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Estresse oxidativo em raizes de plantas jovens de cana-de-agucar sob

toxidez de aluminio e com suplementacao de silicio.

Nos ultimos anos, o cultivo de cana-de-acUcar, estd sendo direcionado para o
Cerrado, regido caracterizada por solos acidos em que a toxidez de aluminio (Al)
se faz presente. Devido a pouca mobilidade do Al dentro da planta, a toxidez atinge
as raizes, causando drastica reducao do crescimento, engrossamento e diminui¢ao
da permeabilidade das células, o que restringe a absor¢cdo de agua e nutrientes.
Visando amenizar os efeitos toxicos do Al, os estudos tém destacado os beneficios
da aplicacéo do silicio (Si) que se mostra atenuador dos mais variados estresses
em plantas. O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito atenuador do Si em raizes
de plantas jovens de cana-de-acucar sob toxidez de Al. Mudas de cana-de-acgucar,
cv. CTC9003 com 40 dias de idade, foram submetidas a toxidez de Al (0, 10, 15 e
20mg L de Al2(S04)3.18H20) por 15 dias e tratamentos de Si (0,0 e 2,0 mmol L
de K2SiOs) por mais 20 dias em solugdo nutritiva. Foi avaliado o metabolismo
oxidativo através da determinacdo da peroxidacéo lipidica (malondialdeido, MDA)
e sistema de defesa antioxidante pelas enzimas superoxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX) e guaiacol peroxidase (GPOX). O crescimento das
raizes foi verificado pela avaliagcdo da biomassa seca. Os resultados evidenciaram
que, nas plantas estressadas pelo Al, a suplementacdo de Si reduziu o MDA e
aumentou a atividade antioxidante da SOD, APX e GPOX, o que pode ter
contribuido para o maior crescimento das raizes em comparacao as plantas sob Al
e sem Si. O Si atenuou o estresse de Al nas raizes de plantas jovens de cana-de-
acucar, cv. CTC9003.

Palavras-chave: Crescimento (Plantas), Ecofisiologia vegetal, Estresse abibtico,

Saccharum officinarum.
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Oxidative stress in roots of young sugarcane plants under aluminum toxicity

and with silicon supplementation.

In recent years, the cultivation of sugarcane is being directed to the Cerrado, a
region characterized by acidic soils in which aluminum (Al) toxicity it's present.
Because of the low mobility of Al in plant, the toxicity reaches the roots, causing
drastic reduction in growth, thickening and a decrease in the permeability of the
cells, which restricts the absorption of water and nutrients. Aiming to alleviate the
toxic effects of Al, the studies have highlighted the benefits of applying silicon (Si),
which is shown to attenuator the most varied stresses in plants. The aim of this work
was to verify the attenuating effect of Si on roots of young sugarcane plants under
Al toxicity. Sugarcane seedlings, cv. CTC9003 with 40 days of age, were submitted
to Al toxicity (0, 10, 15 e 20mg L™ of Al2(S04)3.18H20) for 15 days and Si treatments
(0,0 e 2,0 mmol L of K2SiOz) for another 20 days in nutrient solution. Oxidative
metabolism was evaluated through determining lipid peroxidation
(malondialdehyde, MDA) and antioxidant defense system by enzymes superoxide
dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX) and guaiacol peroxidase (GPOX).
The growth of the roots was verified by the evaluation of dry biomass. The results
evidenced that in Al stressed plants, the Si supplementation reduced MDA and
increased the antioxidant activity of SOD, APX and GPOX, which may have
contributed for the greater root growth than in the plants under Al and without Si.

The Si attenuated Al stress in the roots of young sugarcane plants, cv. CTC9003.

Keywords: Abiotic Stress, Growth (Plants), Plant Ecophysiology, Saccharum

officinarum.



1. INTRODUCAO

A cana-de-acucar, importante cultura agricola no Brasil reconhecida pela
producédo do etanol, agucar e como fontes de energia renovavel, bem como pela
geracdo de empregos e dividendos, a partir do século XX teve o cultivo
expandido para a regido do Cerrado, no Centro-Oeste brasileiro, caracterizado
por um solo &cido em que o aluminio (Al) trocavel € o cation dominante (RIBEIRO
et al., 2015; GRANCO et al., 2017; CHERUBIN et al., 2021).

Em solos acidos (pH < 5,5), a disponibilidade de Al € considerada um dos
mais importantes problemas de toxidez de metais por representar um fator
limitante de crescimento para as plantas, onde as espécies mononucleares Al3+
e Al13 sdo consideradas as formas mais toxicas (SINGH et al., 2017,
PHUKUNKAMKAEW et al., 2021). Esta toxidez causa efeitos deletérios no
sistema radicular inibindo o alongamento celular, causando maior
engrossamento e diminuicdo da permeabilidade celular (BOJORQUEZ-
QUINTAL et al., 2017; SIQUEIRA et al., 2020).

O aumento das ERO (espécies reativas de oxigénio) em plantas sob
estresses gera 0 estresse oxidativo que provoca desordens irreversiveis no
metabolismo. A toxidez de Al aumenta a producdo de ERO conduzindo ao
estresse oxidativo (SILVA, 2012; XIAO et al., 2021), o qual pode ser detectado
pela peroxidagéo lipidica das membranas e, consequentemente, a presenca do
acumulo de malondialdeido (MDA), e pela modulacéo da atividade de enzimas
antioxidantes como a superéxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX)
e guaiacol peroxidase (GPOX) entre outras (JESUS et al., 2017; SACHDEYV et
al., 2021).

A utilizacdo de atenuadores dos estresses vem se tornando promissora
para o efetivo combate as condi¢cbes adversas, visando a melhoria do
crescimento e produtividade vegetal. O silicio (Si), elemento ndo essencial para
as plantas (GUNTZER et al., 2012), tem sido utilizado com sucesso como
atenuador dos estresses nos vegetais (DESHMUKH et al. 2017; KHAN et al.,
2021). Mesmo em plantas acumuladores de Si, como a cana-de-agUcar,
resultados positivos sdo obtidos com a suplementacéo de Si quando estao sob

efeito de algum estresse (BHAT et al., 2019).
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Estudos sobre a suplementacdo do Si em plantas jovens de cana-de-
acucar sob efeito do estresse por aluminio sédo inexistentes na literatura. Porém,
pesquisas tém relatado que a suplementacdo de Si melhora os efeitos toxicos
do Al em vérias clturas importantes como trigo (COCKER et al., 2002), milho
(WANG et al. 2004) e arroz (SINGH et al., 2011), com a estimulacdo da atividade
dos sistemas antioxidantes nas plantas (SHEN et al., 2014; COSKUN et al.,
2019).

2. OBJETIVOS

Baseando-se na hipdtese que o Si atenua os efeitos deletérios de varios
estresses que atingem as plantas, o presente estudo teve por objetivo verificar
em raizes de plantas jovens de cana-de-acucar sob toxidez de Al, se o silicio
atenua o estresse oxidativo conferido pelo aluminio, e se esse efeito esta
relacionado com a peroxidacéo lipidica e enzimas do metabolismo antioxidante
(SOD, APX e GPOX), refletindo na biomassa seca.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Toxidez de aluminio

O aluminio (Al), quando presente nos solos, constitui um dos maiores
problemas de toxidez de metais, ja que limita o crescimento vegetal,
representando um grande entrave para a producao agricola mundial. Este metal
é disponibilizado em solos acidos (pH < 5,5), os quais somam de 30 a 40% da
terra aravel em todo mundo (HAAK et al., 2017; PATRA et al., 2020;
PHUKUNKAMKAEW et al., 2021; RANJAN et al., 2021)

O Al ocorre naturalmente no solo, porém a presenca deste elemento
somente é prejudicial as plantas quando o solo se encontra com pH proximo a
4,5 tornando-o biodisponivel para a absorcéo radicular, ou seja, neste pH ha a
atuacdo de moléculas de hidrogénio onde ocorre uma reacdo de solubilizacéo,
resultando em um cétion téxico [Al (H20)e]** ou Al3*. Em baixo pH a absorcéo é

mais rapida e, facilmente, ocorre a incorporacdo do elemento afetando
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diretamente o desenvolvimento e, consequentemente, a produtividade agricola
(ECHART e CAVALLI-MOLINA, 2001; MANTOVANINI, 2017; BRITO et al., 2020;
RANJAN et al., 2021). O processo de acidificacdo do solo também é muitas
vezes intensificado por praticas agricolas inadequadas, pela mineracao e por
descarte de residuos em excesso, isto €, residuos de plantas, fertilizantes a base
de nitrogénio e materiais nitrogenados de origem animal, como estercos (LANGE
et al., 2006; WEI et al., 2021). Dependendo da espécie vegetal, a toxicidade do
Al 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; SIQUEIRA et al., 2020).

De fato, nos solos acidos em que elevados teores de Al estdo presentes,
as plantas agricolas podem nao atingir a taxa de crescimento e produtividade
Otima, principalmente, devido as alteragBes estruturais no sistema radicular
(KOCHIAN et al., 2004; BRITO et al., 2020; SIQUEIRA et al., 2020). Por ser um
elemento de pouca mobilidade dentro da planta, o Al causa drastica inibicdo do
crescimento radicular e provoca 0 engrossamento e diminuicdo da
permeabilidade das células radiculares (HORST et al., 2010; GIONGO e
BOHNEN, 2011; SILVA, 2012; MATSUMOTO e MOTODA, 2012;
ARUNAKUMARA et al., 2013; EMAMVERDIAN et al., 2015; FREITAS et al.,
2015; CASTRO, 2016; DORNELES et al., 2016; BRITO et al., 2020; HODSON e
EVANS 2020).

3.2. Estresse oxidativo

Qualquer alteracdo dos fatores ambientais pode influir no
desenvolvimento harménico das espécies, podendo ocasionar modificacdes
fisiologicas como resultado de um estresse primario. Conforme a intensidade e
severidade desse estresse, ocorre um desequilibrio redox celular devido a
superproducdo de ERO, acima da capacidade do sistema antioxidante e,
resultando em um estresse secundario, o oxidativo (GILL e TUTEJA, 2010;
SHARMA et al., 2012; KAUR et al., 2019; SACHDEYV et al., 2021).

Em contrapartida, em plantas ndo estressadas, as ERO sao benéficas ao
metabolismo vegetal, participando de vérias rotas bioquimicas e fisioldgicas

importantes estando presentes nas células vegetais, geralmente nos
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cloroplastos, mitocondrias e peroxissomas, como subprodutos da atividade
aer6bica e metabolismo fotossintético (TRIPATHY e OELMULLER, 2012;
MITTLER, 2017; SACHDEYV et al., 2021).

Entretanto, em situacdes estressantes, ha sucessivas adicdes de elétrons
ao Oz, reduzindo-o formando outras ERO como o superéxido (O2), peroxido de
hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH"), considerada a mais oxidante entre
as ROS, responsaveis por danos severos, como oxidacdo de proteinas, DNA,
lipidios da membrana, afetando processos celulares essenciais e podendo levar
a morte do vegetal (GILL e TUTEJA, 2010; BARBOSA et al., 2014; SOARES et
al., 2019; SACHDEV et al., 2021). De fato, o0 estresse oxidativo esta relacionado
com todos os estresses abibticos que atingem as plantas, desenvolvendo-se a
partir do acumulo de ERO, o que acarretara modificacdes quimicas e fisioldgicas
que alteram diversas biomoléculas, sendo os lipidios os mais danificados
(DEMIDCHIK, 2015; SACHDEYV et al., 2021).

As plantas possuem inUmeras estratégias para lidar com o estresse
oxidativo, dentre elas pode-se citar uma linha de defesa enzimética e nao
enzimatica (GILL e TUTEJA, 2010; SHARMA et al, 2012; DAS e
ROYCHOUDHURY, 2014; GILL et al., 2015; SOARES et al., 2019;
CHOUDHARY et al., 2020; ELJEBBAWI et al., 2021; ZHOU et al., 2021).

A peroxidacéo lipidica origina diversos produtos secundarios que agravam
o dano oxidativo, dentre eles o malonaldeido (MDA) que é o principal e mais
estudado produto da peroxidacao lipidica (GUO et al., 2007; TABALDI et al.,
2009; ADREES et al., 2015; SACHDEV et al., 2021). O MDA é conhecido como
um marcador molecular para designar peroxidac¢ao lipidica da membrana celular
em plantas sob diferentes estresses abibticos e dependendo da concentracao
expressa, 0 grau desta peroxidacdo e consequente dano celular (SHARMA et
al., 2012; COOKE e LEISHMAN, 2016).

Com relacdo as enzimas superéxido dismutase (SOD), ascorbato
peroxidase (APX) e guaiacol peroxidase (GPOX). A SOD é a primeira enzima no
mecanismo de defesa antioxidante da planta que converte os radicais anion
superoxido (O2) em oxigénio molecular (O2) e peréxido de hidrogénio (H202),
conferindo protecdo contra os efeitos nocivos do radical superoxido que é

altamente reativo. Podem estar ligadas a um ion metalico (Cu/Zn, Mn, Fe e Ni)
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e, assim, séo classificadas de acordo com a localizagdo subcelular e cofator
metalico (GILL et al., 2015; CAVERZAN et al., 2016; SOARES et al., 2019).

A enzima APX catalisa a reacdo de conversdo do H202 em H20 e Oz e as
plantas apresentam diferentes isoformas de APX que sdo distribuidas em
compartimentos subcelulares distintos como cloroplastos (sAPX), mitocondrias
(mitAPX), peroxissomos (MAPX) e citosol (CAPX) (CAVERZAN et al., 2012; DAS
e ROYCHOUDHURY, 2014; JESUS et al.,, 2017; SOARES et al., 2019). O
equilibrio entre SOD e APX é crucial para determinar a quantidade intracelular
efetiva de Oz e H202, sendo estas enzimas de suma importancia para a
detoxificacdo destas ERO (CAVERZAN et al.,, 2016; JESUS et al., 2017;
BORJAS-VENTURA et al.,, 2019). A GPOX reduz o H202 e hidroperéxidos
organicos e lipidicos reduzindo o estresse oxidativo. Além do mais, sdo capazes
de realizar uma segunda reacao ciclica denominada reacao hidroxilica, que é
distinta da reacdo peroxidativa (BELA, et al. 2015; EROFEEVA, 2015;
CAVERZAN et al., 2016; SOARES et al., 2019).

3.3. Estresse oxidativo em plantas sob toxidez do aluminio

Alguns autores verificaram que, as altera¢cdes causadas por Al no sistema
redox das células vegetais podem induzir ao excesso de perdxido de hidrogénio
(H2032), ocasionando a peroxidacéo lipidica (SINGH et al., 2017; CHANDRA et
al., 2020; XIAO et al., 2021).

Os danos do estresse oxidativo em plantas sob estresse de Al podem ser
exemplificados em algumas pesquisas que relataram a producdo de ERO e
alteracdes no sistema antioxidante como consequéncia da exposi¢ao ao Al. Nas
raizes do milho, Jones et al., (2006) relataram que a exposi¢cao ao tratamento
com Al aumentou as ERO em todas as células epidérmicas durante a exposicéo
ao estresse. Além disso, Boscolo et al. (2003) constataram que, embora tenha
sido incrementada a atividade da SOD e da APX, houve menor crescimento da
raiz, sugerindo que o aumento da Oz e a producdo de H202 devem estar
relacionados a toxicidade do Al. Panda et al. (2003) verificaram aumento nas
atividades enziméaticas de SOD e APX em feijao verde sob estresse por Al.
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3.4. Silicio como atenuador da toxicidade de aluminio

Nas ultimas décadas, pesquisas tém buscado alternativas para contornar
0 estresse que atinge as plantas. A utilizacdo de atenuadores dos estresses,
como a suplementacéo de silicio (Si), vem se tornando promissora para o efetivo
combate as condicdes adversas, visando melhoria do crescimento e
produtividade vegetal (SINGH et al., 2021; ZELLENER et al., 2021).

O Si causa efeito benéfico no crescimento das plantas sob os mais
variados estresses abioticos (VASANTHI et al., 2014; KHAN et al., 2021). Este
elemento atua na formacdo de complexos protetores e reguladores, os quais
conduzem a minimizacgao da transpiracdo e maximizacao da fotossintese, o que
corrobora no aumento do crescimento e ganhos de produtividade e de qualidade
vegetal (GUNTZER et al., 2012; JESUS et al., 2017; BHAT et al., 2019; COSKUN
et al.,, 2019; ZARGAR et al., 2019; SOURI et al., 2020; SINGH et al., 2021).
Também, ativam genes para estimulacao dos sistemas antioxidantes, reduzindo
a peroxidacado de lipidios da membrana celular (MARAFON e ENDRES, 2011;
DORNELES et al., 2019).

Quanto aos solos do Cerrado, Santos (2017) descreve que, ocorre baixa
disponibilidade de Si, devido ao acentuado intemperismo e intensa taxa de
dessilificacéo (perda de Si nos solos). Estes fatores induzem a baixa cinética de
dissolucéo do Si no solo e ocorre a adsorcao pelos sesquiéxidos presentes.

Em relacdo aos estresses pela toxidez de Al, estes sdo mitigados nas
plantas pela suplementagéo com o Si. Considerando que, o Al pode atuar tanto
ex plant, quanto in plant, com a suplementacéo de Si, pode ocorrer complexacédo
do Si-Al tornando o Al indisponivel a planta no ambiente ex plant (solo ou solucéo
nutritiva) ou se absorvido pelo vegetal, in plant, os efeitos toxicos do Al sédo
minimizados por uma série de fatores bioquimicos-fisioldgicos induzidos pelo Si
(HORST et al., 2010; XIAO et al., 2021). De acordo com Freitas et al. (2015),
muitas pesquisas consolidaram que a interacao Si e Al ocorre, especialmente,
no interior da planta (in plant), embora ainda assim, possa ocorrer formacgao de
complexo Si e Al externamente (ex plant), contribuindo para a amenizacdo da
toxidez de Al na planta. Ainda, segundo Pontigo et al. (2017), a aplicacéo de Si

pode minimizar os efeitos dos estresses que reduzem o crescimento vegetal.
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O efeito mitigador do Si em plantas estressadas pelo Al (in plant), foram
verificados por varios autores em culturas como o trigo (COCKER et al., 2002;
ZSOLDOS et al., 2003), milho (HORST et al., 2010; GIONGO e BOHNEN, 2011),
arroz (SINGH et al., 2011; FREITAS et al., 2015; XIAO et al., 2021), batata
(DORNELES et al., 2019), eucalipto (LIMA et al., 2016) e cevada (LIANG et al.,
2001).

3.5. Cana-de-acucar

A cana-de-agucar € uma das principais culturas de importancia
econdmica, devido a producdo e acumulo de sacarose, que é a matéria-prima
requerida para a producdo de aculcar e etanol. Além disso, pesquisas tém sido
direcionadas buscando o aproveitamento por completo do vegetal, a partir da
producdo de bioenergia sustentavel com o uso do bagaco e da palha residuais
(FENG et al.,, 2014; CHERUBIN et al., 2021). Apesar da importancia para a
agricultura nacional, a cana-de-acucar € difundida globalmente e, além do Brasil,
outros quatro paises como india, China, Tailandia e Paquistdo sdo grandes
produtores. Juntos, 0s cinco paises detém cerca de 75,18% da producdo mundial
(FAO, 2019), sendo que o Brasil se sobressai na lideranga mundial de produgéo
de acucar e etanol, com producéo estimada de 29.830.045,1 milh&es de litros de
etanol e 41.844,5 mil toneladas de acucar cultivadas em uma area total estimada
de 9.953,2 mil hectares na safra 2020/2021 (CONAB, 2019; CONAB, 2020).

Para se obter uma maior capacidade de producéo que é requerida para
atender a crescente demanda interna e externa, a partir do ano 2000, o cultivo
de cana-de-acucar foi expandido para a regido do Cerrado, em particular estados
de Goias, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul, os quais sao reconhecidos como
a segunda principal regido produtora de etanol e acucar (CONAB, 2019). No
entanto, estas areas de Cerrado possuem caracteristicas que nao séo
adequadas para fins agriculturaveis, devido aos solos serem quimicamente
pobres em nutrientes, condicionada pela acentuada acidez presente (pH < 5,5),
interferindo negativamente na produtividade vegetal (RIBEIRO et al., 2015).

Com condi¢cbes mais propicias a maior produtividade, em clima tropical,
como ocorre no Brasil, a cana-de-agucar, ndo é totalmente adaptada ao

crescimento em solos com pH &cido, necessitando de solos corrigidos pela
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calagem, que aumenta o pH do solo pela neutralizacdo dos ions H* e APP*
(ROSSETTO et al., 2004).

A obtencéo de elevada produtividade da cultura ndo € proporcionada em
solos em que ha disponibilizacdo de AI**, mesmo sabendo que algumas
cultivares de cana-de-acUcar sdo 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 (LANDELI, 1989).

Embora o Si ndo seja um elemento essencial para os vegetais (EPSTEIN
e BLOOM, 2007), resultados positivos no aumento da produtividade devido a
aplicacao 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; SINGH et al.,, 2021). A cana-de-acUcar, segundo
Camargo (2011) e Ma et al. (2014) é considerada acumuladora de Si, pois esta
graminea apresenta mais que 10 g kg de Si.

Estudos sobre a atenuacéo do estresse oxidativo pela suplementacéo de
Si, em plantas jovens de cana-de-acucar sob estresse por Al aluminio ndo séo
encontrados na literatura, demandando pesquisas dada a importancia

econdmica do vegetal para o pais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Condig0Oes de cultivo e material vegetal

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, do Departamento de
Biologia Aplicada a Agropecuaria (DBAA), da Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinarias (FCAV), Campus de Jaboticabal, Universidade Estadual Paulista
"Julio de Mesquita Filho" (Unesp). As plantas foram mantidas em temperatura de
28,6 + 2,7°C e umidade relativa de 60,0% * 15%.

Foram utilizadas plantas jovens de cana-de-acucar, cv. CTC9003, a qual
segundo Assovale (2020) foi desenvolvida para o plantio no Cerrado Brasileiro,
com caracteristicas favoraveis ao cultivo em ambiente edafoclimético especifico

da regido para ser produtiva.

4.2. Metodologia experimental

O experimento foi realizado em blocos casualizados, com delineamento
em fatorial 4x2, com Al (0, 10, 15e 20 mg L) e Si (0,0 e 2,0 mmol L), e quatro
repeticbes. A unidade experimental consistiu em um vaso, com capacidade de
2,0 L, de polietileno. Foram adicionados 2,0 L de solugéo nutritiva, contendo uma

planta. As avaliacdes do estresse oxidativo foram realizadas em triplicata.

4.3. Solucéo nutritiva

Apés a obtencdo de plantas jovens, cultivadas em areia lavada, sem
estresse, por 30 dias, as mudas foram transferidas para o sistema hidroponico,
constituido de vasos de cor preta preenchidos com solucéo nutritiva de Clark
(1977). Primeiramente, houve a aclimatizagdo das plantas, iniciando-se a 25%
de forca ibnica por cinco dias completos, aumentando para 50% por mais cinco
dias e para 100% de solucdo quando se iniciou os tratamentos com Al, por 15
dias. O sistema foi mantido sob arejamento constante da solugcdo por
borbulhamento de ar suprido por bomba de ventilagdo. O pH da soluc¢édo nutritiva

foi monitorado diariamente e mantido em pH 4,5 £ 0,2 usando solucao de acido
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cloridrico 1N (HCI). A cada cinco dias foi realizada a troca de solug&o para evitar

qualquer tipo de contaminacao na solucéo nutritiva.

4.4. 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 (K2SiOs). Houve o tratamento
controle, sem o K2SiOs, e neste foi realizada a complementacgéo de potassio (K)
na solucdo. As avaliagBes foram realizadas nas raizes tratadas, aos 35 dias (15
dias sob estresse de Al e 20 dias sob suplementagdo com Si).

4.5. Andlises bioquimicas

4.5.1. Peroxidagdo lipidica (MDA)

Para verificar a peroxidacéo lipidica foi determinado o conteutdo MDA
mediante a quantificacdo de substancias reativas ao acido 2-tiobarbittrico (TBA)
de acordo com a metodologia de Heath e Parker (1986). Foram utilizadas 0,25 g
de massa fresca (MF) de raizes, as quais foram maceradas em nitrogénio liquido
e homogeneizadas em 2 mL acido tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v) e 20% de
insoltvel polivinilpirrolidona (PVP). O material foi centrifugado a 10000 x g por
15 min a 4°C. Em 0,25 mL do sobrenadante foram adicionados 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 min. A seguir, as amostras foram imersas em
banho de gelo e clarificadas mediante a centrifugagéo a 10000 x g por 15 min a
4°C. As leituras da absorbéncia das amostras foram realizadas em
espectrofotdmetro a 532 nm e a absorbéancia inespecifica em 660 nm descontada
adotando-se coeficiente de extincdo molar de 1,55 x 10®° molt cm?® A
peroxidacao de lipidios foi estimada como conteudo total de substancias reativas

ao TBA e expressa como equivalentes de MDA em nmol de MDA gt MF.
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4.5.2. Extracao de proteinas e determinacdo enzimatica

Amostras de 0,5 g de raizes (MF) foram trituradas em nitrogénio liquido
com pistilo e cadinho resfriados. A seguir, houve a homogeneizagdo na
proporc¢éo 1:3 (p/v) em tampédo de extracéo contendo tampéao fosfato de potassio
100mM (pH 7,5), 1ImM de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), DL-
ditiotreitol 3 mM e PVP 5% (p/v). O homogenato foi centrifugado a 10000 x g por
30 min a 4°C e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C para posterior
determinacdo de atividade de enzimas. O teor de proteinas foi determinado

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

4.5.2.1. Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD (EC 1.15.1.1) foi determinada pela reacao do extrato
de raizes (MF) contendo 15uL EDTA 0,1 mM, 971 pyL de tampéo fosfato de
potadssio 50mM (pH 7,5), 19,5uL de riboflavina 2uM, 94,5 uL de azul de
nitrotetrazolio 0,075mM, 391uL de metionina 50mM e 10uL de extrato
enzimatico, totalizando 1,5mL (Giannopolitis e Ries, 1977). A reacdo foi
conduzida por 5 min em camara fechada, sob iluminacdo de lampada
fluorescente de 15W e a 25°C. A leitura foi realizada em espectrofotometro a 560

nm e os resultados expressos em unidades (U) de SOD mint mg de proteina.

4.5.2.2. Ascorbato peroxidase (APX)

A atividade da APX (EC 1.11.1.11) foi determinada mediante a reacéo de
do extrato de raizes (MF), tampao fosfato de potassio 80 mM (pH 7,0) contendo
ascorbato (ASC) 5 mM, EDTA 1 mM e 1 mM, segundo metodologia de Nakano
e Asada (1981) modificado por Gratdo et al. (2008). A atividade da APX foi
determinada pelo monitoramento da taxa de oxida¢do do ASC a 290 nm, a 30°C,
durante 60 seg. Os resultados da atividade da APX foram expressos em nmol

ASC min* mg? proteina.


https://link.springer.com/article/10.1007/s12298-019-00712-1#ref-CR31
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4.5.2.3. Guaiacol peroxidase (GPOX)

A atividade GPOX (EC 1.11.1.7) foi determinada pela reacédo do extrato
de raizes (MF) em tampéao fosfato-citrato (fosfato de sddio dibasico 0,2 M e &cido
citrico 0,1 M, pH 5,0) e guaiacol (0,5%). A mistura foi agitada com a adicao de
H202 e incubada a 30°C por 15 min. A reagdo foi interrompida com a
transferéncia imediata das amostras para um recipiente com gelo, seguido pela
adicdo de solucdo de metabissulfito de sddio (2%), segundo metodologia de
Matsuno e Uritani (1972) modificado por Monteiro et al. (2011). A leitura da
absorbancia foi feita no comprimento de onda de 450 nm. Os resultados da
atividade da GPOX foram expressos em unidades de absorbancia (UA) de

proteina por grama de MF por minuto (UA g** MF min-t).

4.6. Biomassa seca das raizes

As raizes foram coletadas e armazenadas em sacos de papel para
secagem em estufa de ventilacdo forcada de ar a 65°C por 48 horas. Apos este
periodo, foi verificada a biomassa seca em balanca analitica de precisao. Os
resultados da biomassa seca foram expressos em g / planta.

4.7. Tratamento estatistico

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as
diferencas significativas entre os tratamentos foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se do software AgroStat (BARBOSA e
MALDONADO Jr., 2011).
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5. RESULTADOS

A toxidez de Al nas raizes provocou aumento da peroxidacao lipidica,
evidenciado pelo aumento MDA a partir da concentracgédo de 15 mg L* Al (Figura
1). Nas plantas estressadas e com suplementac¢éo de Si houve também aumento
de MDA a partir da concentracdo de 15 mg Lt Al, mas este aumento foi
significativamente menor quando comparado com as plantas ndo tratadas com
Si (Figura 1).

Com relagdo as enzimas estudadas os resultados evidenciaram que,
conforme houve aumento da toxidez de Al nas raizes, a atividade antioxidante
da SOD e da APX foi reduzida (Figuras 2 e 3). Com a suplementacéo de Si nas
raizes estressadas pelas concentracfes crescentes de Al, houve aumento
significativo na atividade antioxidante da SOD, apenas em 20 mg L de Al (Figura
2) e reducéo na atividade antioxidante da APX em 15 mg Lt e 20 mg L* de Al
(Figura 3). Ja considerando as respostas em cada concentracdo de Al, pdde-se
notar que a suplementacéo de Si nas raizes sob 20 mg L' de Al (Figura 2) e 15
mg L e 20 mg L* de Al (Figura 3) aumentou significativamente a atividade
antioxidante da SOD e da APX, respectivamente.

Ao contrario dos resultados da SOD e APX, a atividade antioxidante
GPOX aumentou acentuadamente conforme houve aumento das concentracdes
de Al, a partir de 15 mg Lt e 20 mg L de Al (Figura 4). Com a suplementacéo
de Si o aumento da atividade antioxidante da GPOX ocorreu desde a
concentracdo de Al menos severa, 10 mg L? de Al (Figura 4). Os resultados
encontrados em 10 mg L e 20 mg L de Al mostraram que, a suplementacéo
de Si estimulou a atividade antioxidante da GPOX, em comparagdo com as

plantas ndo estressadas, 0 mg L de Al (Figura 4).
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Figura 1. Peroxidacao lipidica pelo acumulo do malondialdeido (MDA) em raizes
de plantas jovens de cana-de-acucar sob toxidez de Al e suplementacédo de Si.

Barras mostram erro padrdo de média (n = 4). Letras mailsculas iguais na concentracédo de Al e
letras minUsculas iguais entre as concentracdes de Al ndo mostram diferenca pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.
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Figura 2. Atividade especifica da enzima superoxido dismutase (SOD) em raizes

de plantas jovens de cana-de-agucar sob toxidez de Al e suplementacéo de Si.

Barras mostram erro padrdo de média (n = 4). Letras mailsculas iguais na concentracao de Al e
letras minUsculas iguais entre as concentracfes de Al ndo mostram diferenca pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.
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Figura 3. Atividade especifica da enzima ascorbato peroxidase (APX) em raizes

de plantas jovens de cana-de-acucar sob toxidez de Al e suplementacéo de Si.
Barras mostram erro padrdo de média (n = 4). Letras mailsculas iguais na concentracéo de Al e
letras mindsculas iguais entre as concentracdes de Al ndo mostram diferenca pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.
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Figura 4. Atividade especifica da enzima guaiacol peroxidase (GPOX) em raizes
de plantas jovens de cana-de-agucar sob toxidez de Al e suplementacéo de Si.

Barras mostram erro padrdo de média (n = 4). Letras mailsculas iguais na concentracao de Al e
letras mindsculas iguais entre as concentracdes de Al nao mostram diferencga pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade.
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O crescimento foi reduzido nas concentragdes crescentes de Al (Figura
5). A suplementacéo de Si reverteu este efeito, indicando maior crescimento das
plantas estressadas em cada concentracao (Figura 5). Porém, comparando-se
os resultados obtidos no tratamento controle (isento de Al) com os demais
tratamentos de Al e Si, verificou-se que mesmo com a suplementacdo de Si o
crescimento das raizes foi reduzido em comparacdo com o das plantas néo

estressadas (Figura 5).
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Figura 5. Crescimento (Biomassa seca) das raizes de jovens de cana-de-acglcar

sob toxidez de Al e suplementac&o de Si. Barras mostram erro padrdo de média (n = 4).
Letras mailsculas iguais na concentragdo de Al, letras mindsculas iguais entre as concentracdes
de Al e letras mailsculas iguais entre as concentrac@es de Al ndo mostram diferenca pelo teste

de Tukey a 5% de probabilidade.
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6. DISCUSSAO

Os danos causados pela toxidez de Al cada vez mais impactam
negativamente a produtividade de plantas cultivadas em solos acidos e, assim,
a busca por atenuadores dos efeitos deletérios nas plantas, como o Si, vém se
consolidando em muitos estudos nas ultimas décadas.

Muitas pesquisas revelam que, o estresse por Al é mais intenso nas raizes
como, por exemplo, estudos sobre as respostas ao estresse do Al em raizes de
milho de Jones et al., 2006. Os autores observaram danos como o acumulo
radicular de aluminio, inclusive nos apices, a rapida producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO), a producéo de calosidade, a inducéo de rigidificacao
da parede celular e ainda concluindo que esta rigidez provoca a inibicdo do
alongamento das raizes de milho. Além disso, Vitorello et al. (2005) e Panda e
Baluska (2015) descrevem que por estes danos causarem a inibicdo do
crescimento radicular, podem, geralmente, conduzir a deficiéncias nutricionais
resultando no menor acumulo de biomassa.

Devido a pouca mobilidade que apresenta na planta, os efeitos toxicos
sao muito mais acentuados nas raizes que na parte aérea do vegetal (SINGH et
al., 2017) e segundo Giannakoula et al. (2010) e Silva (2012) como as raizes sao
a primeira parte da planta a sentir o estresse de Al e a primeira linha de reagtes
de adaptacdo, os danos estruturais causados podem levar ndo s6 a uma
deficiéncia de nutrientes como a um posterior estresse hidrico. Jones et al., 2006,
concluiram que os resultados da rizotoxicidade do Al em raizes de milho, &
devido as formas sollveis do aluminio acumular-se, preferencialmente, nas
pontas das raizes, e os efeitos danosos sao reconhecidos como um dos
principais sintomas da alta toxicidade do Al.

Além dos danos mais Vvisiveis como 0s estruturais nas raizes,
Giannakoula et al. (2010) verificaram a producé&o de malondialdeido (MDA) em
raizes de milho para avaliar o grau de peroxidacéo lipidica, que € um dos efeitos
causados pela exposicdo ao aluminio, e encontraram que dependendo da
sensibilidade apresentada, pode haver o aumento de perdxido de hidrogénio
(H202) induzido pelo Al. Este mesmo resultado em torno do aumento da

producdo de MDA nas raizes pode ser observado nos trabalhos de Peixoto et al.
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(2001) nas raizes de sorgo, de Giannakoula et al. (2008) e Malekzadeh et al.
(2015) em raizes de milho.

Em nosso estudo constatamos que, a toxidez de Al causou aumento do
MDA nas raizes da cv. CTC 9003 (Figura 1). O MDA sob estresse por metais
pesados demonstra dano oxidativo (GILL e TUTEJA, 2010; SHARMA et al.,
2012; ADREES et al., 2015; MALIK et al., 2021).

O aumento da atividade antioxidante das enzimas SOD, APX e GPOX
evidenciaram que a toxidez do Al causou estresse oxidativo nas raizes de
plantas jovens de cana-de-acucar (Figuras 2 a 4). Esses mesmos resultados
podem ser encontrados nos trabalhos dos autores Giannakoula et al. (2010),
Malekzadeh et al. (2015) e De Sousa et al. (2019) em raizes de milho em que o
estresse por Al aumentou a producdo de ERO e ativou diversas enzimas
antioxidantes nas células vegetais.

Dentre as enzimas estudadas, apenas a GPOX teve a atividade
incrementada pelo Al nas raizes das plantas estressadas (Figura 4). Este
resultado em que houve a menor atividade antioxidante da GPOX em plantas
nao estressadas e a maior atividade em todas as concentragdes de Al nas raizes
indicam que esta enzima foi estimulada pelo estresse oxidativo provocado pelo
Al.

Entretanto, a atividade antioxidante da SOD e APX foi significativamente
reduzida pelas concentracdes de Al (Figuras 2 e 3). Embora a SOD e APX sejam
consideradas enzimas para o combate de varios estresses abidticos por toxidez
de metais, como o Aluminio, pelo aumento da atividade antioxidante
(SHAHNAWAZ e SANADHYA, 2017; ZHU et al., 2019; SHANDILYA e TANTI,
2020; WEI et al., 2021), no nosso estudo isto ndo foi evidenciado, indicando que
a funcdo antioxidante destas enzimas nao foi estimulada nas raizes de plantas
jovens de cana-de-acucar, pelas concentracoes de Al estudadas.

Algumas pesquisas também relataram a producdo de ERO e alteragdes
no sistema antioxidante como consequéncia da exposicdo ao Al, como nas
raizes do milho, em que a exposicdo de 10 minutos ao tratamento com Al
aumentou as ERO em todas as células epidérmicas, e continuou a aumentar
durante a exposicao ao estresse (JONES et al., 2006). Ainda em raizes de milho
sob Al, Boscolo et al. (2003) relataram que, embora tenham constatado
incremento da atividade da SOD e da APX, houve menor crescimento da raiz,



27

sugerindo que o aumento da Oz e a producéo de H202 deve estar relacionada a
toxicidade do Al. Em outro trabalho de Pimenta et al. (2020) nas raizes de cana-
de-acucar, em relacdo a cultivar mais sensivel ao Al, estes mesmos resultados
a respeito do decréscimo da atividade antioxidante da SOD e da APX, na
presenca do elemento, também podem ser verificados.

Nasr et al. (2011), Inostroza-Blancheteau et al. (2012) e Ribeiro et al.
(2012) salientam o efeito inibidor da atividade antioxidante de enzimas em
plantas sob elevadas concentragcbes de Al, no entanto, Pimenta et al. (2020)
verificou como resultado nas raizes da cultivar mais tolerante de cana-de-acucar,
uma maior atividade antioxidante, como resposta a presenca do elemento,
mesmo utilizando menores concentracdes.

Destacamos que, em nosso estudo foram estudadas concentragbes
subletais de Al e estas, mesmo assim, ndo estimularam a atividade antioxidante
da SOD e da APX. A atividade antioxidante da SOD nas raizes foi reduzida em
concentracdo de Al que produziu efeitos toxicos, mais intensos a partir de 15 mg
Lt (Figura 2). Isto pode ser devido a outros ions que contribuem para a atividade
desta enzima. Dorneles et al. (2019) salientam que, a enzima SOD requer ions
metalicos como Fe, Mn, Zn e Cu e o Al pode interferir na absorcao/ligacéo destes
ions ao sitio ativo da enzima.

Quanto a reducédo da atividade antioxidante da APX (Figura 3), os
resultados evidenciaram que esta enzima n&o foi responsiva aos danos
oxidativos ocorridos nas raizes sob Al. Estes resultados estdo de acordo com os
encontrados por Prakash e Kumar (2014), os quais verificaram que em raizes de
sorgo sob toxidez de Al houve significativa diminui¢cdo da atividade antioxidante
da APX. Segundo Zhu et al. (2013) e Anjum et al. (2016) estresses por metais,
como o Al, podem causar modulacdo da APX no sistema de defesa e isto
depende das concentra¢des usadas, do tempo de exposicdo, das espécies e
genotipos.

Com a suplementacdo de Si nas raizes estressadas por Al ocorreu
significativa reducdo da peroxidagao lipidica evidenciado pelo menor conteudo
de MDA (Figura 1). A atenuacao do Si aos danos causados pelo Al na membrana
celular é devido ao Si atuar em vias metabdlicas que removem mais radicais de
oxigénio, neutralizando os impactos negativos da toxidez de Al na peroxidacao
lipidica (SHAHNAZ et al., 2011; DORNELES et al., 2019). Além do mais, 0 Si
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previne a deteriorizagéo estrutural e funcional da permeabilidade da membrana
e estimula as vias antioxidantes contra os danos oxidativos causados pela
toxidez do Al (LIMA et al., 2016). Estudos com genatipos tolerante e sensivel de
milho (GIONCO e BOHEN, 2011) e em milho cultivado em solo acido (DE
SOUSA et al., 2019) demonstraram que o Si causa reducgéo da peroxidagao de
lipidios de membrana atenuando a toxidez de Al em plantas, o que pode ser
constatado em nossos resultados em que houve menor peroxidacao lipidica nas
plantas sob Al e suplementadas com Si (Figura 1).

Nosso estudo também revelou que, a suplementacdo de Si aumentou
significativamente a atividade do sistema antioxidante enzimatico, SOD, APX e
GPOX nas raizes estressadas pelo Al (Figuras 2 a 4). Isto é muito interessante,
porque a atividade da SOD e da APX foi inibida pelos efeitos toxicos do Al e a
suplementacdo de Si estimulou a atividade antioxidante destas enzimas a
combater o estresse por Al (Figuras 2 e 3).

A GPOX, que ja estava tendo maior atividade antioxidante nas raizes sob
Al, foi potencializada pela suplementacdo de Si que causou acentuado
incremento na atividade antioxidante (Figura 4). Isto vém para evidenciar os
efeitos atenuantes do Si nas raizes de cana-de-acUcar estressadas pelo Al
observados em nosso trabalho, principalmente, com relacdo ao aumento da
SOD, pois, como esta enzima constitui a primeira linha de defesa contra as ERO,
a modulacao da atividade desta enzima tem sido identificada como indicador das
atividades redox em plantas sob estresse de Al (GIANNAKOULA et al., 2010;
SHANDILYA e TANTI, 2020; SALAZAR-CHAVARRIA et al., 2020). Também, a
suplementacdo de Si causou aumento da atividade antioxidante da APX em
raizes sob Al (Figura 3). Este resultado pode ser corroborado com os
encontrados por De Sousa et al. (2019) em plantas de milho sob toxicidade de
Al em solos &cidos, também pode-se observar o efeito da suplementacéo de Si
promovendo o0 aumento da atividade antioxidante da APX nas raizes.

O crescimento das raizes da cv. CTC 9003 sob Al foi incrementado pela
suplementacdo de Si (Figura 5). Entre as hipdteses que conduzem ao maior
crescimento proporcionado pelo Si em plantas sob toxidez de Al relatadas por
Liang et al. (2007), destacam-se a redugdo da peroxidacdo lipidica nas
membranas e as vias de estimulacdo de antioxidantes enzimaticos, as quais

corroboram os resultados aqui apresentados. O acentuado aumento do
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crescimento das raizes sob Al e com Si (Figura 5) pode ter sido devido a
diminuicao da peroxidacéo lipidica e do estresse oxidativo pela ativacéo da SOD,
APX e GPOX. Barcelo et al. (1993) e Wang et al. (2004), em raizes de milho e
Kopittke et al. (2017) em raizes de sorgo, também constataram em seus
trabalhos a atenuacédo da inibicdo do crescimento pela acédo do Si, nas raizes
estressadas pelo Al.

Salientamos que, 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 raizes de
plantas jovens de cana-de-acucar, cv. CTC 9003, sob Al.

Futuros estudos em outras cultivares de cana-de-agucar, avaliando diferentes
rotas metabdlicas sdo necessarios para maior entendimento das respostas da
atenuacao do Si na toxidez de Al. Além disto, nossos resultados foram obtidos
em cultivo hidropdnico e as respostas do cultivo em campo seréo relevantes e
necessarias para a melhor produtividade da cultura em solos acidos, como o
ambiente de cerrado.

7. CONCLUSAO

As concentragfes de 15 e 20 mg L de Al ocasionaram estresse oxidativo
nas raizes da cv. CTC 9003, evidenciado pelo aumento da peroxidacao lipidica
(MDA), inibicdo da atividade antioxidante da SOD e APX, estimulacdo da
atividade antioxidante da GPOX e diminuic&o do crescimento.

A suplementacao de Si atenuou os efeitos do estresse oxidativo do Al nas
raizes da cv. CTC 9003, demonstrados pela reducdo da peroxidacéao lipidica
(MDA), incremento da atividade antioxidante das enzimas SOD, APX e GPOX e
aumento do crescimento.

A suplementacdo do Si proporcionou atenuacéo dos efeitos do estresse
por aluminio nas raizes da cv. CTC9003.
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