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INTERACAO ENTRE SILICIO E CITOCININAS NAS RESPOSTAS DO
TOMATEIRO A TOXICIDADE DE AMONIO

RESUMO - Uma consequéncia da toxicidade de aménio (NH4*) é a diminuicdo
do conteudo de citocininas (CKs). Dessa forma, o fornecimento de CK, na forma de
trans-zeatina (tZ), pode aliviar a toxicidade de NH4*, e a CK sintética 6-benziladenina
(BA), de menor custo, ainda néo foi estudada quanto ao seu efeito sobre a toxicidade
de NH4*. Além disso, o silicio (Si), que € um elemento benéfico, é capaz de amenizar
varios estresses, como a toxicidade de NH4*. Objetivou-se verificar se o alivio da
toxicidade de NH4* com o uso do Si é dependente do aumento do teor de CKs no
tomateiro cv Micro-Tom (MT), os efeitos do Si no tomateiro transgénico MT CKX2
(baixo teor de CKs) submetido a toxicidade de NH4* e se o regulador de crescimento
BA alivia a toxicidade de NHs4* no tomateiro MT. Para isso, realizaram-se cinco
experimentos em tomateiro, com a aplicagéo dos tratamentos na solucéo nutritiva. No
experimento com concentracées de NHs4* entre 1,25 e 7,5 mmol L%, 5,9 mmol L*
provocou a toxicidade de NHs*, com diminiucdo de 10% na massa seca da parte
aérea. No experimento com concentracdes de Si entre 0,2 e 0,8 mmol L, na forma
de silicato de potéassio (SiK) ou acido silicico estabilizado (ASIE), a toxicidade de NH4*
nédo foi aliviada. No experimento com concentracdes de Si entre 1,0 e 2,5 mmol L7,
na forma de SiK, a concentracdo de 1,29 mmol L de Si aliviou a toxicidade de NHa4*.
No experimento com N nas formas de NO3z™ ou NHa4* (5,9 mmol L), na auséncia e na
presenca de Si (1,29 mmol L) no tomateiro MT, o Si resultou na diminuigcdo do
contetdo de CKs na raiz e aumento na parte aérea, independentemente da forma de
N. No mesmo experimento com o tomateiro MT CKX2, o Si ndo aliviou a toxicidade
de NHs*. No experimento com N (5,9 mmol L) nas formas de NO3™ ou NH4*, € NH4*
associado as concentracdes de BA entre 10e° e 10e® mol L%, 10e® mol L resultou
em maior crescimento das raizes e ndo houve efeito na parte aérea. Em concluséo, o
alivio da toxicidade de NH4* com uso do Si foi dependente do aumento do contetdo
da tZ na parte aérea, mas nao da isopenteniladenina (iP). Com a deficiéncia de CKs,
o Si nao alivia a toxicidade de NH4*, e a BA néo alivia a toxicidade de NH4* na parte
aérea do tomateiro MT.

Palavras-chave: &cido silicico, nitrogénio, Micro-Tom, regulador de crescimento,
solugao nutritiva.



INTERACTION BETWEEN SILICON AND CYTOKININS IN TOMATO RESPONSES
TO AMMONIUM TOXICITY

ABSTRACT - A consequence of ammonium (NH4*) toxicity is the decrease in
cytokinins (CKs) content. However, the supply of CK in the nutrient solution, in trans-
zeatin (tZ) form, can alleviate NH4* toxicity, and CK synthetic 6-benzyladenine (BA),
with lower cost, has not yet been studied on the NH4* toxicity. Similarly, silicon (Si),
which is a beneficial element known to relieve stresses, also alleviates NH4* toxicity.
The objective was to verify if the relief of NH4* toxicity by Si is dependent on the
increase of the CKs content in tomato cv Micro-Tom (MT), the effects of Si on the
transgenic tomato MT CKX2 (CKs deficient) submitted to NHa4* toxicity, and if the
growth regulator 6-benzyladenine (BA) alleviates NH4* toxicity in tomato MT. For this,
five experiments were carried in tomato, with treatments application in nutrient solution.
In experiment with NH4* concentrations between 1.25 and 7.5 mmol L2, 5.9 mmol L*
caused NH4* toxicity, with shoot dry weight 10% decrease. In experiment with Si
concentrations between 0.2 and 0.8 mmol L, via potassium silicate (SiK) or stabilized
silicic acid (ASIE), NH4" toxicity was not alleviated. In the experiment with Si
concentrations between 1 and 2.5 mmol L, via SiK, the concentration of 1.29 mmol
L alleviated NH4* toxicity. In experiment with N in NOs or NHs* forms (5.9 mmol L1),
in absence and presence of Si (1.29 mmol L1) in MT tomato, Si decreased CKs content
in root and increase in shoot, independent of the N form. In same experiment, but with
tomato MT CKX2, Si did not alleviate NH4* toxicity. In experiment with N (5.9 mmol L-
1) in NOz or NH4* forms, and NH4* associated with BA concentrations between 10e1°
and 10e® mol L1, 10e mol L* resulted in higher root growth and there was no effect
in shoot. In conclusion, the relief of NH4* toxicity with Si was dependent on the increase
of CK trans-zeatin (tZ) in shoot, but not isopentenyladenine (iP). With deficiency of
CKs, Si do not alleviate NH4" toxicity, and the synthetic CK BA do not alleviate NH4*
toxicity in MT shoot.

Keywords: growth regulator, Micro-Tom, nitrogen, nutrient solution, silicic acid



1 INTRODUCAO

A agricultura requer o uso intensivo de fertilizantes nitrogenados, que s&o
absorvidos pelas plantas principalmente nas formas de nitrato (NO3~) e amonio (NH4*),
mas esta ultima pode ser toxica (Britto e Kronzucker, 2002).

Evitar a toxicidade de NHa4*, assim como de qualquer outra substancia, parece
ser simples, como ndo utilizi-la, ou identificar a concentracdo que nédo provoque essa
desordem nutricional. No entanto, em ecossistemas naturais e agricolas com baixa
temperatura, solos acidos e em condicdes de hipoxia, o NHs* é a forma predominante
de nitrogénio (N), em concentracdes que podem ser até trés vezes maiores que as de
NOs (Miller et al., 2007).

Além disso, alguns fatores podem fazer a mesma concentracdo de NH4* na
solucéo nutritiva passar a ser toxica aos cultivos, como o aumento da temperatura do
ar (Liu et al., 2017) e a baixa concentracdo de K* na solucéo nutritiva (Balkos et al.,
2010), que favorecem a maior absorcdo NH4*, e periodos nublados, onde a taxa
fotossintética diminui (Ariz et al., 2011).

Em contrapartida, existe um potencial beneficio da utilizacdo do NH4*, que é o
menor gasto de energia da planta por dispensar as etapas de reducdo assimilatéria
do N (Salsac et al., 1987). Dessa forma, os fatores-alvos das pesquisas para evitar a
toxicidade de NH4* tém sido a irradiagdo luminosa, COz2, K*, NOs", temperatura do ar,
horménios (Bittsanszky et al., 2015) e o silicio (Si) (Barreto et al., 2016).

Com relacdo aos horménios, uma consequéncia do NHs4* é a diminuicdo do
contetdo de CKs, pois sua biossintese foi estimulada pelo NOs', mas nédo pelo NH4*
(Walch-Liu et al., 2000). Assim, o fornecimento de CK no meio de cultivo, na forma de
trans-zeatina (tZ), pode aliviar a toxicidade de NHs4*, conforme demonstrado em
Arabidopsis thaliana (Shtratnikova et al., 2015), e a CK sintética 6-benziladenina (BA),
de menor custo, ainda néo foi estudada quanto ao seu efeito sobre a toxicidade de
NH4*.

Além disso, 0 uso de substancias que possam estimular a biossintese de CKs
pode ser ferramenta interessante para mitigar a toxicidade de NH4*. Por exemplo, o Si
€ um elemento benéfico conhecido por aliviar estresses, como a toxicidade de NH4*

(Gao et al., 2014, Barreto et al., 2016). De fato, existe evidéncia de que o Si atue no



aumento da biossintese de CKs, verificado em plantas de A. thaliana e de Sorghum
bicolor (Markovich et al., 2017).

Com base no exposto, foi hipotetizado que o Si atenue a toxicidade de NHa4*,
de modo dependente das CKs, no cultivar miniatura de tomateiro Micro-Tom (MT).
Para verificar essa hipétese, além da quantificacdo de CKs no MT, pode ser utilizado
o transgénico MT CKX2, com baixo teor de CKs (Pino-Nunes, 2009). Assim, espera-
-se que o Si nédo alivie a toxicidade de NH4* nesse transgénico.

Objetivou-se verificar se o alivio da toxicidade de NH4+* com o uso do Si &
dependente do aumento do teor de CKs no tomateiro MT, os efeitos do Si no tomateiro
transgénico MT CKX2 submetido a toxicidade de NHs* e se o regulador de

crescimento BA alivia a toxicidade de NH4* no tomateiro MT.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultivo de plantas em solugéo nutritiva

A hidroponia é uma importante ferramenta para estudos em nutri¢cdo de plantas.
Este sistema possibilita a realizacdo de pesquisas com a omissao de nutrientes e 0
estudo de suas formas quimicas, concentracdes, proporcdes e interacdes, e permite
a compreensédo de seus efeitos de forma isolada ou em combinacao (Prado et al.,
2017).

Apbs 25 anos de pesquisas, o sistema NFT - “Nutrient Film Technique”, que
consiste na circulacdo de uma fina camada de solugdo nutritiva em canais com
declividade para fornecer agua e nutrientes as plantas, que foi desenvolvido por Allen
Cooper na década de 60, com primeiros relatos de sucesso para o tomateiro (Cooper,
1974), foi o sistema responsavel pela difusdo do cultivo hidropbnico em escala
comercial.

Para as pesquisas na area de nutricdo de plantas, em que, na maioria dos
casos, a composicao da solucdo nutritiva é alterada de acordo com os tratamentos, o
sistema mais utilizado é o “floating”, que consiste em tanques (15 a 20 cm de altura)

onde se mantém a lamina de solucdo nutritiva proxima ao limite do tanque,



comumente aerada com a injecdo de ar, as raizes ficam submersas, e a parte aérea
flutua sobre a superficie liquida em placas de isopor (poliestireno) (Martinez, 2016).

Além disso, quando se trata de experimentacdo em nutricdo de plantas, é
comum a utilizacdo de modificacdes da solucéo recomendada por Hoagland e Arnon
(1950). Isso porque essa solugdo € a base para as pesquisas e para se estudar
formulagBes mais ajustadas para cada espécie, condicbes de cultivo e estadio de
desenvolvimento, ou seja, as solu¢des nutritivas comerciais disponiveis no mundo.

Em escala comercial, a forma mais comum de se manejar a solucéo nutritiva
€ com o0 monitoramento de sua condutividade elétrica, por ser de aplicacao préatica ao
técnico responséavel e porgue o uso de leitores individuais de ions ndo é difundido
entre os produtores hidropbnicos (Bamsey et al.,, 2014). Assim, o volume do
reservatorio é ajustado com agua, e a solucéo nutritiva se dilui até determinado valor
critico, de acordo com cada cultura, e, entdo, o ajuste do volume é feito com solucéo
nutritiva.

Porém, essa pratica ndo costuma ser aplicada em experimentos na area de
nutricdo porque as concentragdes iniciais dos nutrientes séo alteradas ao longo do
cultivo, devido as diferencas da exigéncia nutricional em funcdo dos estadios de
desenvolvimento (Prado et al., 2011). Portanto, nos experimentos, a solu¢ao nutritiva
€ renovada, ou seja, restaurada a concentracao inicial, normalmente entre 4 e 7 dias,
a critério do pesquisador e do estadio de desenvolvimento da planta (Horchani et al.,
2011).

Em solugbes nutritivas para experimentos, quando se trabalha com
concentracbes de determinado nutriente, junto com a fonte deste vai o ion
acompanhante, sendo dificil ou até mesmo impossivel equilibrar todos os nutrientes.
Assim, € importante certificar-se de que os ions acompanhantes das fontes utilizadas
nao terdo influéncia sobre o objeto de estudo. Por exemplo, quando o tomateiro foi
induzido a toxicidade de NH4* (15 mmol Lt) com as fontes cloreto de aménio ou sulfato
de amonio, ndo houve influéncia dos ions acompanhantes de CI- e SO4?" (Barreto et
al., 2018).

Em escala comercial, a agua utilizada no preparo da solugdo nutritiva pode
conter elementos quimicos, até certos limites, e os fertilizantes devem ser de alta

solubilidade em agua (Trejo-Téllez e Gbmez-Merino, 2012). No entanto, em



experimentos, dependendo do objetivo, € necessério utilizar &gua deionizada e sais
com alta solubilidade e de alta pureza, como, por exemplo, para demonstrar que o Si

pode ser benéfico ao tomateiro (Miyake e Takahashi, 1978).

2.2 Estratégias de manejo do Si na solucao nutritiva

O Si é comumente acumulado nos tecidos vegetais, uma vez que os ambientes
de cultivo contém esse elemento benéfico na forma de acido monossilicico (H4SiOa4),
que € a forma absorvida pelas plantas, em teores na solu¢édo do solo que variam de
0,1 a 0,6 mM (Epstein, 1999), e nos rios por volta de 0,15 mM (Tréguer et al., 1995).

Assim, existe a indicacdo de que as plantas em hidroponia possam acumular
menos Si, em relacdo aos cultivos no solo com elevado teor desse elemento (Epstein,
1999). Por isso, é proposto o enriqguecimento da solug&o nutritiva com Si, utilizando-
-se de fontes sollveis, como o silicato de potassio (2 mmol L) (Prado et al., 2018).

No entanto, a quantidade de Si prontamente disponivel as plantas (H4SiOa4)
depende de varios fatores, como a concentracdo, a composi¢cao da solucdo nutritiva
e o0 tempo apobs o preparo. Por exemplo, quanto maior a concentracdo de H4SiOa,
maior sua polimerizagdo (McKeague e Cline, 1963). A taxa de diminuicdo da
concentracdo de H4SiO4 em solugdes com Na*, K* ou NHs4* é maior até proximo de
100 minutos, e depois tende a diminuir (Harrison e Loton, 1995). No entanto, isso pode
ser agravado em solu¢cdes com altas concentracdes de cations bivalentes pela
formacdao de silicatos de baixa solubilidade (Santschi e Schindler, 1974).

Na tentativa de minimizar esses problemas, duas estratégias estdo sendo
pesquisadas. Primeiro, o desenvolvimento de novas fontes com Si na forma de
H4SiO4, a partir da acidificacdo (HCI ou HsPOas) de silicatos soluveis (silicato de
potassio ou de sddio) e da adicdo de aditivos estabilizantes, que conferem a fonte
valores pH entre 0,4 a 4, sendo a fonte chamada de &cido silicico estabilizado (Prado
et al., 2017), tendo como hipétese ser equivalente ou mais eficiente que os silicatos
comuns em menores concentragdes (Crusciol et al., 2013), e segundo, a utilizagéo
dos cations bivalentes na forma de quelato na solugdo nutritiva.

A ordem de adicao do Si no preparo da solucao nutritiva também pode diminuir
sua disponibilidade. Para evitar esse problema, recomenda-se adicionar a fonte de Si

na agua, ajustar o valor pH para 5,8 (+ 0,2), e s6 entdo adicionar os demais elementos.



O preparo de duas solucgdes, duas vezes mais concentradas, uma com 0s nutrientes
(até 100% da recomendacao de Hoagland e Arnon, 1950) e a outra apenas com o Si,
ambas com o valor pH ajustado e posterior mistura, também parece ndo apresentar
problemas quanto a polimerizacdo do Si (Prado et al., 2017).

Tomados esses cuidados, as chances de sucesso com o fornecimento de Si
sd0 maiores, e seu acumulo nos tecidos vegetais é importante porque, mesmo néo
sendo nutriente, atua de forma benéfica em condi¢cdes de estresses, como, por
exemplo, a toxicidade de NHs*, por estimular a maior atividade de enzimas
antioxidantes, por aumentar a integridade fisica das membranas e por aumentar a

taxa fotossintética e a eficiéncia de uso da dgua (Gao et al., 2014; Barreto et al., 2017).

2.3 Amoénio na nutricdo de plantas

O N disponivel as plantas encontra-se principalmente nas formas de NOs e de
NHa4*. Para ser incorporado em compostos organicos, o N precisa estar na forma de
NHa4*. Quando o NOs é absorvido, é necessario que ocorra sua reducao assimilatoria,
sendo um dos processos de maior consumo de energia das plantas (Salsac et al.,
1987).

O menor gasto de energia metabdlica com a nutricAo amoniacal pode ser
convertido em maior producdo de matéria seca, pois uma proporcdo adequada de
NO3s/NH4* proporciona maior crescimento na maioria das espécies vegetais, em
comparacdo ao N fornecido em uma Unica forma (Britto e Kronzucker, 2002). No
entanto, o NH4* pode ser toxico, com primeiros relatos ha 137 anos (Darwin, 1882) e
permanece atual (Esteban et al., 2016). Os sintomas desta desordem nutricional no
tomateiro MT, com 15 mmol L, foram a menor area foliar, folhas curvadas para baixo,
com clorose e necrose das bordas das folhas velhas. Nas raizes, ocorre 0 menor
crescimento, a cor fica menos clara em relagéo as plantas com NOs™ e tém-se pontos
necroticos (Barreto et al., 2018).

Esses sintomas acontecem porque a concentracdo de NH4* nas células é
regulada por um mecanismo de fosforilacdo dos transportadores. Ou seja, a absor¢cao
ativa € interrompida assim que a quantidade oOtima é atingida. No entanto, quando
ocorre aumento rapido da concentracdo de NH4* nas células, que pode acontecer em

func@o da exposicdo das raizes a altas concentracfes de NH4*, ou das condi¢des



ambientais, a fosforilagdo do transportador pode néo ser suficientemente rapida para
evitar teores excessivos de NH4* (Lanquar e Frommer, 2010). Além disso, o NH4* pode
ser absorvido através das aquaporinas, transportadores de cations nao seletivos e
transportadores de K*, o que aumenta o risco de concentracfes em excesso
(Bittsanszky et al., 2015).

Quando a quantidade de NH4* absorvida e produzida na fotorrespiracdo é maior
que seu consumo, o NH4* reage com o OH-" do citoplasma, é formada a NHs, que é
permeavel a membrana, e, no vacuolo, a NHs reage com o H* e forma NH4*. Ou seja,
o gradiente de pH necessario ao transporte de elétrons na fotossintese e na respiracao
é alterado pelo NH4* em excesso (Britto e Kronzucker, 2002). Nessas condic¢des, tem-
-se aumento do teor de peroxido de hidrogénio (H202) e degradacao dos cloroplastos
(Baohai et al., 2014).

Além de afetar a fotossintese e a respiragdo, 0 NH4* em excesso resulta no
menor acumulo de K, Ca e Mg, verificado em plantas de tomateiro MT (Barreto et al.,
2018), no alto custo energético para manter baixo o teor de NH4* na célula, e pode
resultar no desbalanco hormonal (Esteban et al., 2016). Por exemplo, foi demonstrado
em plantas de tabaco que o fornecimento de N na forma amoniacal inibe a biossintese
de CKs (Walch-Liu et al., 2000).

Nesse contexto, o tomateiro € considerado uma espécie sensivel ao NHs*
(Horchani et al., 2011). Dessa forma, nos trabalhos, o crescimento ou a producéo do
tomateiro com N-NH4* por volta de 20% do N total ndo teve diferengca de 100% com
NOs, e quando o NHa4* foi fornecido em maiores concentragbes, ou na mesma
concentracdo que o NOs", provocou toxicidade (Borgognone et al., 2013; Barreto et
al., 2018).

Além disso, tem-se 0 aumento da ocorréncia da podridao apical nos frutos do
tomateiro, que € associada a deficiéncia de célcio, mesmo com baixa quantidade de
N-NH4* (15%) em relagdo ao N total (Arruda Junior et al., 2011), e elevadas
concentragcbes atmosféricas de CO2, como previstas para o futuro, ndo aliviam a
toxicidade de NH4* em tomateiro (Vega-Mas et al., 2015).

Com base no exposto, sédo raros os indicios de beneficios para o tomateiro
quando se utiliza o N na forma amoniacal (Liu et al. 2017). No entanto, para a

compreensao de mecanismos fisioldgicos, como o controle do desenvolvimento pelos



hormonios, o tomateiro € uma espécie interessante, pois existem mutacdes e plantas

transgénicas para essas substancias (Pino-Nunes, 2009).

2.4 Citocininas e suas interacdes com o NHs4* e com o Si

As CKs sdo uma familia de hormdnios vegetais que regulam multiplas
respostas nas plantas, como a divisdo celular e o transporte de nutrientes. A busca
por CKs naturais das plantas levaram a identificacdo da tZ, da iP e da di-hidrozeatina
(Ha et al., 2012). No entanto, a primeira CK descoberta (cinetina) ndo é derivada de
plantas, mas, sim, da quebra do DNA do esperma de arenque e foi identificada na
busca por substancias que promovessem a divisdo celular em cultura de tecidos
(Miller et al., 1956).

Com base e inspiracdo na descoberta da cinetina, varios estudos tiveram como
objetivo desenvolver a CK sintética, através da modificacdo quimica da molécula de
cinetina (Jiang e Asami, 2018). A 6-benziladenina (BA) € uma CK sintética de uso na
agricultura, principalmente para aumentar a resisténcia de frutos a rachaduras
(Ginzberg e Stern, 2016) e também foi indicada para atenuar o estresse salino (Wu et
al., 2014).

Uma evidéncia experimental da interacdo entre CK e NH4* surgiu com o
trabalho de Walch-Liu et al. (2000), no qual, apds a transferéncia de plantas de tabaco
cultivadas em NOs™ para uma soluc¢do nutritiva com NH4*, a taxa de alongamento e a
divisdo celular das folhas dimuiram apés 24 h, sem que houvesse alteracédo no teor
de N. No entanto, os autores observaram a diminui¢cdo no contetdo de CKs.

Nesse contexto, a tZ e a BA tém sido utilizadas em experimentos hidropdnicos,
via solucédo nutritiva, para aliviar estresses que resultam em diminuicdo no conteudo
de CK nas plantas, como a toxicidade de NH4* e 0 estresse salino, sendo que a tZ tem
a vantagem de ser a CK mais abundante e ativa encontrada nas plantas, e a BA ter o
custo menor que a tZ (Shtratnikova et al., 2015; Wu et al., 2014).

Por fim, plantas de A. thaliana e de S. bicolor que acumularam Si, exibiram
aumento da expressao dos genes IPT7 e ARR5, que atuam na biossintese de CKs e
tiveram atraso na senescéncia foliar. Como a resposta foi semelhante nas duas
espécies, 0s autores sugeriram um papel geral do Si no alivio de estresses por ter

atuado no aumento da biossintese de CKs (Markovich et al., 2017).



2.5 Uso de ferramenta genética para estudar as CKs

O MT, cultivar miniatura de tomateiro, apresenta tamanho reduzido (15 a 20
cm) e ciclo curto de vida (70 a 90 dias) (Meissner et al., 1997), sendo, portanto,
amplamente utilizado em pesquisas que requerem condicdes minimas de cultivo.
Além disso, agora estdo introgredidas em MT mutacdes desenvolvimentais, bem
como tem sido realizados nesse cultivar transformacdes genéticas que tém permitido
explorar varias respostas bioquimicas e/ou moleculares (Carvalho et al., 2011).
Especialmente, o transgénico MT CKX2 apresenta baixo teor de CKs devido a
superexpressao da enzima citocinina oxidase (Pino-Nunes, 2009). Esta enzima cliva
a cadeia lateral da trans-zeatina (tZ) e da isopenteniladenina (iP), tornando-as inativas
e de forma irreversivel. No entanto, a di-hidrozeatina é resistente a clivagem. Vale
ressaltar que plantas com superexpressdo da enzima citocinina oxidase e,
consequentemente, com menor teor de CKs, sdo importantes para gerar informacdes

sobre os processos que as CKs regulam (Werner et al., 2001).

3 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Campo do Departamento de
Biologia Aplicada a Agropecuéria, em sala de crescimento, com fotoperiodo de 12 h,
irradiacédo de 70 umol de fotons m™2 s™%, obtida com lampadas tubulares fluorescentes.
As temperaturas do ar no local de cultivo das plantas foi de 26/22 + 3 °C (dia/noite), e
a umidade relativa do ar foi entre 35 e 45%.

As sementes do tomateiro (Solanum lycopersicum L.), do cultivar MT foram
semeadas em bandejas de poliestireno, contendo vermiculita e o substrato Bioplant®
(1:1, v:v). As bandejas ficaram suspensas com suportes de 5 cm, para evitar o contato
das raizes com a bancada de cultivo e sua danificacdo com a remocado das plantas
para o transplantio. A umidade do substrato foi mantida com agua potavel, com auxilio
de um regador manual, uma vez por dia, e interrompida a rega aos primeiros sinais
de drenagem.

Quando as plantas estavam com duas folhas ndo expandidas (12 dias apos a
semeadura, DAS), foram retiradas das bandejas, o substrato foi removido das raizes
com agua corrente, e o colo foi envolto por espuma fendlica para fixar as plantas nos

orificios das placas de poliestireno, que foram colocadas sobre vasos de polipropileno,



com 11 cm de altura e 14 cm de largura, contendo 2 L de solug&o nutritiva (Hoagland
e Arnon, 1950), com modificacdo na fonte de Fe para Fe-EDDHA, em todos os
experimentos, e modificacdo nas fontes de Cu, Zn e Mn para EDTA, nos experimentos
com o fornecimento de Si. Além disso, o fornecimento de Si teve inicio desde o
transplantio, e a solugdo nutritiva foi preparada na seguinte sequéncia: adigdo do Si
na agua, ajuste do valor pH para 5,7 + 0,3, adicdo dos nutrientes e novo ajuste do
valor pH para 5,7 £ 0,3, caso necessario.

A solucao nutritiva foi preparada com agua deionizada e a 25% da forca inica.
O valor pH foi monitorado diariamente e ajustado, sempre que necessario, para 5,7
0,3 com solu¢des de NaOH ou HCI (10%). A solucéo foi aerada com compressor de
ar durante o fotoperiodo. Quando as plantas estavam com duas folhas expandidas
(19 DAS), a solucdo nutritiva foi modificada de acordo os tratamentos de cada
experimento.

A época de aplicacdo dos tratamentos com NHs* foi definida em preé-
-experimento, uma vez que, no dia do transplantio, as plantas morreram com as
concentracdes de NH4* acima de 2,5 mmol L. Aos 7 dias apds o transplantio (ou 19
DAS), as plantas ficaram menores nas concentragdes de NH4* acima de 2,5 mmol L
L antes de atingirem a fase reprodutiva, e aos 14 dias apds o transplantio, as plantas
atingiram a fase reprodutiva sem apresentar os sintomas de toxicidade de NH4".
Assim, a época de aplicacao dos tratamentos com NH4* foi aos 19 DAS. Em todos os
experimentos, quando as plantas estavam com 6 folhas expandias (entre 37 e 39

DAS), as avaliacdes e as coletas para as andlises foram realizadas.

3.1 Experimento para identificar a concentracao toxica de NH4*

Os tratamentos foram com as concentracdes de 0,25; 1,25; 2,5; 5 e 7,5 mmol
Lt de NH4* (Tabela 1), com quatro repeticdes e quatro plantas por repeticdo, dispostos
em delineamento experimental em blocos casualizados (DBC). A fonte de NHa4*
utilizada foi o NH4Cl. A solucao nutritiva foi renovada a cada quatro dias, e a forma de

preparo e de manejo foram iguais as descritas no item 3.

3.1.1 Avaliacdes
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Tabela 1. Composicdo da solucao nutritiva com concentracdes de NH4™.

Solucédo-estoque Concentracdes de NH4* (mmol L)
(mol L1) 0,25 1,25 2,5 5 7,5
____________________________________ mL L1 ———- e

KH2PO4 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
MgSO4 1 1 1 1 1
KCI 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
NH4Cl 0,25 1,25 2,5 5 7,5
CaClz 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Micronutrientes® 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Fe-EDDHA® 1 1 1 1 1

Mpara 1 L: 2,86 g H3BOs; 1,81 g MnCl2.4H20; 0,10 g ZnCl2; 0,04 g CuClz; 0,02 ¢
H2MoO4H20.83,3 g L! Fe-EDDHA (6%).

indice de cor verde: as leituras do indice de cor verde foram realizadas com
clorofildmetro (Modelo CCM-200 Plus da Opti-Sciences®), na quarta e na quinta folhas
expandidas, de cima para baixo, em duas plantas por vaso.

indice de vazamento de eletrolitos nafolha (VEf): a parte aérea foi enxaguada
em agua potavel corrente e agua deionizada. Foram coletados 10 discos (6 mm de
didmetro cada), da quarta e quinta folhas, de uma planta por vaso. Os discos foram
colocados em Becker de vidro com 20 mL de agua deionizada a temperatura ambiente
(aproximadamente 25 °C). Ap6s duas horas, a condutividade elétrica inicial (CEi) foi
registrada. Os Beckers foram vedados com papel-aluminio e autoclavados a 121 °C
por 20 minutos. Quando as amostras retornaram a temperatura ambiente, a
condutividade elétrica final (CEf) foi registrada. O VE foi calculado como: VEf (%) =
(CEI/CEf) x 100 (Dionisio-Sese e Tobita, 1998).

Area foliar: a éarea foliar sem o peciolo, de duas plantas por vaso, foi medida
com o medidor de area foliar (L-3100, Li-Cor).

Massa seca da parte aérea e das raizes: duas plantas por vaso foram
separadas em parte aérea e raizes. A parte aérea foi lavada em agua corrente,
detergente neutro (0,1%), &cido cloridrico (0,3%) e agua deionizada. O material
vegetal foi seco em estufa de circulacdo de ar forcada a 655 °C até obter massa
constante. ApOs a secagem, a massa seca da parte aérea e das raizes foi obtida em
balanca analitica.

Teor e acumulo de N na parte aérea: apds obter a massa seca, a parte aérea

foi moida em moinho tipo Willey e realizada a analise quimica do teor de N (Bataglia
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et al.,1983). A partir do teor de N na parte aérea e da massa seca da parte aérea, foi
calculado o acumulo de N.

Anadlise estatistica: os dados foram analisados utilizando o software SISVAR
(Ferreira, 2011). Procedeu-se a analise de variancia, pelo teste F (p<0,05), quando
significativa, e as médias obtidas com as concentra¢des de NH4* foram submetidas a

analise de regresséao polinomial (p<0,05).

3.2 Experimento com proporc¢éo toxica de NOs e NH4*, e concentracdes
de Si na forma de silicato de potassio ou acido silicico estabilizado

Foi realizado um experimento em esquema fatorial 2 x 5, sendo duas fontes de
Si: silicato de potéassio (SiK) e acido silicico estabilizado (ASIE), e cinco concentracdes
de Si: 0; 0,2;0,4; 0,6 € 0,8 mmol L (Tabela 2), com quatro repeticdes e quatro plantas
por repeticdo, dispostos em DBC.

A concentracdo de N foi de 15 mmol L, na proporcdo de NOs/NH4* (%) de
25/75, que resultou em diminuicdo da massa seca da parte aérea em 26,25 %, em
relacdo a 15 mmo Lt de NOs (100% de NOz’) (Barreto et al., 2018).

Teste visual de homogeneidade da solugédo nutritiva: devido a facilidade do
Si via ASIE polimerizar, foi realizado um teste subjetivo para determinar o tempo de
renovagdo da solucdo nutritiva. A mesma foi preparada com 0,8 mmol L de Si
(méxima concentracdo de ASIE sem que houvesse a polimerizacdo imediata),
adicionada nos vasos (2 L) e aerada com injecdo de ar. Para 0 monitoramento, a
solucao foi transferida para recipiente plastico transparente e fotografada a 0; 24; 48
e 72 horas apds o preparo da solucéo (Figura 1). Com 72 h, a solucéo nutritiva ndo
era mais homogénea e apresentou aspecto turvo, indicativo da polimerizacdo do Si
(Figura 1d). Dessa forma, a renovacéo da solucao nutritiva (Tabela 2) foi realizada a
cada dois dias.

~
0 24 48 72

Horas

Figura 1. Solucédo nutritiva com 0,8 mmol L de Si via &cido silicico estabilizado a 0 h,
24 h, 48 h e 72 h apds o preparo.
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Tabela 2. Composicdo da solucao nutritiva com fontes e concentracdes de Si.

Solucédo-estoque Concentracdes de Si (mmol L)
(mol L1) 0 0,2 o4 06 08 02 04 06 08
_____________________________________ mL L1 e
KH2PO4 0,5 0,5 05 05 05 05 05 05 05
MgSO4 1 1 1 1 1 1 1 1 1
NH4CI 11,2 11,2 11,2 11,2 11,2 11,2 11,2 11,2 11,2
KCI 2,5 238 226 2,15 203 25 25 25 25
Ca(NO3)2 1,9 1,9 19 19 19 19 19 19 19
CaCl2 5,6 5,6 56 56 56 56 56 56 56
SiK® - 0,043 0,087 0,13 0,17 - - - -
ASIE® - - - - - 04 08 12 16
Micronutrientes® 0,5 0,5 05 05 05 05 05 05 05
Fe-EDDHA® 1 1 1 1 1 1 1 1 1

SiK: WSilicato de potassio: 128 g L Si, 126 g L'* K20; @4cido silicico estabilizado: 14
g L Si. ®Para 1 L: 2,86 g H3BOs; 0,02 g H2M0oOsH20; 3,87 g Mn-EDTA (12%); 0,343
g Zn-EDTA (14%), 0,126 g Cu-EDTA (15%). ¥83,3 g L'* Fe-EDDHA (6%).

3.2.1 Avaliacdes

Altura de plantas: foram realizadas avaliacdes em duas plantas por vaso, as
medidas foram feitas desde a base da espuma fendlica até a insercéo da ultima folha,
com auxilio de uma régua.

Clorofilas e carotenoides: foram realizadas na quarta folha de uma planta por
unidade experimental. 0,025-0,030 g de massa fresca foram adicionadas em
Eppendorf protegido da luz, contendo 1,5 mL de acetona a 80%. As amostras ficaram
a 4°C por 48 horas. Os extratos foram medidos em 663 nm (clorofila A), 647 nm
(clorofila B) e 470 nm (carotenoides), e a concentracédo de cada pigmento foi obtida
empregando-se as equacgdes correspondentes (Lichtenthaler, 1987).

Teor e acumulo de Si: antes de realizar a analise, era feito o teste para
detectar se a 4gua estava sem Si, da seguinte forma: 20 mL de agua a ser analisada,
1 mL de &cido cloridrico (500 mL L) e 2 mL de molibdato de am6nio (100 g L?). Caso
houvesse Si na agua, a solucao ficava com tonalidade amarela e ndo era usada para
analise.

Todos os materiais utilizados na analise foram enxaguados em agua sem Si
detectavel no teste descrito anteriormente. ApOs os procedimentos descritos no item
3.2 (massa seca da parte aérea e das raizes), o teor de Si foi determinado (Kornddrfer

et al., 2004), sendo necessério concentrar a amostra na primeira diluicdo, ou seja,
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apoés a digestdo, e ao invés de acertar o volume final da solucdo para 50 mL, foi
acertado para 25 mL, com respectivos ajustes aos fatores de diluicdo. A partir do teor
e da massa seca da parte aérea, calculou-se o acumulo de Si na parte aérea das
plantas.

indice de vazamento de eletrdlitos nas raizes (VEr): a raiz foi enxaguada em
adgua potavel corrente e agua deionizada. Foram coletados 10 segmentos da parte
central da raiz (2 cm cada) e colocados em Becker de vidro com 20 mL de agua
deionizada a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C). Apés duas horas, a
condutividade elétrica inicial (CEi) foi registrada. Os Beckers foram vedados com
papel-aluminio e autoclavados a 121 °C por 20 minutos. Quando as amostras
retornaram a temperatura ambiente, a condutividade elétrica final (CEf) foi registrada.
O VEr foi calculado como: VEr (%) = (CEI/CEf) x 100 (Dionisio-Sese e Tobita, 1998).

indice de vazamento de eletrolitos na folha, area foliar, massa seca da
parte aérea e das raizes: utilizou-se a mesma metodologia descrita no item 3.1.1.

Andélise estatistica: os dados foram analisados utilizando o software SISVAR
(Ferreira, 2011). Procedeu-se a andlise de variancia, pelo teste F, para as fontes e
concentracdes de Si (p<0,05). Quando a andlise de variancia para as concentracdes
de Si foi significativa, procedeu-se a analise de regressao polinomial (p<0,05). Mesmo

nao havendo interagéo, optou-se por apresentar o desdobramento da interacao.

3.3 Experimento com NOsz', NHs4* e concentra¢des de Si

A partir do item 3.1, foi escolhida a concentragédo de 5,9 mmol Lt NH4*, que
resultou em diminuicdo da massa seca da parte aérea em 10 %, em relacdo ao ponto
de maximo crescimento (Figura 3b), e utilizada a mesma concentracdo de NOs como
controle.

A solucdo nutritiva foi modificada para fornecer 5,9 mmol L* de N na forma de
NOs" ou NHa4* e concentragGes de Si: 0; 1; 2 e 2,5 mmol L (Tabela 3). O experimento

foi disposto no DBC, com 4 repetic¢des.

3.3.1 Avaliacdes
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Tabela 3. Composi¢éo da solugdo nutritiva com NOs', NH4* e concentracdes de Si.

Solucdo-estoque  ------------------ NOs memmmmmemeae- NHa* =-eneeeneee--
(mol LY) e Concentragdes de Si (mmol L) -------mmmmm-
0 1 2 2,5 0 1 2 2,5
________________________________________ mL L'l e
KH2PO4 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
MgSO4 1 1 1 1 1 1 1 1
KCI 2,5 191 1,32 1,03 2,5 191 1,32 1,03
NH4CI - - - - 5,9 5,9 5,9 5,9
Ca (NO3): 295 295 295 2095 - - - -
CaClz - - - - 2,95 295 295 2,95
SiK® - 0,22 0,44 0,55 - 0,22 0,44 0,55
Micronutrientes® 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Fe-EDDHA®) 1 1 1 1 1 1 1 1

(MSilicato de potassio: 128 g L Si, 126 g L K20. @Para 1 L: 2,86 g H3BOs; 0,02 g
H2MoO4H20; 3,87 g Mn-EDTA (12%); 0,343 g Zn-EDTA (14%), 0,126 g Cu-EDTA
(15%). ®83,3 g L't Fe-EDDHA (6%).

indice de vazamento de eletrélitos nas folhas, area foliar, massa seca da
parte aérea e das raizes e teor e acumulo de N: foram avaliados conforme descrito
no item 3.1.1.

Altura das plantas, clorofila total e carotenoides, indice de vazamento de
eletrolitos nas raizes e teor e acumulo de Si: foram avaliados conforme descrito no
item 3.2.1

Andlise estatistica: os dados foram analisados utilizando o software SISVAR
(Ferreira, 2011). Procedeu-se a andlise de variancia, pelo teste F, para as formas de
N e concentragbes de Si (p<0,05). Quando a andlise de variancia para as
concentracfes de Si foi significativa, procedeu-se a analise de regresséo polinomial
(p=<0,05). Mesmo néo havendo interacéo, optou-se por apresentar o desdobramento
da interacao.

3.4 Experimento com NOs, NHs4* e Si no tomateiro MT e no MT CKX2

3.41 MT

Tentativa de substituicdo das fontes de Ca por Ca-EDTA: devido a restrita
disponibilidade do Ca-EDTA no mercado, o presente produto foi desenvolvido no
Laboratério de Nutricdo de Plantas, apos testes, da seguinte forma: foram dissolvidos
93,05 g de “Disodium EDTA” (C10H14N20sNaz2.2H20, Mapric®) em 900 mL de agua
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deionizada, com a adicdo de NaOH em micropérolas até o valor pH 8,0). Em outro
Becker, foram dissolvidos 36,75 g de CaCl2.2H20 em 100 mL de 4gua deionizada, e
o valor pH foi elevado para 8,0. As solucdes dissolvidas com EDTA e com CaCl2.2H20
totalizaram 1L, foram colocadas em frasco plastico que impedia a entrada de luz e
permaneceram em agitagdo a 100 RPM, por 12h. Por fim, o Ca-EDTA ficou
transparente e homogéneo.

Até aos 18 DAS, os procedimentos foram iguais aos descritos no item 3. Dos
19 aos 22 DAS, foi utilizada a solucao nutritiva descrita na Tabela 4. A partir dos 23
DAS, o Ca(NOs):2 foi substituido por KNOs, e o CaClz deixou de ser utilizado. O Ca
passou a ser fornecido na forma de quelato (EDTA). O valor pH e a condutividade
elétrica da solucdo nutritiva foram semelhantes, substituindo ou ndo o Ca(NO3)2 e 0
CaClz por Ca-EDTA, mas com o Ca-EDTA, plantas foram murchando e morreram aos
27 DAS, ou seja, o Ca-EDTA (2,5 mmol L) foi toxico.

Dessa forma, o experimento foi iniciado novamente, com o0s procedimentos
iguais aos descritos no item 3, até aos 18 DAS. A partir dos 19 DAS, a solucao nutritiva
foi modificada para fornecer 5,9 mmol Lt de N na forma de NO3z" ou NH4*, na auséncia
ou na presenca de Si (Tabela 4), na concentracédo de 1,28 mmol L (Figura 9c). O
experimento foi disposto em DBC, com 7 repeti¢oes.

Tabela 4. Composic¢do da solucao nutritiva com NO3 e NH4*, sem e com Si.

Solucéo-estoque NOsz NOs + Si NH4* NH4* + Si
(molL1) e 08—
KH2PO4 0,5 0,5 0,5 0,5
MgSOa 1 1 1 1
KCI 2,5 1,75 2,5 1,75
NHa4CI - - 59 5,9
Ca (NO3)2 2,95 2,95 - -
CaCl2 - - 2,95 2,95
SiK® - 0,28 - 0,28
Micronutrientes® 0,5 0,5 0,5 0,5
Fe-EDDHA® 1 1 1 1

(Silicato de potassio: 128 g L Si, 126 g L* K20. @Para 1 L: 2,86 g H3BOs; 0,02 ¢
H2MoO4H20; 3,87 g Mn-EDTA (12%); 0,343 g Zn-EDTA (14%), 0,126 g Cu-EDTA
(15%). ®83,3 g L't Fe-EDDHA (6%).

3.4.1 Avaliacdes
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Quantificacdo de citocininas: duas raizes de cada repeticdo foram
enxaguadas em agua potavel corrente e agua deionizada, sendo separadas da parte
aérea e transferidas para tubos Falcon de 15 mL. A parte aérea foi transferida para
tubos Falcon de 50 mL. Os tubos foram imediatamente congelados em nitrogénio
liguido e levados ao liofilizador (Savant Super Modulyo), por 72 horas. Apls a
liofilizacdo, as amostras foram armazenadas em embalagem plastica de forma a evitar
0 contato com o ar.

Os tecidos liofilizados da parte aérea e das raizes foram utilizados para a
quantificacdo de CKs. As amostras das raizes e da parte aérea, aproximadamente 50
mg, foram maceradas em nitrogénio liquido com adicdo de 1,8 mL da solucdo de
extracdo (80% de metanol, 1% de acido acético e 19% de agua destilada) e
acondicionadas em tubos de 2 mL. Posteriormente, foram adicionados os padrdes
internos do respectivo hormoénio a ser quantificado. Essa mistura permaneceu sob
agitacdo por 1 h a 4 °C, foram centrifugadas a 10.000 g por 4 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi retirado e acondicionado em novo tubo de 2 mL e mantido em
repouso por 24 h a -20 °C para a precipitacdo das proteinas, entdo as amostras foram
novamente centrifugadas a 10.000 g por 4 minutos a 4 °C, e 0 sobrenadante,
transferido para tubos de vidro de 5 mL, sendo as amostras concentradas em
rotovapor por 3 h. As amostras concentradas foram completadas para 1 mL com 1%
de &cido acético, e apds rapida agitacdo, a mistura foi filtrada em colunas Oasis HLB®
(fase reversa). Os hormonios foram recuperados aplicando 1 mL de metanol a 95%.
Novamente as amostras foram secas em rotovapor (Thermos Scientific®) e
posteriormente dissolvidas com 150 pL de acetilnitrilo (5%) + acido acético (1%).
Finalmente, as leituras foram realizadas em espectrometro de massas de alta
resolucdo acoplado a “Ultra-high Performance LiquidChromatography” (UHPLC)
(Thermo Scientific®) (Seo et al., 2011).

MDA e H202: por volta de 250 mg de material vegetal (uma raiz ap0s 0 excesso
de agua ser retirado em papel toalha, e a quarta e quinta folhas, de cima para baixo)
tiveram a massa fresca registrada e foram imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido. Posteriormente, o material vegetal foi armazenado em temperatura de -80 °C
para a quantificacdo do teor de malondialdeido (MDA) e de H20:.
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O teor de MDA foi determinado por meio do teste do acido 2 tiobarbitarico (TBA)
descrito por Heath e Packer (1968). Os metabdlitos reativos das membranas
celulares, principalmente o MDA, reagem com o TBA e podem ser quantificados a
partir da espectrofotometria. As amostras frescas foram maceradas com 1 mL de acido
tricloroacético a 0,1% (TCA), juntamente com 20% de polivinilpolipirrolidona, em
banho de gelo. Ap6s a homogeneizacdo, foram transferidas para tubos e
centrifugadas a 10.000 g por 5 minutos. Do sobrenadante, foram retirados 250 pL ao
qual foi adicionado 1 mL de TCA a 20% e TBA a 0,5%. Os procedimentos foram
realizados em triplicata. A mistura foi colocada em banho seco por 30 minutos, a 95°C,
e resfriada em gelo, na sequéncia. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a
10.000 g. A leitura foi realizada em espectrofotbmetro a 535 e 600 nm.

O conteudo de H20: foi determinado a partir da reagdo com iodeto de potassio
(KI), segundo Alexieva et al. (2001). As amostras frescas foram maceradas com 1 mL
de TCA a 0,1% e acrescidas de 20% de polivinilpolipirrolidona, em banho de gelo.
Apds a homogeneizacédo, foram transferidas para tubos e centrifugadas a 10.000 g
por 15 minutos a 4 °C. Do sobrenadante, foram retirados 200 pL, aos quais foram
adicionados 200 pL de tampao fosfato de potassio a 100 mM (pH 7,5) e 800 pL de
solucdo 1 M de KI, sendo a reacéo realizada em triplicatas. O branco consistiu na
mesma mistura descrita acima; porém, ao invés do sobrenadante da amostra,
colocaram-se 200 pL de TCA a 0,1%. Os tubos com a reacdo foram colocados em
gelo e permaneceram no escuro durante uma hora. A leitura foi realizada em
espectrofotometro a 390 nm.

Area foliar, massa seca da parte aérea e das raizes, teor e acimulo de N:
foram avaliados conforme descrito no item 3.1.1.

Altura das plantas, clorofila total e carotenoides, e teor e acumulo de Si:
foram avaliados conforme descrito no item 3.2.1.

Analise estatistica: os dados foram analisados utilizando o software SISVAR
(Ferreira, 2011). Procedeu-se a analise de variancia, pelo teste F (p<0,05). Mesmo

nao havendo interag&o, optou-se por apresentar o desdobramento da interacao.

3.4.2 MT CKX2
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As Unicas alteracbes no experimento com o tomateiro transgénico em
citocininas (MT CKX2), em relacdo ao MT (item 3.4.1), foram no transplantio, realizado
aos 22 DAS, na quantificacdo de MDA e H202, em que se utilizaram em torno de 180
mg de massa fresca (uma raiz com o0 excesso de agua retirado com papel toalha e

todas as folhas), e ndo foram realizadas as avaliagdes de quantificacdo de CKs e Si.

3.5 Experimento com NOs, NH4™ e concentragdes de BA associadas ao
NH4*

Foi realizado um experimento para verificar se a aplicacdo de BA atenua a
toxicidade de NHs*. A partir dos 19 DAS, a solucédo nutritiva foi modificada para
fornecer 5,9 mmol L? de N, nas formas de NOsz (controle) e NHs* associado as
concentracdes de 0; 1e1% 1e?; 1le®; le’ e 1le® mol L! de 6-benziladenina (BA)
(Tabela 5). Os tratamentos foram dispostos em DBC, com 4 repeticdes. As
concentragdes de BA foram as mesmas utilizadas por Shtratnikova et al. (2015); no
entanto, em A. thaliana e com a fonte tZ.

Tabela 5. Composi¢éo da solug¢éo nutritiva com NOs™ e NH4*, e concentragdes de BA
associadas ao NH4".

O e —— N N ———
Solucéo-estoque  ---------- Concentracdes de 6-benziladenina (BA, mol L) ---------
(mol L) 0 0 1e10 1le™® le~8 le”’ le ®
...................................... mL |_'l — —— ————
KH2PO4 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
MgSO4 1 1 1 1 1 1 1
KCI 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
NH4Cl - 5,9 5,9 59 5,9 59 59
Ca(NO3)2 2,9 - - - - - -
CaClz - 2,9 2,9 2,9 2,9 2,9 2,9
BA® (umol L1) - - 0,1 1 10 100 1@
Micronutrientes® 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Fe-EDDHA® 1 1 1 1 1 1 1

(DC12H11Ns. @Solugdo estoque a 1 mmol L1 ®Para 1 L: 2,86 g HzBO3; 0,02 ¢
H2MoO4H20; 3,87 g Mn-EDTA (12%); 0,343 g Zn-EDTA (14%), 0,126 g Cu-EDTA
(15%). ¥83,3 g L't Fe-EDDHA (6%).

3.5.1 Avaliacdes
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Diametro e &rea das raizes: coletou-se um grama de raiz por planta, em duas
plantas por unidade experimental; logo apés, foram armazenadas em solugdo de
alcool a 20% e conservadas sob refrigeracdo; posteriormente, as raizes foram
submetidas por cinco minutos a coloracdo com azul de metileno; em seguida, lavadas
em agua corrente, para a retirada do excesso da coloracao, e levadas a um escaner
Hewlett Packard. Apds este procedimento, determinaram-se a area e o diametro
meédio das raizes por meio do software Delta-T Scan Root Analysis System.

Altura de plantas: foi realizada conforme descrito no item 3.2.1.

Area foliar, massa seca da parte aérea e das raizes: foram realizadas
conforme descrito no experimento 3.1.1.

Anélise estatistica: os dados foram analisados utilizando o software SISVAR
(Ferreira, 2011). Procedeu-se a analise de variancia, pelo teste F (p<0,05). Quando

significativa, as médias foram comparadas pelo teste Tukey (p<0,05).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento paraidentificar a concentracao téxica de NH4*

4.1.1 Teor e acumulo de N na parte aérea, indice de cor verde e indice de
vazamento de eletrolitos

O teor de N na parte aérea do MT aumentou em funcdo do aumento das
concentragées de NH4* na solucéo nutritiva, até 4,9 mmol L1, e passou a diminuir a
partir dessa concentracdo (Figura 2a). Resultados semelhantes foram observados
para 0 acumulo de N na parte aérea, onde 0 ponto maximo ocorreu com a
concentragdo de 4,3 mmol L* de NH4* (Figura 2b). O indice de cor verde e o indice
de vazamento de eletrdlitos passaram a diminuir e a aumentar, respectivamente, com

a concentracdo de NHa4* por volta de 2,8 mmol L (Figuras 2c e 2d).

4.1.2 Areafoliar, massa seca da parte aérea e das raizes

Houve aumento na area foliar das plantas de MT em fun¢éo das concentragdes

de NH4*, até 4,1 mmol L? (Figura 3a). A massa seca da parte aérea aumentou até a
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concentracdo de 3,5 mmol L (Figura 3b) e houve aumento da massa seca das raizes
até a concentracdo de NH4* de 1,9 mmol L (Figura 3c).
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Figura 2. Teor (a) e acumulo de N na parte aérea (b), indice de cor verde (c) e
vazamento de eletrélitos na folha (d) do tomateiro cultivado em solucéo
nutritiva, com concentracdes de NHa4*. **: significativo a 1%, pelo teste F. Max
e Min: ponto de maximo e minimo da regresséao, respectivamente.

Com base nos dados de massa seca da parte aérea (Figura 3b), os teores de
N da parte aérea (Figura 2a), correspondentes a 90% da maxima massa seca (por
deficiéncia), maxima massa seca e 90% da maxima massa seca (por excesso), foram
de 27,5; 39,5 e 40,6 g kg™, respectivamente. Ou seja, os teores de N, correspondentes
a maxima massa seca e a toxicidade, foram préximos.

Os valores proximos das concentracdes de NH4* referentes a maxima massa
seca da parte aérea e a diminuigdo de 10%, sendo esse o nivel critico de toxicidade
(Davis et al., 1978), ocorreram porque 0 NH4* ndo pode ser acumulado nas células.
Quando isso ocorre, varios processos sao afetados, como o gradiente de pH

necessario ao transporte de elétrons na fotossintese e na respiracdo (Britto e
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Kronzucker, 2002), tem-se o menor acumulo de K*, Ca?* e Mg?* (Barreto et al., 2018)

e aumento do estresse oxidativo (Esteban et al., 2016).
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Figura 3. Area foliar (a), massa seca da parte aérea (b) e da raiz (c) do tomateiro
cultivado em solucéo nutritiva, com concentracdes de NH4*. **: significativo a
1%, pelo teste F. Max: ponto de maximo da regressao.

Como o K* e 0 NH4* sdo semelhantes em relagédo a valéncia e ao raio idnico,
eles podem néo ser distinguidos pelos transportadores das membranas. Assim, em
altas concentracOes de NH4*, os transportadores de K* podem absorver NH4* (Ten
Hoopen et al., 2010).

A diminui¢&o do indice de cor verde, com as concentra¢des acima de 2,9 mmol
Lt de NH4* (Figura 2c), e o aumento no indice de vazamento de eletrélitos com as
concentracdes acima de 2,7 mmol L't de NH4* (Figura 2d) indicam que o NH4* passou
a ser toxico, pois o indice de cor verde é uma medida indireta do teor de clorofilas
(Marouani et al., 2015); e o indice de vazamento de eletrélitos é correlacionado com

0 H202, que tem sua producdo aumentada em condi¢des de estresse (Liu et al., 2013).
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Contudo, com base na massa seca da parte aérea, a concentracdo de NHa",
equivalente a 10% de diminuicdo do maximo crescimento (5,9 mmol L), gera a
expectativa de que sua toxicidade possa ser aliviada com o uso do Si (Barreto et al.,
2016).

4.2 Experimento com proporc¢éo toéxica de NOs e NH4*, e concentragdes
de Si na forma de silicato de potassio ou &cido silicico estabilizado

N&do houve diferenca nos parametros avaliados com as fontes e as
concentracOes de Si (Figuras 4 e 5); possivelmente, porque as concentragdes de Si
nao resultaram em aumento do teor e do acumulo do elemento benéfico na parte
aérea (Figuras 4a e 4b).

A capacidade de absorcdo de Si pelas raizes é o fator mais importante para o
acumulo na parte aérea. Foi demonstrado por Mitani e Ma (2005) que ocorre a
absorcao ativa de Si pelo tomateiro, com afinidade semelhante ao transportador do
arroz (planta acumuladora de Si) pelo &acido silicico (0,16 mmol L1). No entanto, a
grande diferenca na quantidade acumulada de Si entre essas duas espécies indica
que a quantidade de transportadores nas raizes do tomateiro € menor que no arroz.
Assim, quando o tomateiro acumula Si, € possivel que o0 mecanismo predominante
seja a difuséo passiva (Mitani e Ma, 2005).

Nesse contexto, é possivel que, com concentracdes de Si na solucao nutritiva
acima de 0,8 mmol L, o elemento benéfico seja acumulado na parte aérea.

Além disso, as folhas ficaram curvadas para baixo (Figura 6). A curvatura para
baixo nas folhas das plantas com toxicidade de NH4* € conhecida como epinastia,
que, provavelmente, é induzida pela alteracdo da distribuicdo simétrica da auxina,
que, por sua vez, ocorre pelo aumento da concentracao do etileno em condi¢des de
estresses. Esse mecanismo foi demonstrado por Barker e Corey (1991) em tomateiro
com toxicidade de NH4* tratado com inibidor da sintese de etileno. As plantas tiveram

diminuicdo do crescimento; no entanto, sem epinastia.
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Figura 4. Teor (a) e acumulo de Si na parte aérea (b), vazamento de eletrdlitos na
folha (c) e nas raizes (d), clorofila total (e) e carotenoides (f) do tomateiro
cultivado em solucao nutritiva, com proporcao téxica de NOs/NH4*, e fontes
e concentracdes de Si. ASIE: &cido silicico estabilizado; SiK: silicato de
potassio; F: fontes; C: concentracdes; FxC: interacdo entre fontes e
concentracgdes; "S: nao significativo.

Em outro experimento desenvolvido nas mesmas condi¢des (Barreto et al.,
2018), a propor¢do de NO3/NH4* (3,8/11,2 mmol L) resultou em diminuicdo na massa
seca da parte aérea de 26%, em relacdo a 15 mmol L'* de NOz". Sobre esse aspecto,

guando se comparam condi¢cdes de menor e maior estresse associados ao Si, 0
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elemento benéfico tem sido mais eficiente nas condi¢cées de menor estresse (Kleiber
et al., 2015; Barreto et al., 2016).
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Figura 5. Altura (a), area foliar (b) massa seca da parte aérea (c) e das raizes (d) do
tomateiro cultivado em solucéo nutritiva, com proporgéo tdxica de NO3/NH4*,
e fontes e concentracdes de Si. ASIE: acido silicico estabilizado; SiK: silicato
de potéssio; F: fontes; C: concentragdes; FxC: interacdo entre fontes e
concentracdes; "S: ndo significativo.

0,0

0,2

04 06 08 0,0

Si (mmol L)

0,2 04 06 0,8

Figura 6. Tomateiro cultivado em proporcéo téxica de NOs/NH4* (3,8/11,2 mmol L,
respectivamente) e concentracdes de Si, com as fontes acido silicico
estabilizado (a) e silicato de potassio (b).
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Como no item 4.1 foi possivel calcular a concentracdo de NH4* na parte aérea
do tomateiro, que resultou em diminuicdo de 10% na maxima producdo de massa
seca, considerada toxicidade moderada, espera-se que o Si alivie a toxicidade de

NH4" nessa condi¢cdo de menor estresse.

4.3 Experimento com NOs, NH4* e concentragdes de Si

4.3.1 Teor e acumulo de N

Houve interacéo entre as formas de N e as concentracfes de Si para o teor e
acumulo de N na parte aérea do tomateiro MT (Figuras 7a e 7b). Nas plantas com
NOs3’, ndo houve efeito das concentracdes de Si sobre o teor e 0 acumulo de N. No
entanto, nas plantas com NH4*, obtiveram-se os pontos de méximo teor e acimulo de
N em funcdo do aumento das concentracées de Si na solugdo nutritiva. Esses
resultados sugerem que o teor critico da toxicidade de NH4* seja aumentado com o
Si. Sobre esse aspecto, um importante papel do Si é estimular a atividade de enzimas
antioxidantes que combatem as espécies reativas de oxigénio (Savvas e Ntatsi, 2015),
que foram quantificadas no presente trabalho, de forma indireta, por meio do indice
de vazamento de eletrélitos, que diminuiu em funcdo do fornecimento de Si nas

plantas cultivadas em NH4* (Figuras 8c e 8d).

4.3.2 Teor e acumulo de Si

N&o houve interacdo entre as formas de N e as concentracdes de Si para o teor
e 0 acumulo de Si (Figuras 7c e 7d). Contudo, com NOs", 0 teor e 0 acumulo de Si
aumentaram com o incremento do elemento benéfico na solugéo nutritiva. No entanto,
com NH4*, o teor e 0 acumulo de Si aumentaram até aos pontos maximos e passaram
a diminuir com o aumento das concentragdes de Si.

Mesmo com o aumento do teor de Si em fungéo do fornecimento do elemento
benéfico na solugéo nutritiva, as plantas continuaram sendo classificadas como néo
acumuladoras, pois os valores foram menores que 5 g kg (Ma e Takahashi, 2002;
Mitani e Ma, 2005).
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Figura 7. Teor (a) e acumulo de N (b), teor (c) e acimulo de Si (d) na parte aérea do
tomateiro cultivado em solucao nutritiva, com NOs™ e NH4*, e concentracdes
de Si. ", * e **: ndo significativo, significativo a 5 e 1%, respectivamente.
Letras iguais indicam que as médias ndo diferem entre si pelo teste F. Max:
ponto de maximo da regressao.

4.3.3 Clorofila, carotenoides e indice de vazamento de eletrélitos na parte
aérea e nas raizes

N&o houve interacdo entre as formas de N e as concentracdes de Si para o teor
de clorofila e de carotenoides (Figuras 8a e 8b). As plantas com NOs na solucéo
nutritiva tiveram maior teor de clorofila e de carotenoides, em relacdo as plantas
nutridas com NH4*. Enquanto houve aumento com ajuste linear na concentracdo dos
pigmentos em func&o das concentracdes de Si nas plantas com NOs’, nas plantas

com NH4*, 0 aumento da concentracéo dos pigmentos foi até a concentracdo de 1,4
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mmol L. O indice de vazamento de eletrolitos nas folhas e nas raizes foi maior nas

plantas com NH4* (Figuras 8c e 8d).
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Figura 8. Clorofila total (a), carotenoides (b), vazamento de eletrélitos da folha (c) e
das raizes (d) do tomateiro cultivado em solucéo nutritiva, com NOs™ e NHa4*,
e concentracdes de Si. "S, * e **: ndo significativo, significativo a 5 e 1%,
respectivamente. Letras iguais indicam que as médias nao diferem entre si
pelo teste F. Max: ponto de maximo da regressao.

4.3.4 Altura de plantas, area foliar e massa seca da parte aérea e das

raizes

Houve interacdo entre as formas de N e concentracdes de Si para a altura de

plantas (Figura 9a). Com o aumento das concentragdes de Si, ndo houve alteragéo

na altura das plantas nutridas com NHa4*. No entanto, a altura de plantas aumentou

em fungcdo das concentragdes de Si nas plantas com NOs*, com diferenca entre as

formas de N nas concentracdes de 2 e 2,5 mmol L de Si. A area foliar das plantas
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com NO3z  aumentou em fungéo das concentracdes de Si e ndo foi alterada nas plantas
com NH4* (Figura 9b).

N&o houve interacdo para a massa seca da parte aérea e das raizes (Figuras
9c e 9d). Contudo, com NOs", a massa seca da parte aérea foi maior e aumentou em
funcdo das concentragfes de Si. Nas plantas com NH4*, a massa seca da parte aérea
aumentou até a concentragdo de 1,28 mmol L de Si. Houve aumento da massa seca
das raizes com as concentracdes de Si, de forma linear para as plantas com NOs, e

até 1,32 mmol L de Si nas plantas com NH4* (Figura 9d).
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Figura 9. Altura (a), area foliar (b), massa seca da parte aérea (c) e das raizes (d) do
tomateiro cultivado em solucao nutritiva, com NOs e NH4*, e concentracdes
de Si. "™, * e **: ndo significativo, significativo a 5 e 1%, respectivamente.
Letras iguais indicam que as médias nao diferem entre si pelo teste F; Max:
ponto de maximo da regressao.
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4.3.5 Plantas cultivadas em NOgs’, NHs4* e concentragdes de Si

Nas plantas com NOs", notou-se aumento do volume de folhas e de raizes com
o0 aumento das concentracfes de Si (Figura 10a), assim como folhas menos curvadas
para baixo, em relacéo as plantas com NH4* (Figura 10b). No entanto, a epinastia foi
menos evidente na planta com NHs* mais 2 mmol L de Si. Nesse contexto, 0 Si

melhorou o crescimento das plantas em NOs e aliviou a toxicidade de NH4™.

0,0 1,0 20 25 0,0 1,0 20 25
Si (mmol L")

Figura 10. Tomateiro MT cultivado em solugédo nutritiva com concentracbes de Si
associadas a NOs (a) e NH4* (b).

O alivio da toxicidade de NH4* com o Si, verificado principalmente pelo aumento
da massa seca da parte aérea e das raizes (Figuras 9a e 9b), deve-se ao fato de que
a planta acumulou o elemento benéfico (Figura 7d) e teve aumento do contetudo de
pigmentos fotossintéticos (Figuras 8a e 8b).

De forma semelhante, as plantas com NOs acumularam Si (Figura 7d). No
entanto, sem diferenca no teor e no acumulo de N na parte aérea, em funcao do Si
(Figuras 7a e 7b), houve aumento dos pigmentos fotossintéticos (Figuras 8a e 8b) e
do crescimento das plantas (Figura 9), sendo indicativo de aumento da eficiéncia de
uso do N com o Si, que é a capacidade de a planta converter o nutriente absorvido

em massa seca (Siddigi e Glass, 1981).
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E importante destacar que nao foi realizado experimento com concentracdes
de NOg3 para definir a melhor concentragédo. Foi definida a concentracdo de NH4" e
utilizada a mesma na forma de NOs como controle; porque, para ser considerada
tolerante ao NH4*, a planta precisa crescer igual aquela cultivada em NO3s™ (Cruz et al.,
2006). Contudo, em condicdes semelhantes de cultivo, com 15 mmol L' de NOs e 7,5
mmol L de Ca?* (Barreto et al., 2018), a massa seca da parte aérea foi cerca de 2,5
vezes maior que a observada no presente trabalho (Figura 9c¢), em que o experimento
foi com 5,9 mmol L* de NO3z e 2,95 mmol L! de Ca?* (Tabela 3). Dessa forma, é
possivel que as concentracdes de N e de Ca tenham sido baixas no tratamento
controle, e por isso o Si tenha aumentado o crescimento das plantas com NOs'.

Por fim, com a concentracdo de Si adequada para aliviar a toxicidade de NH4*
(Figuras 9c), foi possivel estudar se esse beneficio do Si é dependente do conteudo
de CKs. Para isso, foi desenvolvido experimento com 5,9 mmol Lt de NO3™ ou NH4*,
na auséncia e na presenca de Si (1,29 mmol L) no tomateiro MT e no MT CKX2

(deficiente em CKs).

4.4 Experimento com NOs, NHs* e Si no tomateiro MT e no MT CKX2

441 Teor e acumulo de Sino MT

N&o houve interacéo entre as formas de N e de Si para o teor de N na parte
aérea do MT (Figura 11a). Independentemente da forma de N, o teor de Si foi maior
com o seu fornecimento via solugao nutritiva.

Nas plantas com NOs, ndo houve diferenca no acumulo de Si com o seu
fornecimento via solucao nutritiva. No entanto, nas plantas com NH4*, o fornecimento
de Si resultou no aumento da quantidade acumulada (Figura 11b).

O fato de nao ter ocorrido aumento do acimulo de Si nas plantas com NOgz
pode ser explicado pela concentragdo do elemento benéfico que foi utilizada (1,28
mmol L1), pois néo foi identificada a concentracéo de maior acimulo devido ao ajuste
linear da equacdo para as plantas com NOsz (Figura 7d). Contudo, como a
concentragdo de Si utilizada nas plantas com NH4* foi proxima da que proporcionou
maior acumulo na parte aérea do tomateiro MT (Figura 7d), era esperado que o seu

fornecimento resultasse em maior acumulo, e foi confirmado (Figura 11b).



31

o
w

7] N** (a) ™ N** (b)
Si* T . |si™
= 4 1nxsirs NOsr m NHs 52 04 1 pysiv oK
g aA L5
B9 i 52034 .
= a o 07 o a
(1))
o 21 g bA E5021 aa bA
E i " %o E &
S 9 0,1
@ E
0 T 1 0‘0 T 1
_S +Si _S +Si

Figura 11. Teor (a) e acumulo (b) de Si na parte aérea do tomateiro Micro-Tom
cultivado em solucao nutritiva, com NOs" e NH4*, na presenca e auséncia de
Si. 'S, * e **: ndo significativo, significativo a 5 e 1%, respectivamente. Letras
minusculas iguais indicam que ndo houve diferenca entre as formas de N na
mesma condi¢cdo de Si. Letras mailsculas iguais indicam que ndo houve
diferenca na mesma forma de N, entre as condi¢des de Si.

442 Teor e acumulo de Nno MT e no MT CKX2

As plantas de MT e MT CKX2 cultivadas em NOgs", na presenca e na auséncia
de Si, tiveram valores semelhantes de teor de N na parte aérea (Figuras 12a e 12c).
No entanto, em NH4*, a presenca de Si resultou em aumento do teor de N no MT.
Contudo, no MT CKX2, o aumento no teor de N nas plantas com NHa4* ocorreu de
modo independentemente do Si e foi por volta de 50%. Esses resultados sugerem que
a toxicidade de NH4* possa ser mais severa na planta deficiente em CKs, devido a
maior concentracao de N na parte aérea, quando nutridas com NHa4*.

O fato do MT CKX2 ter exibido menor crescimento que o MT e mesmo teor de
N na parte aérea, quando cultivado em NO3-, além do aumento do teor de N em NH4*,
independentemente do Si, indica que, no transgénico, o N fica mais concentrado na
parte aérea. Sobre esse aspecto, foi proposto que as CKs regulam negativamente a
absorcao de N, ou seja, que as CKs atuem como um sinal de saciedade do N para
inibir a absorcéo de N pelas raizes (Kiba et al., 2011). Assim, a falta de CKs pode
resultar em N mais concentrado no tecido das plantas.

No MT, o acumulo de N foi menor apenas com NH4* na auséncia de Si (Figura
12b). Porém, no MT CKX2 cultivado em NHa4*, o acimulo de N diminuiu na auséncia

e na presenca de Si (Figura 12d).
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4.4.3 Clorofilatotal e carotenoides no MT e no MT CKX2

As plantas de MT tiveram aumento do teor de clorofila total quando cultivadas
em NH4* na presenca de Si (Figura 13a). No entanto, o teor de clorofila total foi menor
nas plantas de MT CKX2 cultivadas em NHa4*, independentemente do fornecimento de
Si (Figura 13c). Nao houve diferenca nos carotenoides em funcédo dos tratamentos,
tanto no MT (Figura 13b), quanto no MT CKX2 (Figura 13d).

E possivel que as plantas transgénicas tenham exibido menor teor de clorofilas
e carotenoides porque as CKs estimulam a formacao dos cloroplastos e a biossintese
de clorofilas. Assim, plantas de tabaco deficientes em CKs tiveram menor teor de
clorofila e cloroplastos desorganizados, sendo dilatados e com grana menor em

relacéo ao tipo selvagem (Werner et al., 2008).
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Figura 12. Teor (a) e acumulo (b) de N na parte aérea do tomateiro Micro-Tom (MT),
e teor (c) e acumulo (d) de N na parte aérea do MT CKX2 cultivados em
solucao nutritiva, com NOs e NH4*, na presenca e auséncia de Si. s, * e **:
nao significativo, significativo a 5 e 1%, respectivamente. Letras minUsculas
iguais indicam que n&o houve diferenca entre as formas de N na mesma
condicdo de Si. Letras maiusculas iguais indicam que ndo houve diferenca
na mesma forma de N, entre as condi¢des de Si.
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4.4.4 Malondialdeido e H202 no MT e no MT CKX2

Nas folhas, houve diferentes padrfes de resposta entre 0 MT e 0 MT CKX2
guanto ao teor dos indicadores de estresse. No MT, o teor de MDA foi maior nas
plantas com NHas*, independentemente do fornecimento de Si (Figura 14a). No MT
CKX2, aconteceu 0 oposto, ou seja, as plantas cultivadas em NH4* tiveram menor teor
de MDA (Figura 14c). Nao houve diferenca no teor de MDA nas raizes do MT e do MT
CKX2 com os tratamentos (Figuras 14b e 14d). Com relacdo ao H202, o fornecimento
de Si resultou em sua diminuicdo nas folhas do MT cultivado em NH4*, quando
comparado ao NO3™ na presenca de Si (Figura 15a). No entanto, o teor de H20: foi
menor nas plantas cultivadas em NHa4*, independentemente do fornecimento de Si
(Figura 15c). Nas raizes das plantas de MT cultivadas em NH4*, o teor de H202
diminuiu com o fornecimento de Si (Figura 15b), o que néo foi observado nas raizes
do MT CKX2 (Figura 15d).

5 5 -

g |S- MT N MTCKX2
| o * |
© £ 4 NxSi** NOs L aA 4 NxSins
=g . : , o
© 93 1 T C
s £ aA aB e
§ g 2 A . ] ~ 2 4
% aA  pA aA  pA
o 11 (a) Ok o -
= 0 . | 0 . 5 - .
1,0 - 10 -
§ 0 gr:s (b) g'iss (d)
| "
0 S 08 {5 cins a{\ 0.8 { NxSine
S o aA aA o
S w 06 4 T i 06 -
C o I : aA aA aA
L c e i aA
[e] - v -3
8? 04 04 -
02 02 1
E
0.0 L] 1 0y0 T 1
-5 + S -S + S

Figura 13. Clorofila total (a) e carotenoides (b) no tomateiro Micro-Tom (MT), e clorofila
total (c) e carotenoides (d) no MT CKX2 cultivados em solucéo nutritiva, com
NOs e NH4*, na presenca e auséncia de Si. ™, * e **: ndo significativo,
significativo a 5 e 1%, respectivamente. Letras mindsculas iguais indicam que
nao houve diferenca entre as formas de N na mesma condi¢cao de Si. Letras
maiusculas iguais indicam que ndo houve diferenga na mesma forma de N,
entre as condic¢des de Si.
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Uma vez que as CKs atuam no combate as espécies reativas de oxigénio, como
H202 (Zavaleta-Mancera et al., 2007), esperava-se que o MT CKX2 exibisse maiores
teores de H202, 0 que ndo aconteceu, possivelmente, porque a diminuigdo de CKs e
aumento de H20: foi correlacionada apenas com estresses que provoquem clorose

nas folhas do tomateiro (Cueno et al., 2012).

4.4.1 Alturade plantas, &rea foliar, massa seca da parte aérea e daraiz no MT e
no MT CKX2

As plantas de MT e de MT CKX2 tiveram menor altura quando cultivadas em
NHa4*, independentemente da aplicacdo de Si na solucao nutritiva (Figuras 16a e 16c).
No entanto, com relacdo a area foliar, os padrdes de resposta foram diferentes entre
0 MT e o MT CKX2. No MT cultivado em NH4*, com o fornecimento de Si, houve
aumento da area foliar (Figura 16b), o que ndo aconteceu no MT CKX2 (Figura 16d).
Nesse contexto, os resultados indicam que o Si tenha amenizado a toxicidade de NH4*

apenas no MT.
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Figura 14. Teor de MDA nas folhas (a) e nas raizes (b) do tomateiro Micro-Tom (MT),
e nas folhas (c) e nas raizes (d) no MT CKX2 cultivados em solucao nutritiva,
com NO3 e NH4*, na presenca e auséncia de Si. ", * e **: ndo significativo,
significativo a 5 e 1%, respectivamente. Letras minusculas iguais indicam que
nao houve diferenga entre as formas de N na mesma condi¢&o de Si. Letras
maiusculas iguais indicam que ndo houve diferenga na mesma forma de N,
entre as condic¢des de Si.
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Figura 15. Teor de peroxido de hidrogénio (H202) nas folhas (a) e nas raizes (b) do
tomateiro Micro-Tom (MT), e nas folhas (c) e nas raizes (d) no MT CKX2
cultivados em solucdo nutritiva, com NO3 e NH4*, na presencga e auséncia
de Si. ", * e **: ndo significativo, significativo a 5 e 1%, respectivamente.
Letras minuUsculas iguais indicam que ndo houve diferenca entre as formas
de N na mesma condicdo de Si. Letras mailsculas iguais indicam que nao
houve diferenca na mesma forma de N, entre as condicfes de Si.

O fendtipo do MT CKX2, com estadio de desenvolvimento atrasado, menor
altura e com folhas estreitas, ocorreu porque a falta de CKs provoca a menor divisdo
celular do meristema apical da parte aérea, bem como, leva a diminuicdo da taxa de
divisdo celular das folhas e/ou causa o término precoce da divisdo celular (Werner et
al., 2003).

Na auséncia de Si, o MT cultivado em NH4* teve menor massa seca da parte
aérea (Figura 17a) e das raizes (Figura 17b), em relacao as plantas com NOz". Porém,
na presenca de Si, a massa seca da parte aérea e das raizes das plantas cultivadas
em NH4* n&o diferiu das plantas em NOs. Ou seja, 0 Si aliviou a toxicidade de NH4*
no tomateiro MT, o0 que né&o foi observado no MT CKX2, pois a massa seca da parte
aérea e das raizes foi menor nas plantas cultivadas em NH4*, independentemente da

aplicacao de Si na solugao nutritiva (Figuras 17c e 17d).
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Figura 16. Altura (a) e area foliar (b) do tomateiro Micro-Tom (MT), e altura (c) e area
foliar (d) do MT CKX2 cultivados em solucéo nutritiva, com NO3z™ e NH4*, na
presenca e auséncia de Si. ", * e **: ndo significativo, significativo a 5 e 1%,
respectivamente. Letras mindsculas iguais indicam que nao houve diferenca
entre as formas de N na mesma condicdo de Si. Letras mailsculas iguais
indicam que ndo houve diferenca na mesma forma de N, entre as condic6es

de Si.

4.4.2 Plantas de MT e de MT CKX2

Nas plantas de MT, nota-se que, nos tratamentos com NOs™ e NO3 mais Si, as

plantas ficaram semelhantes. No entanto, com NH4*, a planta teve menor crescimento;

e com NH4* mais Si, a planta ficou maior em relagéo ao tratamento com NH4* (Figura

18a). De modo diferente, na foto do MT CKX2, n&o se nota diferenga do crescimento

das plantas com NHs4* e NH4* mais Si. Além disso, de forma geral, 0 MT CKX2 tem

menor altura, folhas menores e mais estreitas que as do MT (Figura 18b).

Nesse contexto, existe a evidéncia de que o alivio da toxicidade de NH4* pelo

Si seja dependente do contetudo de CKs, ou que o MT CKX2 nao tenha acumulado

Si.
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Figura 18. Tomateiro Micro-Tom (MT) (a) e MT CKX2 (b) cultivados em solugéo
nutritiva com NOs™ ou NH4*, na presenca e na auséncia de Si.

4.4.3 Quantificagcdo de CKs no MT

As plantas cultivadas em NOgs’, na auséncia e na presenca de Si, tiveram menor

teor de tZ na parte aérea, em relacdo as plantas em NH4*. No entanto, na presenca

de Si, o teor de tZ aumentou nas plantas cultivadas em NOs™ e NH4* (Figura 19a). Nas
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raizes, aconteceu o oposto da parte aérea, ou seja, na auséncia e na presenca de Si,
o teor de tZ foi maior nas plantas com NO3". Porém, na presenca de Si, o teor de tZ
diminuiu nas plantas com NOs™ e com NHa4* (Figura 19b).

No cultivo das plantas sem a adicdo de Si na solucao nutritiva, o teor de iP na
parte aérea e nas raizes foi menor naquelas em NH4*. Com Si, ndo houve diferenca
do teor de iP da parte aérea com NOs e NH4*; e nas raizes, as plantas em NHz*
tiveram menor teor de iP (Figuras 19c e 19d).

Assim, a hipotese de que o alivio da toxicidade de NH4* pelo Si dependeria do
aumento do teor de CKs pode ser aceita; porém, apenas para a tZ. Além disso, como
as plantas com Si tiveram diminuicdo do teor de tZ nas raizes e aumento na parte
aérea, é possivel que o Sitenha atuado no transporte de tZ da raiz para a parte aérea,
além do possivel estimulo a biossintese de CKs na parte aérea (Markovich et al.,
2017).

As alteragbes na concentracdo de CKs em plantas foram atribuidas,
principalmente, a maior ou a menor sintese de CKs nas raizes (Rahayu et al., 2005),
a acao da citocinina oxidase (Brugiere et al., 2003) e ao mecanismo de controle do
carregamento de CKs no xilema, que é o transporte transmembrana de CKs pelas
células da raiz, mediado pela purina permease e por proteinas de transporte de
nucleosideos, que integram a membrana lipidica (Hirose et al., 2008). Contudo, ndo

foram encontradas pesquisas sobre o papel do Si sobre os transportadores de CKs.

4.5 Experimento com NOs,, NHs4* e concentracdes de BA associadas ao
NHs4*

As plantas cultivadas em NOs™ tiveram maior altura, area foliar e massa seca
da parte aérea em relacdo as plantas cultivadas em NH4*; e com o fornecimento de
BA na solucao nutritiva, ndo houve diferenca nesses parametros, até a concentracao
de 1e¥mol L para a altura e para a area foliar (Figuras 20a e 20b). Contudo, com as
concentracdes de le’ e 1e® mol L, houve diminuicdo da altura de plantas, da area
foliar e da massa seca da parte aérea (Figura 20c). Ou seja, as duas maiores

concentracdes foram toxicas.
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auséncia de Si. ", * e ** nao significativo, significativo a 5 e 1%,

respectivamente. Letras mindsculas iguais indicam que ndo houve diferenca

entre as formas de N na mesma condicdo de Si. Letras mailsculas iguais

indicam que ndo houve diferenca na mesma forma de N, entre as condic6es

de Si.

No entanto, a area (Figura 20e) e a massa seca das raizes (Figura 20f)

aumentaram com as concentracées de BA, entre 1e'19 e 1e8mol L, sugerindo que a
concentracdo benéfica desse hormdnio para as raizes ndo seja a mesma para a parte

aérea, ou que nao tenha beneficios para a parte aérea. Nesse contexto, o

fornecimento de tZ ao meio de cultivo resultou no alivio da toxicidade de NH4" em

plantas de A. thaliana (Shtratnikova et al., 2015), indicando que as formas de CK de

ocorréncia natural nas plantas possam ser mais eficientes para aliviar a toxicidade de

NH4" no tomateiro.

Nota-se, na Figura 21, que houve menor crescimento das plantas com o NHa*
na solucdo nutritiva, que as raizes das plantas cultivadas em NH4* associado as

concentragdes de 1e“e 1e®mol L de BA tiveram maior crescimento, e que as plantas

néo se desenvolveram com as concentragées de 1e’ e le®mol L.
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Figura 21. Tomateiro Micro-Tom cultivado em solugdo com NOs™ e NH4* associado a
concentracdes de 6-benziladenina.
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5 CONCLUSOES

O alivio da toxicidade de NH4* com uso do Si foi dependente do aumento do
contelido da CK trans-zeatina (tZ) na parte aérea, mas ndo da isopenteniladenina (iP).
No transgénico MT CKX2 (com menor teor de CKs), o Si ndo aliviou a toxicidade de
NHa4*, e a CK sintética BA nédo aliviou a toxicidade de NH4* na parte aérea do tomateiro
MT.
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