor de Si nos tratamentos de NaCl+Si e

NaCl+Si+AS.
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Figura 4. Teor e acumulo de Silicio (Si)em plantas de ervilha forrageira submetidas a diferentes
tratamentos. As barras de erro representam + DP de trés repeticdes. Diferentes letras

mailsculas acima das colunas indicam diferengas entre as cultivares, enquanto letras
minusculas indicam diferengas significativas entre os tratamentos em que p< 0,05 pelo teste de
Tukey. Parte aérea superior da planta (PAS), parte aérea inferior da planta (PAI)

Os maiores teores de Si foram encontrados na parte aérea nas plantas
dos tratamentos NaCl+Si e NaCl+Si+AS. Para a cultivar lapar 83, os valores de
teor de Si encontrados na parte aérea superior e inferior foram 6,69 e 8,39 g kg

', respectivamente, enquanto para a cultivar BRS Forrageira, os mesmos
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tratamentos obtiveram na parte superior e inferior da parte aérea das plantas
foram iguais a 7,90 e 6,96 g kg™, respectivamente (Fig. 4A). No tratamento
NaCl+Si+AS, a lapar 83 obteve um teor de Si na parte aérea superior e inferior
das plantas igual a 4,46 e 3,92 g kg, respectivamente, enquanto a BRS
Forrageira obteve um teor de Si de 3,39 e 3,57 g kg'', respectivamente, na
parte aérea superior e inferior (Fig. 4A).

Também houve uma interagdo significativa entre as cultivares para o
acumulo de Si (p < 0,05), com a cultivar BRS Forrageira acumulando mais Si
na parte aérea do que a lapar 83 (Fig. 4B). Para a cultivar lapar 83, os
tratamentos de Controle e NaCIl+Si+AS obtiveram o maior acumulo de Si na
parte aérea (23,27 e 23,72 g por vaso, respectivamente), e na cultivar BRS
Forrageira, os tratamentos que obtiveram o maior acumulo de Si foram,
controle e NaCl+Si, com 37,23 e 32,79 g por vaso, respectivamente (Fig.4B).

As plantas que receberam aplicagbes exdgenas de Si na raiz e nas
folhas apresentaram um alto teor de Si na parte aérea. A forma absorvida pelas
plantas, e a grande estabilidade das espécies monoméricas de silicio, pode ter
resultado nisso (Ma e Takahashi, 2002), assim como o pH da solugéo (6,0),
que teve de ser ajustado devido a presenga do sorbitol na solugao foliar.

Na cultivar BRS Forrageira o acumulo de Si no tratamento controle foi o
maior, pois a massa seca (MS usado para calcular o acumulo de Si, variavel
diretamente proporcional) do mesmo foi muito superior as demais, portanto isso
implicou para este acumulo elevado. As aplicagbes de Si via foliar foram
capazes de aumentar a concentracdo de Si na parte aérea devido a baixa

redistribuicdo deste elemento nas plantas (Ma e Takashi, 2002). As aplicagbes
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foliares sempre foram realizadas com a umidade relativa acima dos 80%, e
com 0 uso do sorbitol para aumentar a absorcédo de Si atrasando o processo de

secagem na folha (Will et al., 2011).

4.4. Teor de clorofila e carotenoides

Houve diferenga significativa entre as cultivares para a clorofila total (a+b)
e o teor de carotenoides (p < 0,05) somente no tratamento NaCIl+Si+AS (Fig.5).
Nossos resultados demonstraram que a toxicidade do NaCl afetou
negativamente os pigmentos da clorofila e carotenoides (Fig.5). Para ambas as
cultivares, lapar 83 e BRS forrageira, a clorofila total (a+b) de plantas
submetidas ao estresse (tratamento NaCl) apresentou valores
significativamente menores (0,80 e 0,84 mg/g, respectivamente) quando
comparadas as plantas controle (1,09 e 1,04 mg/g, respectivamente) (Fig.5A).

Para o teor de carotenoides, as plantas de ambas as cultivares
submetidas ao estresse NaCl também apresentaram teor menor (0,38 e 0,55
mg/g, respectivamente) que as plantas controle (0,52 e 0,63 mg/g,
respectivamente) (Fig. 5B). Por outro lado, a aplicagdo de Si e AS, bem como
de Si+AS, promoveu aumento em ambos, o teor total de clorofila (a+b) e
carotenoides da cultivar lapar 83, comparadas com as plantas submetidas ao
estresse (Fig.5). Inesperadamente, para a cultivar BRS Forrageira, apenas o
uso de Si aumentou o teor de clorofila total (a+b) e carotenoides sob a
toxicidade por NaCl (1,12 e 0,51 mg/g, respectivamente).

Para o cultivar lapar 83 e BRS Forrageira, os melhores tratamentos foram

o NaCl+Si+AS e NaCl+Si, respectivamente tanto para a clorofila total (a+b)
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(0,86 e 1,12 mg/g, respectivamente) quanto o teor de carotenoides (0,47 e 0,51
mg/g, respectivamente), que foram significativamente altos, sendo iguais as
plantas controle (Fig. 5B). Inesperadamente, para a cultivar BRS Forrageira, o
teor de carotenoides foi ainda maior que o das plantas controle no tratamento
NaCl+Si (0,51 mg/g) (Fig. 5). Nossos resultados demonstram que o teor de
clorofila foi menos afetado pela toxicidade do NaCl nas plantas do tratamento

de Si+AS para esta cultivar (Fig. 5A).
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Figura 5. Efeitos da toxicidade NaCl e as aplicagdes exdgenas de Si, AS e Si+AS sobre a
clorofila total (a+b) e teor de carotenoides das plantas de ervilha forrageira submetidas a
toxicidade por NaCl em diferentes tratamentos. Diferentes letras maiusculas acima das colunas
indicam diferengas entre as cultivares, enquanto letras minusculas indicam tratamento com
diferencgas significativas em que p < 0,05 por teste de Tukey.

Nossos resultados mostraram que a toxicidade do NaCl reduziu
significativamente o teor total de clorofila(a+b) e carotenoides das plantas de

ervilha forrageira. Sob condi¢cbes de estresse, a baixa produgdo de clorofila
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pode ser resultado da peroxidacdo das membranas do cloroplasto e a inibigao
da biossintese de clorofila e protoclorofila redutase (Rao et al., 2007). As
aplicagbes exogenas de Si, AS e Si+AS, em especial o0 uso combinado dos
dois aumentou significativamente o teor de clorofila total (a+b) e de
carotenoides. Portanto, as aplicagbes exdgenas de Si+AS foram eficientes para
reduzir os danos causados pelo estresse oxidativo em plantas de ervilha
forrageira, reduzindo a peroxidagdo da membrana dos cloroplastos e

aumentado a producéo de clorofila e carotenoides (Oliveira et al., 2019).

4.5. Fluorescéncia de clorofila

Houve diferengas significativas entre todos os tratamentos para os
parametros de fluorescéncia da clorofila Fv/Fm (eficiéncia quéntica do
fotossistema Il) (Fig. 6). Em geral, houve interacdo significativa entre cultivares
(p<0,05) para Fv/Fm no tratamento NaCl (Fig. 6).

Os resultados demonstraram que o Si, AS e 0 uso combinado de ambos
(Si+AS) foram eficientes para aumentar o parametro Fv/Fm até o nivel das
plantas controle (Fig. 6). A eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm) foi
maxima para plantas de ambos os cultivares (lapar 83 e BRS Forrageira) no
controle (0,788 e 0,782 elétrons quantum-!, respectivamente) e NaCl+Si+AS
(0,735 e 0,756 elétrons quantum™, respectivamente), com uma diminuigdo no
tratamento NaCl para ambos os cultivares (0,672 e 0,676 elétrons quantum-’,
respectivamente). Este parametro também foi maximo para ambas as
cultivares nos tratamentos NaCl+Si e NaCI+AS (Fig. 6). Para Fv/Fm, as plantas

de ambas as cultivares submetidas a toxicidade por NaCl sem aplica¢des de Si,
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AS e Si+AS, apresentaram reduc¢des significativas, comprometendo o processo

fotoquimico das plantas no tratamento NaCl (Fig. 6).
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Figura 6. Eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm) de plantas de ervilha
forrageira submetidas ou nao a toxicidade por NaCl e seus diferentes tratamentos:
controle, toxicidade NaCl, NaCl+Si, NaCI+AS e NaCl+Si+AS. Diferentes letras
mailsculas acima das colunas indicam diferencas entre cultivares, e as letras
minusculas indicam tratamentos com diferengas significativas em que p < 0,05
pelo teste de Tukey.

A eficiéncia quantica (Fv/Fm) foi maxima nas plantas controle e foi
significativamente melhorada nos tratamentos que receberam aplicagdes
exodgenas de Si, AS e Si+AS. Para a cultivar BRS Forrageira, ela foi aumentada
com as aplicagbes até o nivel das plantas controle.

Diversos estudos relatam que plantas com auséncia de estresse em
condigdes normais de crescimento, tem valores de Fv/Fm na faixa de 0,750 a
0,850 elétrons quantum™ (Corréa e Alves, 2010). Portanto, a relagdo Fv/Fm

com um valor abaixo dessa faixa considerada normal, encontrada para ambas
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as cultivares (lapar 83 e BRS Forrageira) no tratamento NaCl (0,672 e 0,676
elétrons quantum!, respectivamente), reflete os danos foto inibitorios nos
centros de reacdo do fotossistema Il para plantas destas cultivares. Nossos
resultados estdo de acordo com outros estudos (Cruz et al., 2009; Silveira et
al.,m 2010; Souza et al., 2016), permitindo concluir que, sob toxicidade NaCl,
os danos ao aparelho fotossintético foram mais significativos para a cultivar
lapar 83, fato evidenciado pela reducdo da eficiéncia quantica do PSIl no

tratamento NaCl.

4.6. Peroxidacao lipidica e teor de H202
O teor de MDA, um indicador de peroxidacédo lipidica, foi mais
pronunciado com a toxicidade por NaCl (tratamento NaCl) para ambas

cultivares se comparadas com as plantas controle (Fig.7A).
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Figura 7. Peroxidagdo lipidica (a), Dialdeidomalonico (MDA) (nmol g ') de peroxido de
hidrogénio(b) (H.0,) (umol g') na parte aérea das plantas de ervilha forrageira submetidos ou
nao a toxicidade por NaCl em diferentes tratamentos: Controle, NaCl, NaCl+Si, NaCl+ AS,
NaCl+Si+AS.

A cultivar lapar 83 obteve um teor de MDA mais baixo se comparado
com a cultivar BRS Forrageira para todos os tratamentos (p < 0,05). No
tratamento NaCl, as plantas da cultivar lapar 83 exibiram um aumento
pronunciado no teor de MDA (2,79 nmol g') em comparagdo com as suas
plantas de controle (2,32 nmol g'), enquanto as plantas da cultivar BRS
Forrageira obtiveram 4,49nmol g', e apenas 3,63 nmol g' de MDA foram
produzidas pelas plantas controle (Fig. 7A). A aplicagdo de Si, AS ou Si+AS
reduziu a quantidade de MDA para a cultivar lapar 83 (2,06, 2,05 e 1,97 nmol g
1, respectivamente) sendo mais significativa se comparada a cultivar BRS
Forrageira (3,96, 3,39 e 4,16nmol g, respectivamente) quando comparada

com as plantas controle deste cultivar (3,63 nmol g-') (Fig. 7A). Para o teor de
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H20: (Fig. 7B), o mesmo padréo encontrado para o teor de MDA foi observado
a cultivar BRS Forrageira entre os tratamentos, que foi mais elevado no
tratamento NaCl (728,32umol g') (Fig. 7B). Além disso, os nossos resultados
também mostraram que para esta cultivar as aplicacdes isoladas de Si e Si+AS
reduziram o teor de H2O2 das plantas expostas a toxicidade por NaCl ao nivel
das plantas controle (615,38 e 602,83umol g™, respectivamente) (Fig. 7B).

As plantas da cultivar lapar 83 apresentaram um padrao diferente (Fig.
7B). Sob toxicidade por NaCl, as plantas desta cultivar, em todos os
tratamentos, exceto o controle, apresentaram o mesmo teor de H202 (Fig. 7B).
Para esta cultivar, as plantas submetidas aos tratamentos NaCl, NaCl+Si,
NaCl+AS e NaCl+Si+AS mostraram teores semelhantes de H20: (547,01,
557,59, 608,13 e 571,25 ymol g, respectivamente) quando comparadas com
as plantas de controle (530,04umol g') (Fig. 7B). A cultivar lapar 83 tinha
naturalmente um menor teor de H202 (p < 0,05) quando comparada com a
cultivar BRS Forrageira para todos os tratamentos exceto o tratamento
NaCl+Si+AS (Fig. 7B).

O H202 gerado foi a partir de varios processos metabdlicos e enzimas
peroxidases do sistema de defesa antioxidante. Os danos causados pela
peroxidagao lipidica e pelo perdxido de hidrogénio podem ter afetado
negativamente o sistema fotossintético e, consequentemente, reduziu o
crescimento das plantas, afetando consequentemente a producdo de massa
fresca e seca. Para reduzir os danos oxidativos, diversas enzimas
antioxidantes podem ter desempenhado um papel importante contra os feitos

dos estresses abidticos como os causados pelo estresse salino ( Gratéo et al.,
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2015; Alves et al., 2017; Oliveira et al., 2019). As peroxidases podem reduzir o
H202, como a Catalase (CAT), Ascorbato Peroxidase (APX), entre outras
(Alves et al.,, 2018), sendo ela induzida em diversas espécies de plantas
quando ha a presencga de situagdes estressantes, como a salinidade (Noctor e

Foyer, 2016).

4.7. Parametros visuais
O experimento teve duragao de 45 dias, apos esse periodo foi possivel
notar diferenga visual significativa nas plantas em ambas cultivares de ervilha

forrageira (Fig. 8)

| Controle | | NaCl+Si+ | | NaClHSi | [ NaCl+AS | | NaCl |

AS

Figura 8. Foto realizada apés o experimento da cultivar lapar 83 (a), Foto realizada apds o
experimento da cultivar BRS Forrageira.
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5. CONCLUSAO

As aplicagdes exdgenas de Si+AS, nas cultivares brasileiras de ervilha
forrageira (Pisum sativum L.) (lapar 83 e BRS Forrageira) mostraram-se
capazes de aliviar os efeitos adversos causados pela toxicidade causada por
NaCl. A aplicacdo dos dois atenuadores combinados (Si+AS), comparando as
duas cultivares, mostrou-se mais eficiente na cultivar lapar 83. Este fato foi
evidenciado por um aumento significativo do teor de carotenoides, da eficiéncia
quantica do fotossistema Il (Fv/Fm), bem como o menor teor de MDA que
refletiu numa menor peroxidagao lipidica, reduzindo os danos oxidativos as
plantas sob condi¢des estressantes, o que resultou em um aumento da massa

fresca da parte aérea e massa seca total.
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