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e eficiéncia quantica efetiva (Y) (H). Letras maiusculas distintas diferem os tratamentos
com e sem estresse por NaCl, dentro de cada tratamento de inducéo de resisténcia.
Letras minusculas distintas diferem os tratamentos de indugéo de resisténcia dentro de

cada nivel de tratamento de estresse por NaCl, pelo teste t LSD (15% de probabilidade)



FIGURA 8 Atividade das enzimas ascorbato peroxidase - APX (umol de é&cido
ascorbico min-1 mg-1 de proteina) (A), superdxido dismutase (Unidade de SOD min-
1 mg-1 proteina) (B), catalase - CAT (umol H202 min-1 mg-1 proteina) (C),
peroxidase - POX (umol purpurogalina min-1 mg-1 proteina) (D) e nitrato redutase -
NR (ug de nitrito g-1 h-1) (E). Letras maiusculas distintas diferem os tratamentos com
e sem estresse por NaCl, dentro de cada tratamento de inducdo de resisténcia. Letras
minusculas distintas diferem os tratamentos de inducdo de resisténcia dentro de cada
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FIGURA 9 Teores foliares de nitrogénio (N-Total) (A), nitrogénio amoniacal (N-NH4")
(B), nitrogénio nitrico (N-NOz e N-NO) (C), silicio (Si) (D), sodio (Na) (E), potassio
(K) (F), calcio (Ca) (G) e magnésio (Mg) (H). Letras maiusculas distintas diferem os
tratamentos com e sem estresse por NaCl, dentro de cada tratamento de inducdo de
resisténcia. Letras mindsculas distintas diferem os tratamentos de inducdo de
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RESUMO

VENEZIANO, VITOR MARTINS. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
novembro de 2022. Silicio e 6xido nitrico como atenuadores do estresse salino em

alface e feijoeiro. Orientador: DSc. Carlos Ribeiro Rodrigues.

Esta tese, composta de dois capitulos, objetivou avaliar os efeitos deletérios da salinidade
sob plantas de feijoeiro e alface, bem como os possiveis efeitos benéficos do Si e do NO
em aliviar o estresse causado pelo NaCl. Ambos os estudos foram conduzidos em casa de
vegetacdo. No experimento com plantas de feijdo, foi induzido o estresse salino com a
adicdo de 60 mmol L de NaCl na solugéo nutritiva e para os tratamentos de inducgéo de
resisténcia foram utilizadas cinco doses de silicio (Si) (0; 1; 2; 3; 4 mmol L™ de Si). De
maneira geral a salinidade reduziu os teores de pigmentos fotossintéticos, os teores de
nitrogénio e o0 acumulo de massa seca. Com o aumento das doses de Si, houve incremento
nos teores dos pigmentos fotossintéticos, na producao de matéria seca e nos teores de N.
No experimento com plantas de alface, o tratamento com Si foi realizado com a adicéo
de 1,5 mmol L de Si, o estresse salino foi induzido com a adi¢do de 100 mmol L™ de
NaCl na solucéo nutritiva e o tratamento com NO foi feito com a pulverizagéo de 50 mL
de nitroprossiato de sodio na dose de 100 umol L de NO. De maneira geral, a salinidade
reduziu a transpiracdo foliar e a fotossintese, aumentou a peroxidacdo de lipidios e a
atividade das enzimas SOD e POX. A aplicacdo isolada de Si aumentou a atividade da
enzima NR e reduziu a atividade das enzimas SOD e POX. Ja a aplicagdo conjunta de Si
+ NO aumentou a transpiracdo foliar, reduziu a fluorescéncia maxima e reduziu o teor de

sodio nas plantas sob estresse salino.

Palavras-chave: Salinidade, fluorescéncia, silicato de potassio, nitroprussiato de sodio,
nitrogénio



ABSTRACT

VENEZIANO, VITOR MARTINS. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
November 2022. Silicon and nitric oxide as saline stress attenuators in lettuce and
bean. Supervisor: DSc. Carlos Ribeiro Rodrigues.

This thesis, composed of two chapters, aimed to evaluate the deleterious effects of salinity
on bean and lettuce plants, as well as the possible beneficial effects of Si and NO in
relieving the stress caused by NaCl. Both studies were carried out in a greenhouse. In the
experiment with bean plants, saline stress was induced with the addition of 60 mmol L™
of NaCl in the nutrient solution and for the resistance induction treatments, five doses of
silicon (Si) were used (0; 1; 2; 3; 4 mmol L-1 of Si). In general, salinity reduced the levels
of photosynthetic pigments and nitrogen as well as the dry mass accumulation. With the
increase of Si doses there was an increase in the photosynthetic pigments levels, in the
dry matter production and in the N levels. In the experiment with lettuce plants, the
treatment with Si was carried out with the addition of 1.5 mmol L™ of Si, saline stress
was induced with the addition of 200 mmol L of NaCl in the nutrient solution and the
treatment with NO was carried out by spraying 50 mL of sodium nitroprossiate at a dose
of 100 pmol L™ of NO. In general, salinity reduced leaf transpiration and photosynthesis,
increased lipid peroxidation and the activity of SOD and POX enzymes. The isolated
application of Si increased the NR enzyme activity and reduced the SOD and POX
enzymes activities. On the other hand, the joint application of Si + NO increased leaf
transpiration, reduced maximum fluorescence and reduced sodium content in plants under

saline stress.

Keywords: Salinity, fluorescence, potassium silicate, sodium nitroprusside, nitrogen



1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Salinidade dos solos.

A salinidade é a medida da quantidade de sal presente no solo e de modo geral,
pode ser classificada como primaria e secundaria. A salinidade primaria é um processo
natural, em que ha deposic¢éo de sais por um longo periodo, pelo intemperismo das rochas,
chuva, vento e alta evaporacdo na superficie (Khan et al., 2019; Arif et al., 2020). Ja a
salinidade secundaria ocorre pela atividade antropogénica como desmatamento e
irrigacdo em excesso com agua contendo sais (Arif et al., 2020).

O processo de salinizacdo pode resultar em perdas de recursos naturais do solo, o
que impacta a producdo agricola e o meio ambiente, eventualmente envolvendo
problemas para a saude humana e socioculturais (Thaker et al., 2021). A salinidade do
solo é mundialmente um dos maiores fatores de estresse abidtico que pode limitar o
crescimento e a produtividade das culturas (Ahmad et al., 2019). Atualmente, estima-se
que cerca de 1,13 bilhdes de hectares sdo afetados por sais (Hossain, 2019) além disso,
estima-se que até meados do século XXI, metade das terras ferteis serdo afetadas pela
salinidade (Shahid et al., 2018).

A salinidade causa estresse osmatico, desbalango i6nico, deficiéncia nutricional,
estresse oxidativo, bem como reducdo da fotossintese, culminando em reducdo do
crescimento e produtividade das plantas (Arif et al., 2020). Além disso, a salinidade
aumenta a absorcdo de elementos em grande quantidade, como o sédio (Na*) e o cloro
(CI"), que tém efeitos negativos na fisiologia, desenvolvimento e crescimento das plantas
(Khan et al., 2019). O estresse salino afeta a produtividade das culturas com diferentes
intensidades, dependendo da concentracdo de sal, da duracéo do estresse, da cultura e seu
estadio de desenvolvimento (Munss et al.,2020).

Ao longo dos anos a salinidade tem causado preocupacao com relacao a reducéo
das areas agricultaveis e a seguranca alimentar, aumentando problemas relacionados aos
conflitos por recursos naturais (Sahab et al., 2021). A agricultura sofre grande pressao
para suprir a crescente demanda de alimentos, e a exploracdo dos solos salinos poderia
ser uma oportunidade de superar os desafios da seguranca alimentar (Zulfigar et al.,
2022).



1.2, Silicio (Si)

Osilicio (Si) é o segundo elemento mais abundante da Terra e ocorre naturalmente
na forma de minerais complexos de silicato (Khan et al., 2019). Embora o silicio (Si)
ainda ndo seja considerado um elemento essencial para as plantas (Epstein & Bloom,
2006; Masrchner, 2011), sua aplicacdo exdgena tem sido uma abordagem utilizada para
aumentar a resposta das plantas estresses bidticos e abidticos, incluindo a salinidade
(Camargo, 2016; Arif et al., 2021).

Em condigdes salinas, o Si tem sido apontado como grande indutor de resisténcia
as plantas, pois proporciona protecdo ao aparato fotossintético, reduz os efeitos deletérios
das espécies reativas de oxigénio (EROs) na planta, além de aumentar a concentragédo de
compostos naturais de defesa do vegetal (Feng et al., 2009; Moussa, 2006; Parveen &
Ashraf, 2010; Rady et al. 2019; Yu et al. 2019; Taibi et al. 2021). Além disso, o Si
também contribui para o crescimento das plantas aumentando as repostas adaptativas
como, atividade antioxidante, absorcao de minerais, taxa fotossintética e status hidrico
(Khan et al., 2019).

A aplicacédo de Si reduz o acimulo de EROs, aumentando a atividade das enzimas
antioxidantes catalase, peroxidase e superdéxido dismutase (Zhang et al., 2019). O Si serve
como molécula sinalizadora, que faz a remocao das EROs, aumenta a estabilidade das
membranas e reduz o extravasamento de eletrolitos (Arif et al., 2021). Além disso, a
aplicacdo de Si promove o acimulo de carotenoides, que servem como antioxidante, e
reduz as EROs e inibe o0 estresse oxidativo (Frazdo et al., 2020).

A aplicacdo de Si aumenta o turgor das folhas, reduz o potencial osmotico das
células, induzindo a osmorregulacdo durante situacdes de estresse (Kafi et al., 2021; Arif
et al., 2021). O Si aumenta os teores de proteina, prolina, carbono, nitrogénio e glicina
betaina durante periodos de estresse, e ajuda a manter o balango hidrico, o0 metabolismo
e a atividade celular das plantas (Arif et al., 2021). Somando a isso, a aplicacdo de Si
também aumenta o teor de clorofila, a concentracdo interna de carbono, a condutancia
estomatica e ainda forma fina camada na epiderme das folhas, que mantém o status
hidrico e regula a transpiracdo e trocas gasosas (Abdeelaal et al., 2020; Dehghanipoodeh
et al., 2018).

Diversas vias de defesa relacionadas a sintese de fitormdnios e solutos
compativeis sdo desencadeadas pelo Si, contra estresses abioticos (Mir et al., 2020). A

aplicacéo de Si leva ao aumento na expressao de genes relacionadas a defesa e aumento



no acumulo de compostos de defesa como fitoalexinas e compostos fendlicos (Mir et al.,
2022). Em alguns estudos foi relatado que o Si aumenta a sintese de fitormonios para
regular os processos fisioldgicos das plantas cultivadas sob condi¢des de estresse abidtico
(Zhu and Gong, 2014; Kim et al., 2017). Os principais fitormonios regulados pelo Si em
condicdes de estresse abidtico incluem &cido abscisico, giberelinas, auxinas, citocininas,

brassinosteroides, acido salicilico, acido jasmonico e etileno (Arif et al., 2021).

1.3.  Oxido Nitrico (NO)

O NO é uma molécula gasosa, extremamente reativa, que desempenha papeis
essenciais no crescimento e desenvolvimento das plantas, bem como na resposta contra
diferentes estresses abidticos, incluindo a salinidade (Singh et al., 2019). O mais
importante processo de producdo de NO pelas plantas é através da reducéo do nitrato pela
enzima nitrato redutase (Fancy et al., 2017). Pode ter efeito benéfico ou deletério,
dependendo de sua concentracdo e local de producao (Alnusairi et al. 2021).

O NO desempenha papel vital na resposta ao estresse salino modificando as
enzimas antioxidativas, as vias de respiracéo e fotorrespiracao e os sistemas antioxidantes
(Fancy et al., 2017). Também ha relatos de que o NO interage com outras moléculas
sinalizadoras como o célcio, com o pH e com fosfolipidios, estimulando o fechamento
estomaético induzido pelo &cido abscisico (ABA) (Sun et al., 2019).

Existe evidéncias que a aplicagdo de doadores de NO protege as plantas do
estresse salino por manter a homeostase dos ions, regular o acumulo de osmdlitos,
proteger contra o estresse oxidativo e melhorar os parametros fisioldgicos e bioquimicos
(Wani et al., 2021). A aplicacdo de 150 uM de nitroprussiato de sédio (SNP) em plantas
de Capsicum annuum L. sob estresse salino, reduziu os teores de malondialdeido (MDA)
e de H20. e aumentou o conteudo relativo de agua e a atividade de enzimas antioxidantes
(SOD, POX, CAT) (Shams et al., 2019). Em plantas de Jatropha curcas L., a aplicacdo
de 75 uM de SNP aumentou a atividade das enzimas superoxido dismutase, peroxidase e
glutationa redutase e reduziu os danos oxidativos (Gadelha et al., 2017).

Atualmente o NO é reconhecido como uma molécula gasosa que interage com
outras moléculas sinalizadoras, alterando a atividade de proteinas, reduzindo o contetdo
de glutationa e acumulando prolina, que facilita o0 combate ao estresse provocado pela

salinidade (Khator et al., 2020). Diversos trabalhos revelam que a aplicagdo de SNP como



doador de NO, gera efeitos benéficos no mecanismo antioxidante e no metabolismo de
espécies reativas de oxigénio em diferentes espécies de plantas (Yadu et al., 2017,
Campos et al., 2019; Khator et al., 2020; Alnusairi et al., 2021). O SNP também aumenta
0 contetdo de &gua e de prolina nas plantas durante condi¢Bes de seca, além de reduzir
os niveis de malondialdeido (Cechin et al., 2015).

A aplicacao conjunta de Si e NO demonstrou ter efeitos benéficos no crescimento
de raiz, bem como nos teores de N, P, K, Ca e Mg, em plantas submetidas a déficit hidrico
(Bakir et al., 2022). Além de melhorar a absor¢do de nutrientes em plantas sob déficit
hidrico, a aplicacdo de Si com NO reduz a peroxidacgdo de lipidios e a temperatura das
folhas, aumenta a condutancia estomatica, o conteddo relativo de agua e o teor de clorofila
(Bolat et al., 2022). Em plantas sob condicdo de estresse por arsénio, a aplicacdo conjunta
de Si e NO reduz a translocagdo e acimulo de arsénio, melhora o sistema antioxidante, o

que ajuda na desintoxicag¢@o das ERO’s (Ahmad et al., 2021).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Objetivou-se avaliar os efeitos da salinidade sob plantas de feijoeiro e de alface, bem
como os possiveis efeitos benéficos do Si e do NO em aliviar o estresse causado pelo
NaCl.

3.2. Especificos

- Auvaliar a fluorescéncia da clorofila a, a concentra¢do de pigmentos fotossintéticos, a
nutricdo nitrogenada e a producdo de massa seca em plantas de feijoeiro sob condicGes
de estresse salino por NaCl, com e sem tratamento com Si;

- Avaliar a fluorescéncia da clorofila a, o contetdo relativo de agua, o potencial
osmético, concentracdo de clorofila, atividade de enzimas e teor de nutrientes em
plantas de alface sob condicdes de estresse salino por NaCl, com e sem o tratamento
com Si e NO.



4. CAPITULOI:

SILICIO COMO ATENUADOR DO ESTRESSE SALINO EM FEIJOEIRO
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RESUMO - Com o objetivo de verificar o efeito do silicio (Si) em plantas de feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L. cv. BR-IPA 10) sob estresse salino por NaCl, foi conduzido
experimento em casa de vegetacdo, em que as plantas foram cultivadas em vasos com
solucdo nutritiva. As plantulas, obtidas por propagacdo sexuada, foram selecionadas
quanto & uniformidade e transferidas para vasos de 10 L com solugdo nutritiva de
Hoagland a 100% da forca ibnica com os tratamentos, recebendo aeracdo constante. O
delineamento experimental foi inteiramente ao acaso em esquema fatorial 5 x 2, sendo
cinco concentragdes de Si na solucdo nutritiva (0; 1; 2; 3; 4 mmol L™ de Si) e duas
concentracOes de NaCl (0 e 60 mmol L de NaCl) com quatro repeti¢es, totalizando 40
vasos com 4 plantas cada. Nos estadios de desenvolvimento V4 e R6 foram avaliados 0s
teores dos pigmentos fotossintéticos, fluorescéncia, crescimento e teores foliares de N e
Si. As plantas cultivadas com NaCl apresentaram menores teores de pigmentos
fotossintéticos, menor acimulo de matéria seca e menores teores de N e Si, quando
comparadas as plantas cultivadas sem NaCl, demonstrando os efeitos negativos da
salinidade. Com o0 aumento das doses de Si, houve incremento nos teores dos pigmentos
fotossintéticos, na producdo de matéria seca e nos teores de N e Si das plantas cultivadas
com NaCl. Nas plantas sob estresse salino, a dose maxima de Si (4 mmol L), foi capaz

de dobrar o teor de clorofila a e aumentar em 57% a producdo de massa seca total.

Palavras-chave: Cloreto de sodio, fluorescéncia, silicato de potéssio, nitrogénio
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SILICON AS A SALINE STRESS RELIEF IN BEANS

ABSTRACT - In order to verify the effect of silicon (Si) on bean plants (Phaseolus
vulgaris L. cv. BR-IPA 10) under saline stress by NaCl, an experiment was carried out in
a greenhouse, in which the plants were grown in pots with nutrient solution. The
seedlings, obtained by seeds, were selected for uniformity, and transferred to 10 L pots
with Hoagland's nutrient solution at 100% of the ionic strength with the treatments,
receiving constant aeration. The experimental design was completely randomized ina 5
x 2 factorial scheme, with five concentrations of Si in the nutrient solution (0; 1; 2; 3; 4
mmol L of Si) and two concentrations of NaCl (0 and 60 mmol L of NaCl) with four
replications, which totals 40 pots with 4 plants each. In the development stages V4 and
R6, the levels of photosynthetic pigments, fluorescence, growth and leaf contents of N
and Si were evaluated. Plants grown with NaCl had lower levels of photosynthetic
pigments, lower dry matter accumulation and lower N and Si levels, when compared to
plants grown without NaCl, which demonstrates the negative effects of salinity. With the
increase of Si doses, there was an increase in the photosynthetic pigments levels, in the
dry matter production and in the N and Si levels of plants cultivated with NaCl. Si reduced
the deleterious effects of salinity, although it was unable to match the results obtained by

plants without salinity stress.

Keywords: Sodium chloride, Fluorescence, Potassium silicate, Nitrogen.
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4.1. INTRODUCAO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgarisL.) ¢ uma leguminosa amplamente
cultivada em paises tropicais e subtropicais, e representa importante fonte de proteinas,
carboidratos, fibras, vitaminas e minerais (Zhang et al., 2020). Na safra 2020/2021, o
Brasil teve uma area cultivada com feijao de 2,92 milhdes de hectares com a producéo de
2,87 milhdes de toneladas, sendo a regido Nordeste responsavel pela producéo de 0,59
milhdes de toneladas (Conab, 2021).

Na regido Nordeste do Brasil ocorrem solos com acimulo de sais em elevadas
concentragBes, tendo como origem 0s processos pedogenéticos e, também, a agdo
antropica, principalmente por erros na adubacao e irrigacdo das culturas (Freire; Freire,
2007). A salinidade do solo € mundialmente um dos maiores fatores de estresse abiotico
que pode limitar o crescimento e a produtividade das culturas (Ahmad et al., 2019a).
Atualmente, estima-se que cerca de 1,13 bilhdes de hectares sdo afetados por sais
(Hossain, 2019) além disso, estima-se que até meados do século XXI, metade das terras
férteis serdo afetadas pela salinidade (Shahid et al., 2018).

A salinidade causa desbalanco idnico, efeito osmético, insuficiéncia do uso da agua
e deficiéncia nutricional, que em ultimo caso leva ao estresse oxidativo nas plantas
(Rehman et al., 2019). Além do estresse oxidativo, a salinidade aumenta a absor¢édo de
elementos em grande quantidade, como o sédio (Na*) e o cloro (CI), que tém efeitos
negativos na fisiologia, desenvolvimento e crescimento das plantas (Khan et al., 2019).
Segundo Richards (1954), os solos salinos séo caracterizados por terem condutividade
elétrica da solugdo acima de 4 dS m™. Altos niveis de salinidade podem afetar ndo sé o
crescimento das plantas, producdo de biomassa, fotossintese e eficiéncia do uso da agua,
mas pode levar a toxicidade por ions, reduzindo a produtividade agricola (Shahid et al.,
2018).

O estresse salino reduz a germinacao e o crescimento do feijoeiro em concentragoes
de NaCl no meio de cultivo igual e superior a 60 mmol L (Rady et al., 2019; Yu et al.,
2019; Taibi et al., 2021). Plantas de feijoeiro comum sob estresse salino (> 120 mmol L
1 de NaCl) apresentam reducdo dos teores de pigmentos fotossintéticos, da taxa
fotossintética, da transpiracdo e da condutdncia estomaética, porém, tém aumento da
concentracdo interna de COz (Yu et al., 2019). Esses efeitos sdo atribuidos ao aumento

do estresse oxidativo pelo aumento da producdo de formas reativas de oxigénio nas
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plantas, que resultam em desestruturacdo do cloroplasto e consequente reducdo da taxa
fotossintética.

Com a proposta de avaliar os possiveis danos causados pelo estresse salino, tem-se
tornado cada vez mais comum a determinacdo da cinética da fluorescéncia da clorofila a.
Este € um método ndo invasivo, que permite determinar alteracBes no metabolismo
fotossintético por meio de alguns parametros como a eficiéncia fotossintética e a
dissipacdo de energia na forma de calor e fluorescéncia (Adhikari et al., 2019). Alguns
parametros determinados na cinética da fluorescéncia da clorofila a como Fo
(fluorescéncia minima), Fm (fluorescéncia maxima), Fv (variacdo da fluorescéncia) e ®npo
(energia dissipada na forma de calor ou fluorescéncia), possuem alta correlacdo com o0s
danos causados pela salinidade (Pradhan et al., 2018).

Embora o silicio (Si) ainda ndo seja considerado elemento essencial para as plantas
(Epstein & Bloom, 2006; Masrchner, 2011), sua aplicacdo exdgena tem sido uma
abordagem utilizada para aumentar a resposta das plantas a salinidade (Almeida et al.,
2017). Em condicdes salinas, o Si tem sido apontado como grande indutor de resisténcia
as plantas, pois proporciona protecao ao aparato fotossintético, reduz os efeitos deletérios
das formas reativas de oxigénio na planta, além de aumentar a concentragdo de compostos
naturais de defesa do vegetal (Feng et al., 2009; Moussa, 2006; Parveen & Ashraf, 2010;
Rady et al., 2019; Yu et al., 2019; Taibi et al., 2021).

A mitigacdo dos efeitos do estresse salino pelo Si, ocorre pela manutengéo da
condutancia estomaética, transpiragdo, fotossintese liquida, permeabilidade da membrana
e niveis de clorofila (Coskun et al., 2016). O Si é capaz de modificar o processo de trocas
gasosas, reduzir a atividade das espécies reativas de oxigénio e aumentar os niveis de
clorofila, que por consequéncia aumenta também a fotossintese. No entanto, essas
melhorias dependem da espécie da planta, do nivel de estresse salino e dos niveis de Si
aplicados (Khan et al., 2019).

Na agricultura brasileira o Si apresenta grande potencial, uma vez que promove a
estabilidade e 0 aumento da produtividade das culturas agricolas (Crusciol et al., 2009).
Dentre essas culturas, destaca-se o feijoeiro, por ser classificado como planta
intermediaria em relagdo ao acimulo de Si (Ma & Yamaji, 2006).

Assim, na presente pesquisa estudou-se a hipotese de haver correlacdo positiva
entre 0 Si e a concentracdo de pigmentos fotossintéticos, fluorescéncia de clorofila,
nutricdo nitrogenada e producdo de matéria seca em plantas de feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.) sob condiges de estresse salino provocado por NaCl.
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4.2. METODOLOGIA

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, em que foi realizado o cultivo
do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) cv. BR-IPA 10, adaptada a regido Nordeste, em vasos
contendo 10 L de solucdo nutritiva de Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950) e os
tratamentos, com aeracdo constante.

As sementes foram semeadas em bandejas que continham areia lavada umedecida
com solugdo de Ca(NOs)2.4H,0 a 0,1 mmol L. Apo6s a emissdo da primeira folha
definitiva as plantas foram transplantadas para bandejas com solugdo nutritiva de
Hoagland a 25% da concentracdo final. Posteriormente, a forca idnica foi aumentada
gradativamente a cada dois dias, para 50%, 75%, e 100%. Em seguida, as plantas foram
selecionadas quanto a uniformidade e transplantadas quatro para cada recipiente contendo
10 L de solugéo nutritiva com os tratamentos.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso em esquema fatorial 5 x 2,
sendo cinco concentragdes de silicio (Si) na solucdo nutritiva (0; 1; 2; 3 e 4 mmol L de
Si) e duas concentracdes de NaCl (0 e 60 mmol L™ de NaCl) com 4 repeticdes, totalizando
40 vasos com 4 plantas cada. As doses de Si foram aplicadas via solucéo de silicato de
potassio (K2SiOs: 171 g L de Si; 210 g L™ de K2O; pH =12 e d =1,4 gcm™). Na solugéo
que continha silicato de potassio, foi feito o equilibrio da quantidade de potassio, pela
reducdo da quantidade de nitrato de potassio e reposi¢do do nitrogénio com a adicdo de
acido nitrico.

Foram realizadas duas coletas durante a condugdo da cultura: 1%) em V4, estadio de
pleno crescimento vegetativo; 28) em R6, estadio de florescimento. Foram utilizadas duas
plantas por coleta. Nas primeiras folhas completamente expandidas foram obtidos os
pardmetros da fluorescéncia de clorofila com auxilio de fluorbmetro portétil FluorPEN
100 FP100® (Rohacek, 2002) e estimado os indices de fluorescéncia da cinética OJIP da
curva de Kurtsky (Strasser et al., 2000).

Os parametros de fluorescéncia sdo: (Fo): a intensidade da fluorescéncia inicial no
momento de ativacdo dos pigmentos fotossintéticos do complexo antena; (FJ): a
intensidade da fluorescéncia a 2 milissegundos, tempo esse necessario para o inicio da
liberagcdo de O pela reacdo de Hill; (Fi): a intensidade da fluorescéncia a 60
milissegundos, tempo necessario para a transferéncia de energia para o pool de
plastoquinonas; (Fwm): a intensidade da fluorescéncia maxima em que todos os centros de

reacdo do fotossistema Il (PSII) estdo abertos; (Mo): taxa liquida do fechamento dos
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centros de reacdo do PSII; (AREA): a area sobre a curva de fluorescéncia (Fo) e (Fwm),
corresponde a quantidade de aceptores de elétrons (Murata et al, 1966); (Sm): a medida
de energia necessaria para fechar todos os centros de reacdo do PSII e (N): o numero de
turn-over, ou seja, quantas vezes a Qa foi reduzida em relacdo ao tempo zero (to) (Strasser
et al., 2000).

Os indices relativos a Eficiéncia Quantica () obtida pelo aparelho FluorPEN FP100 sao:
(pro): eficiéncia quantica do PSII, ou seja, dissipacdo causada pela utilizacdo da energia para a
reducéo do NADP; (enro): eficiéncia ndo quantica que representa a energia dissipada na forma
de calor, fluorescéncia ou para outros sistemas; (yo): eficiéncia pela qual a energia fixada move-
se pela Qa para a cadeia transportadora de elétrons e (@eo): eficiéncia que um photon absorvido
movera um elétron pela cadeia transportadora de elétrons (Strasser et al., 2000).

Os Fluxos Especificos de Energia sdo: (ABS): fluxo de photons absorvidos pelos
pigmentos; (DI): fluxo de photons dissipados na forma de calor, de fluorescéncia ou para outros
sistemas; (TRo): fluxo de energia preso no centro de reacéo do PSII para o processo fotoquimico
e (ETo): fluxo de energia correspondente ao transporte além da Qa (Strasser et al., 2000).

Nas mesmas folhas foram determinados os teores de clorofila a, clorofila b,
clorofila total e carotenoides totais. No dia da coleta das plantas foram retirados cinco
discos de 169,72 mm? da primeira folha completamente expandida, pesados e estimada a
area foliar especifica (cm? gt). Ap6s, no escuro, os discos foram imersos em 7,0 mL de
dimetil-sulfoxido (DMSO) e incubados por 30 min a 70°C (Hiscox & Israelstam, 1979).
Apos o resfriamento foram adicionados mais 3 mL de DMSO, perfazendo o volume final
de 10 mL. As absorbancias das solucGes resultantes foram obtidas em espectrofotémetro
a 480, 640 e 665 nm. Os teores de pigmentos foram estimados a partir das equacdes
propostas por Wellburn (1994).

Em cada periodo de avaliacdo, V4 e R6, as plantas foram coletadas e separadas as
folhas, caule e raizes. Em seguida, todo o material foi lavado em agua destilada e secos
em estufa de circulacdo forcada de ar a 65-70°C até o peso constante e pesado para
determinaco de massa seca de folha, de caule, de raiz, da parte aérea e total (g planta™).
Também foram estimados a taxa de crescimento absoluto, taxa de crescimento relativo e
a taxa de assimilagdo liquida entre V4 e R6 (Benicasa, 2003).

Apds pesado, o material seco das folhas foi moido em moinho tipo Willey com
peneira de 2 mm de abertura e destinado a andlise quimica de tecido vegetal para a
estimativa dos teores foliares de silicio, nitrogénio total e mineral amoniacal e nitrato

mais nitrito. Os teores de Si nos tecidos vegetais foram extraidos via digestdo com H,0>



16

e NaOH em autoclave (1 atm) por 1 hora e determinacéo colorimétrica (Elliott and Snyder
1991). Os teores de nitrogénio total foram extraidos via digestao sulfurica e destilagdo em
destilador micro-Kjeldahl e determinados por titulometria com solugdo de HCI 0,001 molc
L (Malavolta et al. 1997). O nitrogénio nitrico (nitrato + nitrito) e amoniacal foram
extraidos em 1,0 g de massa seca com 15 mL de KCI 1 mol L e destilagdo sequencial,
em destilador micro-Kjeldahl, com 0,2 g de MgO calcinado para obtencdo do nitrogénio
amoniacal, sequido da adicdo de 0,2 g de liga de Devarda no mesmo extrato para extracdo
sequencial e obtencdo do nitrogénio nitrico (nitrato + nitrito). Apds, foram realizadas as
determinacdes do nitrogénio amoniacal e nitrico por titulometria com H2SO4 0,0025 mol.
L (Tedesco et al. 1995).

Os dados obtidos de cada coleta foram submetidos a analise de variancia e de
regressdo polinomial de 1° e 2° graus em funcéo das doses de Si na solugéo nutritiva e de
Scott Knot a (5% de probabilidade) para os tratamentos com e sem estresse salino no
programa estatistico R (R CORE TEAM 2022) com auxilio do pacote ExpDes.pt (Ferreira
etal., 2021).

4.3. RESULTADOS

Em V4, as plantas sob estresse salino aumentaram os teores de clorofila a com as
concentracBes de Si e as plantas sem estresse reduziram os teores de clorofila a até a
concentracéo de 2,39 mmol L de Si (Figura 1 A). J4 em R6, houve alteragdo dos teores
de clorofila a apenas com a salinidade, e as plantas com estresse salino apresentaram 0s
menores teores de clorofila a (Figura 1 B). Em V4 n&o houve influéncia dos tratamentos
nos teores de clorofila b e em R6 houve efeito apenas da salinidade, em que as plantas
sob estresse salino apresentaram os menores valores de clorofila b (Figura 1 C). Em V4
e R6 os teores de clorofila total e de carotenoides sofreram influéncia apenas do NacCl,
em que as plantas sob estresse salino apresentaram os menores teores de clorofila total e

de carotenoides (Figuras 1 D e E).
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FIGURA 1. Teores dos pigmentos fotossintéticos clorofila a (A e B), b (C) e total (D) e
carotenoides totais (D) nas folhas de Phaseolus vulgaris L. cv. BR-IPA 10, cultivado em solugdo
nutritiva com diferentes concentracdes de Si e NaCl aos 25 e 33 dias ap06s a semeadura (DAS).

A Fluorescéncia minima (Fo) esta associada a perda de energia quando os fétons
estdo sendo interceptados pelos complexos antena. Em V4, independente do estresse
salino houve reducdo da Fo com 0 aumento das concentrag@es de Si na solugdo nutritiva
(Figura 2 A). Ainda em V4, as plantas sem NaCl apresentaram maiores valores de Fo do
que as plantas cultivadas com NaCl (Figura 2B). Em R®, as plantas cultivadas sem NaCl
obtiveram incremento de Fo até a dose de 3,21 mmol L de Si e as plantas cultivadas com
NaCl apresentaram incremento de Fo apenas até a dose de 1,67 mmol L™ de Si, seguido
de queda (Figura 2A).
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Quando ha o inicio da liberagdo de O pela reacdo de Hill, a perda de energia na
forma de fluorescéncia (F;) alterou com o NaCl e as concentra¢Ges de Si isoladamente
em V4. Semelhante a Fo, houve menor F; nas plantas cultivadas sob o estresse (Figura 2
D). Também em V4 houve reducdo da F; até a concentracdo de 2,44 mmol L™ de Si,
seguido de aumento, independente do estresse salino (Figura 2 C). Ja em R6 houve
interacdo entre Si e NaCl, em que as plantas sem NaCl apresentaram incremento linear
com as doses de Si e as plantas com NaCl apresentaram reducdo linear com as doses de
Si (Figura 2C).

A perda de energia na forma de fluorescéncia quando o elétron estd sendo
transferido para o pool de plastoquinonas (Fi) alterou com o Si e o NaCl na solugdo
nutritiva em V4 e R6. Em V4 houve redugdo da F, com 0 aumento da concentragéo de Si,
e em R6 houve aumento da F; com o aumento da concentragdo de Si, independente do
estresse salino (Figura 2 E). Em V4 a maior F, foi obtida nas plantas sob estresse salino,
e em R6 ndo houve efeito do NaCl sobre a F; (Figura 2 F).

A fluorescéncia maxima (Fwm) alterou somente em V4 com a interagdo entre as
concentracOes de Si e NaCl no meio. Em V4 foi obtido o menor valor de Fm no tratamento
sem Si e sem NaCl (Figura 2 G). As plantas cultivadas sem estresse ndo ajustaram
equacgdo da Fm em funcdo das concentragfes do Si no meio, enquanto nas plantas sob
estresse houve reducéo da Fm com 0 aumento das concentragdes de Si, até 2,78 mmol L
! de Si (Figura 2 G). Em R6 ndo houve efeito dos tratamentos sobre a Fym, com o valor
médio obtido de 2765,02 (Figura 2 G).

A Mo ¢ a taxa liquida do fechamento dos centros de reacdo do fotossistema I, que
é indicativo da ultraestrutura dos cloroplastos, ou seja, da organizacdo da organela, e
quanto menor, possivelmente maior é o nimero de centros de reacao ativos possibilitando
maior ciclagem das reagdes redox nos centros de reacdo. A Mo apresentou variagcdo
significativa em funcdo do NaCl apenas em V4, e as plantas cultivadas sob estresse

obtiveram os menores valores (Tabela 1).
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FIGURA 2. Parametros de Fluorescéncia de Clorofila a inicial (Fo) (A e B), a 2 milissegundos
(Fs) (C e D), a 60 milissegundos (Fi) (E e F) e maxima (Fwm) (G) nas folhas de Phaseolus vulgaris
L. cv. BR-IPA 10 cultivado em solucdo nutritiva com diferentes concentracdes de Si e NaCl em
V4 e R6.

A Mo é a taxa liquida do fechamento dos centros de reagdo do fotossistema I1, que

é indicativo da ultraestrutura dos cloroplastos, ou seja, da organizacdo da organela, e
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guanto menor, possivelmente maior é o nimero de centros de reacdo ativos possibilitando
maior ciclagem das reacdes redox nos centros de reacdo. A Mg apresentou variacdo
significativa em fungdo do NaCl apenas em V4, e as plantas cultivadas sob estresse

obtiveram os menores valores (Tabela 1).

TABELA 1 Parametros de Fluorescéncia de Clorofila a nas folhas de Phaseolus vulgaris L. cv.
BR-IPA 10, cultivado em solucéo nutritiva com diferentes concentracdes de Si e NaCl em V4 e
R6: Taxa liquida do fechamento dos centros de reacdo do PSIl (M), area acima da curva Fo a
Fm, representa a quantidade de aceptores de elétrons (AREA), quantidade de energia necessaria
para fechar todos os centros de reagdo do PSII (Sm), nimero de vezes que a Quinona a foi reduzida
em relagdo ao tempo zero (N), eficiéncia quéantica do PSII (®po), energia dissipada (®weo),
probabilidade de a energia de excitagdo mover um elétron apds a Quinona a (¥o), probabilidade
de a energia de um féton absorvido mover um elétron ap6s a Quinona a (®go), fluxo de absorcéao
(ABS), fluxo de captura (TRy), e fluxo de dissipacdo (Dlo).

NaCl Mo AREA(X10%) Su N
V4 R6 V4 R6 V4 R6 V4 R6
0 1,85at 1,88™ 7,62 8,47 398,44™ 491,15 859,63  1037,35"™
60 1,66 b 1,88" 8,07 7,77 366,05"™ 508,80™ 75552 1073,53"
Dpo Dnpo Yo P
V4 R6 V4 R6 V4 R6 V4 R6
0 0,62b 0,59" 0,39 a 0,41" 0,14 b 0,11" 0,09 b 0,06"
60 0,66 a 0,58" 0,34 b 0,42" 0,20 a 0,10 0,13 a 0,06"
ABS TRo ETo Dlo
V4 R6 V4 R6 V4 R6 V4 R6
0 3,56™ 3,60m 2,16™ 2,11ms 0,31 b 0,22 1,40 a 1,49m
60 3,17 3,71™ 2,08" 2,09" 0,42 a 0,21" 1,09 b 1,62

1| etras mindsculas distintas diferem os tratamentos com e sem NaCl na solucdo nutritiva pelo teste de Scott Knott (5%
de probabilidade).
"Nao significativo pelo teste de F.

Os indices de eficiéncia quéntica do fotossistema Il (®rg), energia dissipada (®nro),
probabilidade de a energia de excitagdo mover um elétron apds a Quinona a (¥o) e
probabilidade de a energia de um féton absorvido mover um elétron ap6s a Quinona a
(dgo) das folhas do feijoeiro apresentaram variagdo significativa somente em fungdo das
concentrages de NaCl na solug&o nutritivaem V4 (Tabela 1). A maior ®po foi obtida nas plantas
cultivadas em solugdo nutritiva com NaCl. Consequentemente, os maiores valores da ®neo foram
obtidos nos tratamentos sem NaCl no meio (Tabela 1). Para Wo e ®go 0 maiores valores foram
obtidos pelas plantas com estresse salino (Tabela 1).

As variaveis AREA, Sw, N, ABS e TRo néo obtiveram diferenca com as doses de Si e nem
com a presenca ou auséncia de NaCl na solucédo nutritiva (Tabela 1). Para ETo foi encontrado o
maior valor nas plantas cultivadas com NaCl em V4 e para Dlo 0 maior valor foi encontrado em

plantas cultivadas sem NaCl em V4 (Tabela 1).
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A éarea foliar (AF), a massa seca de folha (MSF), haste (MSH), parte aérea
(MSPA), raiz (MSR) e total (MST) das plantas cultivadas sem NaCl foram maiores que
das plantas sob o estresse salino nos dois periodos avaliados (Figuras 3 A a F).

Em V4, a area foliar (AF) e a massa seca de folha (MSF) apresentaram incremento
linear com as doses de Si nas plantas cultivadas com NaCl (Figuras 3 A e B). Em R6, a
AF e a MSF apresentaram reducéo linear com as doses de Si nas plantas cultivadas sem
NaCl (Figuras 3 A e B). Para as plantas sem NaCl em V4 e as plantas com NaCl em R6,
ndo houve ajuste das equaces (Figuras 3 A e B).

Em V4, a massa seca da haste (MSH) apresentou reducéo linear com o aumento
da concentracdo de Si nas plantas sem NaCl e apresentou incremento linear com as
concentracOes de Si nas plantas com NaCl (Figura 3C). Em R6, as plantas sem NaCl
apresentaram reducéo da MSH até a concentragio de 2,12 mmol L de Si e as plantas
com NacCl apresentaram incremento linear com as concentragdes de Si (Figura 3C).

A massa seca da parte aérea (MSPA) apresentou incremento linear com as
concentracdes de Si nas plantas cultivadas com NaCl, tanto em V4 quanto em R6 (Figura
3 D). J4 as plantas cultivadas sem NaCl apresentaram redugdo da MSPA em V4 até a
concentragdo de 3,03 mmol L™ de Si e em R6 até a concentracdo de 2,56 mmol L™ de Si
(Figura 3 D).

A massa seca de raiz (MSR) e a massa seca total (MST) apresentaram incremento
linear com as concentragdes de Si nas plantas cultivadas com NaCl, tanto em V4 quanto
em R6 (Figuras 3 E e F). Em R6 as plantas sem NaCl apresentaram redugdo da MSR até
a concentracdo de 1,55 mmol L de Si e reducdo da MST até a concentragdo de 2,09
mmol L de Si (Figuras 3 e F).

De maneira geral, 0 aumento da concentracdo de Si na solugéo nutritiva foi capaz
de aumentar a producdo de matéria seca das plantas cultivadas sob condicao de estresse
salino por NaCl, mas ndo ao ponto de igualar as plantas sem estresse salino.

A relacdo MSPA:MSR em V4 alterou somente em funcdo do NaCl no meio com
os menores valores obtidos com 60 mmol L de NaCl (Figura 4 A). Em R6 houve
alteracéo significativa da relagdo MSPA:MSR com a interagdo entre as concentragdes de
Si e NaCl na solucéo nutritiva.
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FIGURA 3 Crescimento de Phaseolus vulgaris L. cv. BR-IPA 10 cultivado em solucdo nutritiva
com diferentes concentragdes de Si com e sem NaCl, nos estadios V4 e R6: (A) area foliar (AF)
(cm2 planta?); (B) massa seca de folha (MSF) (g planta?); (C) haste (MSH) (g planta); (D) parte
aérea (MSPA) (g planta?); (E) raiz (MSR) (g planta?) e (F) total (MST) (g planta).
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FIGURA 4 Crescimento de Phaseolus vulgaris L. cv. BR-IPA 10 cultivado em solucdo nutritiva
com diferentes concentracdes de Si e NaCl, nos estadios V4 e R6: (A e B) relagcdo massa seca de
parte aérea: massa seca de raiz (MSPA:MSR) e (C e D) area foliar especifica (AFS) (cm2 g?); e
(E) taxa de crescimento absoluto (TCA) (g dia'); (F) taxa de crescimento relativo (TCR) (g g
dia?) e (G) taxa assimilatdria liquida (TAL) (mg cm dia™) entre V4 e R6.

A relagdo MSPA:MSR em V4 teve interferéncia significativa apenas com relagéo

ao estresse salino, em que as plantas cultivadas sem NaCl apresentaram maior relacao
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MSPA:MSR do que as plantas cultivadas com NaCl (Figura 4 A). Em R6, a relacdo
MSPA:MSR apresentou ajuste quadratico, com incremento até a dose de 1,29 mmol L
de Si, seguido de reducdo, nas plantas sem NaCl (Figura 4 B). Para as plantas com NaCl
em R6, ndo houve juste da equacdo para a relacdo MSPA:MSR (Figura 4 B).

Em V4 a area foliar especifica (AFS) das plantas com NaCl apresentou incremento
até a concentrac&o de 1,01 mmol L™ de Si, seguido de reducéo e para as plantas sem NaCl
ndo houve ajuste da equacéo (Figura 4 C). Em R6 a AFS apresentou variacgao significativa
apenas pelo estresse salino, em que as plantas sem NaCl obtiveram os maiores valores
(Figura 4 D). A taxa de crescimento absoluto (TCA) ndo apresentou diferencas
significativas com relacédo as concentra¢des de Si e nem com o estresse salino por NaCl
(Figura 4 E). A taxa de crescimento relativo (TCR) e a taxa assimilatoria liquida (TAL),
apresentaram incremento linear com as concentragcfes de Si para as plantas cultivadas
sem NaCl e para as plantas cultivadas com NaCl ndo houve ajuste das equag6es (Figuras
4FeQ).

Os teores foliares de nitrogénio total, amoniacal (N-NH4") e nitrato mais nitrito
(N-NOs+NO2) foram superiores nas plantas sem NaCl, independente da concentracéo de
Si na solucdo nutritiva (Figuras 5 A, B e C). O teor foliar de N total ajustou ao modelo
quadratico em funcdo das concentragdes de Si para todas as épocas avaliadas, com e sem
0 estresse (Figura 5 A).

Em V4 as plantas sob estresse salino obtiveram ajuste quadratico dos teores
foliares de N-NH4*, com incremento até a concentracdo de 1,89 mmol L de Si e nas
plantas sem NaCl houve reducéo linear com as concentracdes de Si. Em R6, as plantas
com NaCl obtiveram aumento linear dos teores de N-NH4* com as concentragdes de Si e

para as plantas sem NaCl ndo houve ajuste da equagéo (Figura 5 B).
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Letras distintas diferem os tratamentos com e sem NaCl na solugo nutritiva dentro de cada época de
avaliacdo pelo teste de Scott Knott (5% de probabilidade).

FIGURA 5 Teores foliares de nitrogénio total (A) (g kg*), amoniacal (N-NHs*) (B) (g kg*?) e
nitrico (N-NO3+NO>) (C) (g kg™?) e Si (D) (%) em Phaseolus vulgaris L. cv. BR-IPA 10 cultivado
em solucdo nutritiva com diferentes concentracdes de Si (0, 1, 2, 3 e 4 mmol L) e NaCl (0 e 60
mmol L) em V4 e R6.

Nas plantas sem estresse salino, os teores de nitrato mais nitrito ajustaram aos
modelos quadraticos em funcdo do Si, com incremento até a concentracdo de 2,27 e 1,96
mmol L de Si, em V4 e R6 respectivamente (Figura 5 C). Sob estresse salino houve
aumento linear dos teores foliares de nitrato mais nitrito em V4, e em R6 ndo houve
alteracdo dos valores em funcao das concentragdes de Si (Figura 5 C).

Os teores de Si nas plantas aumentaram linearmente com as concentragfes do

elemento na solucédo nutritiva (Figura 5 D). A diferenca das plantas com e sem NaCl é o
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menor incremento nos teores de Si e menores coeficientes angulares dos modelos quando
as plantas estavam sob o estresse salino (Figura 5 D). Com excecao das plantas cultivadas
sem Si na solucdo nutritiva, todas as demais obtiveram maiores teores foliares quando
cultivadas na auséncia do estresse (Tabela 1). Na presenca do NaCl e sem Si na solucéo
houve maior teor foliar de Si nas plantas sob o estresse, e pode ser explicado pelo menor
crescimento dessas plantas levando ao aumento dos teores de Si por efeito de

concentragéo.

4.4. DISCUSSAO

Em V4 as plantas estavam em pleno desenvolvimento vegetativo, ou seja, estavam
em plena atividade fotossintética, sendo os principais drenos o0s novos tecidos
vegetativos, como novos ramos e folhas. Em R6 as plantas estavam na fase reprodutiva,
em que flores e vagens sdo os principais drenos metabdlicos e € normal o inicio da
senescéncia das folhas mais velhas. Visualmente, as plantas sob estresse salino por NaCl
apresentavam folhas mais velhas com avancado estadio de senescéncia, quando
comparadas com as plantas sem estresse (Apéndice A).

Em geral, em V4 e R6 as plantas sob estresse salino apresentaram 0s menores teores
de pigmentos fotossintéticos (Figura 1). Diversos trabalhos relatam a redugdo nos teores
dos pigmentos fotossintéticos causados pelo estresse salino em diferentes culturas
(Alsamadany et al., 2022; Qados, 2011; Alasvandyari e Mahdavi, 2018; Hamani et al.,
2020; Hayat et al., 2012). Nestes trabalhos os autores apontam que o estresse salino
reduziu os teores dos pigmentos fotossintéticos pela inibi¢cdo da sua biossintese, pelo
aumento da taxa de degradacdo desses pigmentos e por danos oxidativos que causam
danos as membranas dos cloroplastos.

Em V4 houve efeito do Si nos teores de clorofila a, com reducéo nas plantas sem
estresse salino e aumento nas plantas sob estresse salino. Todavia, 0 aumento dos teores
de clorofila a nas plantas sob estresse salino e com a maior dose de Si (4 mmol L) ndo
foi suficiente para igualar os obtidos nas plantas sem estresse (Figura 1 A). Em plantas
de Vignia radiata L. sob estresse salino por NaCl, a suplementacdo com Si promoveu
aumento nos teores de clorofila e carotenoides pela deposic¢ao de Si na parede celular, que

resultou em folhas mais eretas, e a maior interceptacdo da luz para o processo
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fotossintético (Murad e Muneer, 2022). Outros trabalhos realizados em condi¢fes de
estresse salino, também relatam o efeito benéfico do Si sobre os pigmentos fotossintéticos
(Lietal., 2015; Lemos Neto et al., 2020), e os autores atribuem esses resultados a redugédo
dos danos oxidativos mediada pelo Si.

Em R6 s6 foi obtido alteracdo dos teores de clorofila a, b e total e de carotenoides
totais com o estresse, em que 0s menores valores foram obtidos nas plantas sob estresse
salino (Figuras 1 B, C, D e E). A falta de resposta aos tratamentos com Si pode estar
relacionada a fase de desenvolvimento e inicio da senescéncia observadas em algumas
plantas.

Nas plantas sem estresse salino houve reducdo dos teores de clorofila a com o
aumento das concentracdes de Si. 1sso pode ter ocorrido pela melhor arquitetura foliar, o
que permite maior interceptacdo de luz, e a reducdo dos teores de clorofila a como
mecanismo de defesa ao estresse oxidativo. Esses resultados estdo de acordo com o0s
resultados obtidos por Harizanova & Koleva-Valkova (2019) e Sousa et al. (2010). Os
autores atribuem esse resultado a melhor arquitetura da planta, com maior interceptacao
de luz que levou a redugéo nos teores de clorofila, como mecanismo de defesa contra o
estresse oxidativo.

A maior perda de energia na forma de fluorescéncia (Fo e F;) (Figuras 2 A e C)
nas plantas sem NaCl e nutridas com Si pode ser explicada pela maior interceptacao de
luz ou mesmo pelo aumento de pigmentos dos complexos antena desconectados dos
centros de reacdo do fotossistema Il. Em Beta vulgaris L. com deficiéncia de ferro, foi
observado aumento da Fo, que foi atribuido a partes dos complexos antena estarem
desconectadas dos centros de reacdo dos fotossistemas dois (Morales et al., 2001). O
estudo feito em mutantes de Chlamydomonas reinhardtii, que ndo tinham os mondémeros
CP26 e CP29, observou aumento de Fo pela desconexdo entre o complexo antena e a o
centro de reacdo do fotossistema dois, 0 que aumentou a dissipacdo da energia absorvida
na forma de fluorescéncia (Cazzinga et al., 2019).

Em V4 a maior F, obtida nas plantas sob estresse salino (Figura 2 F) & um
indicativo de que o NaCl pode ter levado a altera¢es no aparato fotossintético a partir do
centro de reacdo do fotossistema Il. A Fm reduziu nas plantas sob estresse em V4,
indicando efeito benéfico do Si, reduzindo as perdas de energia na forma de fluorescéncia.
Estudos mostram o efeito benéfico do Si melhorando os parametros de fluorescéncia
(Khan et al., 2016; Al Murad & Muneer, 2022).
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Muitos estudos apontam para o aumento da fluorescéncia e reducdo na eficiéncia
quantica do fotossistema dois em plantas sob estresse salino (Ahmad et al., 2019b;
Alasvandyari e Mahdavi, 2018; Hameed et al., 2021). Porém, nem sempre a eficiéncia
quantica do fotossistema Il é confiavel como indicador do estresse salino. Alguns
trabalhos demonstram que a eficiéncia quantica ndo foi afetada pelo estresse salino
(Brugnoli e Lauteri, 1991; Brugnoli e Bjorkman, 1992). Em plantas de Phaseolus vulgaris
cultivadas sob diferentes doses de NaCl (de 0 a 200 mmol L) houve aumento da
eficiéncia do fotossistema Il até a dose de 80 mmol L de NaCl (Zanandrea et al., 2006).
Os autores relatam baixo efeito do estresse salino isolado sobre o fotossistema I, mas
quando combinado com estresse por alta incidéncia luminosa, induz a danos.

A exposicao das folhas a radiacdo excessiva pode levar a danos no fotossistema,
sendo que a orientacdo e o angulo das folhas interferem diretamente na interceptacdo da
luz, na eficiéncia do fotossistema Il e nos danos causados a ele (Werner et al., 2002). No
presente estudo, as plantas sem estresse salino apresentaram maiores valores de Fo e F;,
com menor eficiéncia quéntica do fotossistema Il (®po), indicando a fotoinibigdo. Sob o
excesso de luz observa-se a fotoinibicdo dindmica, em que a taxa fotossintética permanece
inalterada, mas a eficiéncia quantica diminui pela dissipacdo do excesso de energia, que
é considerado um mecanismo de protecdo (Taiz et al., 2017). As plantas cultivadas sem
estresse salino podem ter apresentado maior nivel de protecdo do fotossistema pela
reducdo da eficiéncia quantica do fotossistema Il (®pg), mas com a manutencao da taxa
fotossintética, que pode ser comprovada pelo maior crescimento (Figuras 3 A a F). Em
outros trabalhos, esse aumento da eficiéncia fotossintética com plantas nutridas com Si
foi justificado pelo aumento da concentracdo interna de CO, (Detmann et al., 2012) e
manutencdo da estabilidade da membrana dos tilacoides (Wang et al., 2019).

Esse resultado indica que a fotoinibicdo, representada pela menor eficiéncia do
fotossistema |1, atuou como mecanismo de protecao ao estresse oxidativo, ndo causando
danos que pudessem prejudicar a producdo de massa seca. Alguns autores relatam que 0s
efeitos deletérios da fotoinibicdo dependem do balango entre os danos causados e a
capacidade de regeneracdo do fotossistema Il, principalmente ligados a sintese da
proteina D1(Guidi et al., 2019; Murata & Nishiyama, 2017). A inibi¢do da sintese de
novo, especialmente da proteina D1, indica deficiéncia no reparo do fotossistema Il em
condicdes de estresse salino (Hameed et al., 2021). Em cianobactérias Synechocystis sp.
sob estresse salino, houve inibicao da sintese de novo da proteina D1 e de outras proteinas,

impedindo a reparacdo do fotossistema Il (Allakhverdiev et al., 2002).
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Em condicdes de estresse, alguns genes relacionados a fotossintese tém a sua
expressao aumentada na presenca de Si. Isso, aumenta o numero de centros de reagcdo do
fotossistema 11 abertos, e resulta no aumento do uso da energia na cadeia transportadora
de elétrons, e aumento da eficiéncia fotoquimica (Rastogi et al., 2021). O Si também
reduz a producdo de espécies reativas de oxigénio e aumenta a producdo de compostos
antioxidantes (Kim et al., 2017). A reducéo na peroxidacao de lipideos mediada pelo Si,
também ajuda a manter a integridade das membranas (Rastogi et al., 2021), preservando
a estrutura dos cloroplastos.

O aumento da area foliar, da massa seca de folha, massa seca de caule e massa
seca de raiz com o Si nas plantas sob estresse em V4, confirma seu efeito benéfico no
feijoeiro comum sob o estresse salino. Todavia o incremento na area foliar e na massa
seca de folha ndo foram suficientes para as plantas obterem valores semelhantes as plantas
sem estresse salino. O efeito benéfico do Si no aumento da producdo de massa seca foi
observado em plantas sob estresse por excesso de nitrato e sob estresse salino (Gou et al.,
2020; Golezani et al., 2015; Li et al., 2015), em que os resultados sdo justificados pelo
aumento da taxa fotossintética e da atividade de enzimas antioxidantes, reducdo dos danos
oxidativos e menor absorcao de sédio.

A auséncia do efeito do Si em R6 sob a massa seca de folha e area foliar pode ser
explicado pelo efeito deletério das plantas expostas a periodo prolongado de estresse.
Todavia, ainda foi obtido aumento da massa seca de caule e massa seca de raiz nas plantas
sob estresse em R6 com o0 aumento do Si no meio (Figuras 3 C e D). J& o efeito negativo
do Si em R6 nas plantas sem estresse salino pode estar associado com a silica depositada
proximo aos estbmatos, reduzindo as trocas gasosas, €, com isso reduz também a
concentracdo de CO; e consequentemente a fotossintese. Em plantas de Theobroma cacao
L. a aplicagdo foliar de 3 mg mL? de SiO. reduziu a condutincia estomatica e a
transpiracdo pela formacdo de uma fina camada de Si na superficie da folha, que
dificultou o processo de difusdo (Zanetti et al., 2016). Outro trabalho demonstrou que
plantas com aplicacdo de Si obtiveram reducdo da condutancia cuticular pela deposicédo
de Si na cuticula, e reducdo da condutancia estomatica devido a deposicao de Si na parede
celular das células guarda (Vandegeer et al., 2020).

A reducdo da massa seca da parte aérea (MSPA) e aumento da massa seca de raiz
(MSR) das plantas sem estresse salino e com Si explica a forte reducdo da relacdo
MSPA:MSR. O aumento da massa seca de raiz também foi observado nas plantas sob

estresse e pode ser um mecanismo de resisténcia ao estresse pelo NaCl, pois aumenta o
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acimulo do Na nas raizes e diminui o transporte para a parte aérea. O aumento do
crescimento do sistema radicular das plantas € um resultado importante, pois permite a
exploragdo de maior volume de solo e em profundidade, e aumenta a resisténcia em
condicdes de estresse. Em dois gendtipos de Cynodon dactylon L. (C43 e C198) as plantas
cultivadas sob estresse salino por NaCl apresentaram maior relacdo raiz / parte aérea do
que as plantas sem estresse, que indica maior alocacdo de metabolitos e energia nas raizes
(Hu et al., 2012). Em experimento realizado com treze variedades de Triticum spp., as
plantas sob estresse salino por NaCl apresentaram reducdo no numero de folhas e aumento
no numero de raizes novas e no numero total de raizes adventicias (Robin et al., 2016).
Em ambos os trabalhos, os autores atribuem os resultados a maior necessidade das plantas
em explorar novas regides do solo em busca de dgua e nutrientes do que em crescimento
da parte aérea e fixacdo de carbono, nesses ambientes salinos. Além disso, eles também
alegam haver maior sensibilidade das folhas ao estresse salino em comparagéo as raizes.

As plantas cultivadas sob estresse salino apresentaram 0s menores teores de
nitrogénio total, nitrico e amoniacal (Figuras 5 A, B e C). Em estresse salino por NaCl a
absorcdo de nitrogénio € inibida provavelmente pelo efeito antagonista dos ions do sal
com o nitrato (NOs) e 0 ambnio (NH4"), pela reducdo na transpiracdo, reducdo na
absorcdo de agua pelas raizes pelas alteracbes osmoticas, pelos danos nas membranas das
raizes e pela menor demanda de nitrogénio devido a menor taxa de crescimento (Ashraf
et al., 2018). Com suplementacdo de 2 mM de Na,SiOs, foi observada a redugdo nos
teores de Si nas plantas com estresse salino, provavelmente pela competicdo pela
absorcéo desses ions (Lemos Neto et al., 2020).

Nas plantas sem estresse e aos 25 DAS houve reducdo do nitrogénio amoniacal
com o aumento do Si na solucdo nutritiva (Figura 5 B), 0 que contrasta com o0 aumento
do nitrogénio total e nitrico (Figuras 5 A e C, respectivamente). A redu¢do do nitrogénio
amoniacal pode estar associada a maior eficiéncia de uso do nitrogénio, principalmente
nos processos de biossintese de proteinas e enzimas. J& nas plantas sob estresse houve
aumento linear do nitrogénio nitrico e incremento do nitrogénio amoniacal e total até 1,89
e 2,64 mmol L de Si, respectivamente (Figura 5 B e A).

Em condices de estresse salino ha aumento na demanda energética pelo aumento
da fotorrespiracdo, transporte de ions e turnover das proteinas envolvidas na fotossintese
e nos compostos de defesa (Munns et al., 2020). Segundo Schreiber & Desveaux (2008),
apos a inducéo de resisténcia, tanto por patdégenos e condicdes de estresse abiotico, como
salinidade, quanto por aplicacdo de compostos de defesa, como o Si, sdo biossintetizadas
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proteinas que iniciam uma série de reacfes em cascata com consequente acumulo de
formas reativas de oxigénio e oxido nitrico. Assim, ndo sO ha custo energético, como
também, pode ocorrer um dreno de nitrogénio no metabolismo, mediado pela biossintese
de proteinas envolvidas no processo de inducdo de resisténcia e de 0xido nitrico. Segundo
Herms & Mattson (1992) e Dietrich et al., (2005) o custo energético e metabolico da
inducdo de resisténcia pode afetar negativamente o desenvolvimento das plantas
reduzindo a disponibilidade de metabolicos primarios (energia) e de nitrogénio para as
plantas quando cultivadas em solos com baixa disponibilidade desse nutriente. Os autores
ainda relatam que a alocagdo de energia e metabolito para a sintese “de novo” de
compostos de defesa esta diretamente ligada ao metabolismo e a relacdo fonte:dreno de
nitrogénio nas plantas.

Em geral, as plantas sem estresse aumentaram as perdas de energia na forma de
fluorescéncia com o aumento de Si na solucdo, principalmente nas fases iniciais do
processo de interceptacdo e transferéncia da energia luminosa nos complexos antena, o
que pode estar associado as clorofilas desconectadas. Isso resultou em excesso de energia
que acabou sendo dissipado na forma de fluorescéncia, e aumentou Fo e Fj. Com isso,
houve menor eficiéncia quantica do fotossistema Il (®po) e maior fluxo de dissipagéo
(Dlo). Porém, essa maior dissipacdo de energia na forma de fluorescéncia serviu como
mecanismo de protecdo do fotossistema Il, e possibilitou as plantas a manutencao das
taxas fotossintéticas, resultando em maior crescimento. Essa energia perdida também
pode ter sido suficiente para ativar o processo de defesa das plantas com biossintese de
enzimas antioxidativas e reduziu o nitrogénio amoniacal.

As plantas sob estresse salino, apresentaram menores teores de pigmentos
fotossintéticos, e ocasionou menor interceptacdo de luz, consequentemente menor taxa
de fechamento dos centros de reacdo (Mo). Isso possibilitou melhor fluxo de elétrons
(ETo) e melhor eficiéncia quantica do fotossistema Il (®Pg). Porém, os efeitos deletérios
da salinidade refletiram em menor crescimento das plantas. Foi possivel observar o efeito
protetivo do Si contra o estresse salino pelo aumento dos teores dos pigmentos
fotossintético, reducdo da fluorescéncia e aumento do crescimento das plantas, mas nao

foi suficiente para igualar os resultados obtidos pelas plantas sem NaCl.
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4.5. CONCLUSAO

No presente trabalho, o NaCl na concentragio de 60 mmol L teve efeito negativo
nas plantas de Phaseolus vulgaris L. cv. BR-IPA 10, e reduziu em 76% o teor de clorofila
a, em 66% o teor de carotenoides e em 77% a producdo de massa seca. O efeito protetor
do Si sobre os efeitos deletérios da salinidade foi mais observado na fase vegetativa, em
que a dose maxima de Si dobrou o teor de clorofila a e aumentou em 57% a producéo de

massa seca nas plantas sob estresse salino.
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RESUMO - Com o objetivo de verificar o efeito do silicio (Si) e do éxido nitrico (NO)
em plantas de alface (Lactuca sativa L. cv. Grandes Lagos 659) sob estresse salino por
NaCl, foi conduzido experimento em casa de vegetacdo, em que as plantas foram
cultivadas em vasos com solugdo nutritiva. As plantas, obtidas por meio de sementes,
foram selecionadas quanto a uniformidade e transferidas para vasos com 4 L de solucdo
nutritava de Hoagland a 100% da forca iGnica com os tratamentos de Si. Aos 35 dias apds
a germinacao foi induzido o estresse salino com a aplicacdo de 100 mmol L de NaCl na
solucdo nutritiva. Apds 24 horas foi realizada a pulverizacdo do NO e 24 horas depois
foram realizadas as avaliages e coletas. O delineamento experimental foi inteiramente
ao acaso em esquema fatorial 4x2 sendo, quatro tratamentos (T1 — testemunha; T2 —
presenca de silicio (Si) (1,5 mmol L1); T3 — aplicagio de 6xido nitrico (NO) (100umolL-
Y; T4 — presenca de silicio e aplicagao de 6xido nitrico (Si + NO) nas concentraces 1,5
mmol L e 100 pmol L, respectivamente, e duas condigGes (sem e com estresse salino)
e com cinco repetigdes. A salinidade reduziu a transpiracéo foliar de 10 mmol m2 s para
1,6 mmol m? s e a aplicacdo de Si + NO aumentou a transpiragdo foliar para 3,2 mmol
m2 s, nas plantas sob estresse salino. Com a salinidade também houve reducio de 43%
da fotossintese liquida, aumento de 47% da peroxidacédo de lipidios e aumento de 10% e
47% da atividade das enzimas SOD e POX, respectivamente. A aplicagéo isolada de Si
aumentou em 49% a atividade da enzima NR e reduziu em 16% e 23% a atividade das
enzimas POX e SOD, respectivamente. Ja a aplicacdo conjunta de Si + NO reduziu a Fm
em 5,6% e reduziu em 35% o teor de sodio nas plantas sob estresse salino.

Palavras-chave: Salinidade, fluorescéncia, silicato de potassio, nitroprussiato de sddio
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SILICON AND NITRIC OXIDE AS SALINE STRESS ATTENUATORS
IN LETTUCE

ABSTRACT - In order to verify the effect of silicon (Si) and nitric oxide (NO) on lettuce
plants (Lactuca sativa L. cv. Grandes Lagos 659) under saline stress by NaCl, an
experiment was carried out in a greenhouse, in which the plants were grown in pots with
nutrient solution. The plants, obtained from seeds, were selected for uniformity, and
transferred to pots with 4 L of Hoagland's nutrient solution at 100% ionic strength with
Si treatments. At 35 days after germination, saline stress was induced with the application
of 100 mmol L of NaCl in the nutrient solution. After 24 hours, nitric oxide (NO) was
sprayed and 24 hours later, evaluations and collections were performed. The experimental
design was completely randomized in a 4x2 factorial scheme, with four treatments (T1 -
control; T2 - presence of silicon (Si) (1,5 mmol L™?); T3 - application of nitric oxide (NO)
(100pmol L™); T4 - presence of silicon and application of nitric oxide (Si + NO) at
concentrations of 1,5 mmol L™ and 100 umol L7, respectively, and two conditions
(without and with osmotic stress) and with five repetitions. Salinity reduced leaf
transpiration from 10 mmol m2 s to 1.6 mmol m* s and the application of Si + NO
increased leaf transpiration to 3.2 mmol m2 s in plants under salt stress. With salinity,
there was also a 43% reduction in net photosynthesis, a 47% increase in lipid peroxidation
and a 10% and 47% increase in the activity of SOD and POX enzymes, respectively. The
isolated application of Si increased the activity of the NR enzyme by 49% and reduced
the activity of the POX and SOD enzymes by 16% and 23%, respectively. The joint
application of Si + NO reduced the Fm by 5.6% and reduced the sodium content by 35%

in plants under saline stress.

Key words: Salinity, fluorescence, potassium silicate, sodium nitroprusside.
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5.1. INTRODUCAO

Mundialmente, um dos maiores fatores de estresse abidtico que pode limitar o
crescimento e a produtividade das culturas é a salinidade do solo (Ahmad et al., 2019).
Atualmente, estima-se que cerca de 1,13 bilhGes de hectares sdo afetados por sais
(Hossain, 2019) e, além disso, estima-se que até meados do século XXI, metade das terras
férteis serdo afetadas pela salinidade (Shahid et al., 2018). Ao longo dos anos a salinidade
tem causado preocupacdo com relacéo a reducdo das areas agricultaveis e a seguranca
alimentar, aumentando problemas relacionas a conflitos por recursos naturais (Sahab et
al., 2021).

Segundo Richards (1954), os solos salinos sdo caracterizados por terem
condutividade elétrica da solugio acima de 4 dS m™. A salinidade causa desbalanco
ibnico, estresse osmatico e deficiéncia nutricional, que leva a estresse oxidativo nas
plantas (Arif et al., 2020). Além disso, a salinidade pode aumentar a absorcdo de
elementos como o sédio (Na*) e o cloro (CI), que tém efeitos negativos na fisiologia, o
que afeta o crescimento das plantas, producdo de biomassa, fotossintese, eficiéncia do
uso da agua e leva a reducgéo da produtividade agricola (Shahid et al., 2018; Khan et al.,
2019).

Diversas estratégias tém sido utilizadas para aumentar a tolerancia das plantas ao
estresse salino, visando alcancar a seguranca alimentar nas diferentes regiées do mundo
(Zulfigar et al., 2022). O silicio (Si) é considerado um elemento nédo essencial, que
apresenta efeitos protetivos nas plantas contra os efeitos deletérios de estresses abidticos
(Mir et al., 2022). Em condicdes salinas, o Si tem sido apontado como grande indutor de
resisténcia as plantas, pois proporciona protecdo ao aparato fotossintético, reduz os
efeitos deletérios das formas reativas de oxigénio na planta, além de aumentar a
concentracdo de compostos naturais de defesa do vegetal (Feng et al., 2009; Moussa,
2006; Parveen & Ashraf, 2010; Rady et al., 2019; Yu et al., 2019; Taibi et al., 2021). O
Si é capaz de modificar o processo de trocas gasosas, reduzir a atividade das espécies
reativas de oxigénio e aumentar os niveis de clorofila, o que por consequéncia aumenta
também a fotossintese. No entanto, essas melhorias dependem da espécie da planta, do
nivel de estresse salino e dos niveis de Si aplicados (Khan et al., 2019).

O 6xido nitrico (NO) é uma molécula gasosa, reconhecida por ter papel importante
na sinalizacdo das plantas, nos processos de crescimento e desenvolvimento e na resposta

a varios estresses ambientais, incluindo a salinidade (Ali et al., 2017; Ren et al., 2020).
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A reducdo dos efeitos deletérios da salinidade pelo NO foi identificada em diversas
plantas pelo aumento da atividade de mecanismos antioxidantes, manutencao das relacdes
hidricas e do balanco i6nico, modulacdo do fechamento estomatico e manutencdo da
fotossintese (Ali et al., 2017; Ren et al., 2020; Santisree et al., 2015). Em plantas sob
condicdes de estresse, 0 NO atua como molécula sinalizadora, promovendo mecanismos
de defesa, alterando a expressao de genes e induzindo a sintese de enzimas antioxidantes
(Singh et al., 2019).

Alface (Lactucca sativa L.) é a hortalica folhosa mais cultivada e consumida no
mundo, sendo rica em macro e micronutrientes, antioxidantes e polifenois (Shatilov et
al., 2019; Naressi et al., 2022). O altimo dado oficial divulgado pelo Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE), apurou que em 2017 o Brasil colheu 671,5 mil
toneladas de alface em 86,9 mil hectares, movimentando 1,7 bilhdes de reais (Kist et al.,
2022). A alface é considerada uma planta moderadamente sensivel a salinidade, com
reducéo da produtividade de 13% a cada dS m™ acima de 1,3 dS m™* (Grieve et al., 2012).

Assim, na presente pesquisa estudou-se a hipotese de haver efeito do Si e do NO
sobre a concentracdo de pigmentos fotossintéticos, fluorescéncia de clorofila, parametros
fotossintéticos, enzimas antioxidativas, peroxidacao de lipideos e nutri¢do de plantas de

alface (Lactucca sativa L.) sob estresse salino provocado por NaCl.

5.2. METODOLOGIA

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, em que foi realizado o cultivo
de alface (Lactuca sativa L.) cv. Grandes Lagos 659, em vasos contendo 4 L de solucdo
nutritiva de Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950) e os tratamentos, com aeragao
constante.

As sementes foram semeadas em bandejas que continham espuma fendlica
umedecida com solugdo de Ca(NOs)2.4H,0 a 0,1 mmol L. Apds a emissdo da primeira
folha definitiva as plantas foram colocadas em bandejas com solugdo nutritiva de
Hoagland a 25% da concentracdo final. Posteriormente, a forca i6nica foi aumentada
gradativamente a cada dois dias, para 50%, 75%, e 100%. Em seguida, as plantas foram
selecionadas quanto a uniformidade e transplantadas individualmente para cada

recipiente contendo 4 L de solugdo nutritiva com os tratamentos. A cada dois dias foi
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medido o pH e a condutividade elétrica e a agua foi reposta diariamente, mantendo-se o
volume de 4 L por vaso.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso em esquema fatorial 4x2
sendo, quatro tratamentos (T1 — testemunha; T2 — presenca de silicio (Si); T3 —aplicagao
de o6xido nitrico (NO); T4 — presenca de silicio e aplicagdo de oxido nitrico (Si + NO) e
duas condicdes (sem e com estresse osmotico) e com cinco repetigdes. Como fonte de Si
foi utilizado o silicato de potassio, na concentragdo de 1,5 mmol L de Si e como fonte
de ON, foi utilizado o nitroprussiato de sddio-SNP (100 umol L™). Na solugdo que
continha silicato de potéssio, foi feito o equilibrio da quantidade de potassio, pela reducéo
da quantidade de nitrato de potassio e reposicdo do nitrogénio com a adicdo de acido
nitrico.

O Si estava presente na solucdo nutritiva dos vasos desde o inicio e o NO foi
pulverizado sobre as plantas posteriormente. Aos 35 dias ap6s a germinacéo foi induzido
ao estresse salino com a aplicacdo de 100 mmol L de NaCl na solugdo nutritiva. Apos
24 horas foi realizada a pulverizagdo de 50 mL de SNP (100 pmol L) e 24 horas depois
foram realizadas as avaliagdes e coletas.

Na primeira folha completamente expandida de cada planta foram obtidos os
indices de clorofila, flavonoides e indice de equilibrio de nitrogénio (NBI), com o
aparelho Dualex, os parametros de fluorescéncia da clorofila com auxilio de fluorémetro
portatil FluorPEN 100 FP100® (Rohacek, 2002) e estimado os indices de fluorescéncia
da cinética OJIP da curva de Kurtsky (Strasser et al., 2000).

Os parametros de fluorescéncia sdo: (Fo): a intensidade da fluorescéncia inicial no
momento de ativacdo dos pigmentos fotossintéticos do complexo antena; (FJ): a
intensidade da fluorescéncia a 2 milissegundos, tempo esse necessario para o inicio da
liberacdo de O, pela reagdo de Hill; (Fi): a intensidade da fluorescéncia a 60
milissegundos, tempo necessario para a transferéncia de energia para o pool de
plastoquinonas; (Fwm): a intensidade da fluorescéncia méaxima em que todos os centros de
reacdo do PSII estdo abertos;(Fv): fluorescéncia varidvel, (Mo): taxa liquida do
fechamento dos centros de reacdo do fotossistema I1; (V3): fluorescéncia variavel relativa
a 2 ms; (V1): Fluorescéncia variavel relativa a 60 ms; (Fm/Fo): producdo quéantica basal
dos processos ndo fotoquimicos no fotossistema I1; (Fv/Fo): eficiéncia quéntica potencial
do PSII; (Fv/Fm): Rendimento quéantico potencial, (AREA): a area sobre a curva de
fluorescéncia (Fo) e (Fm), corresponde a quantidade de aceptores de elétrons (Murata et.
al, 1966); (FIX AREA): area total acima da cinética OJIP — entre F40u ¢ Fls (Sm): a
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medida de energia necessaria para fechar todos os centros de reacdo do PSII; (Ss):
quantidade de energia necessaria para reduzir a Qa uma unica vez e (N): o numero de
turn-over, ou seja, quantas vezes a Qa foi reduzida em relacéo ao tempo zero (to) (Strasser
et al., 2000).

Os indices relativos a Eficiéncia Quantica (@) obtida pelo aparelho FluorPEN FP100 sao:
(opro): eficiéncia quantica do PSII, ou seja, dissipacéo causada pela utilizagdo da energia para a
reducdo do NADP; (enro): eficiéncia ndo quantica que representa a energia dissipada na forma
de calor, fluorescéncia ou para outros sistemas; (yo): eficiéncia pela qual a energia fixada move-
se pela Qa para a cadeia transportadora de elétrons; (¢eo): eficiéncia que um photon absorvido
movera um elétron pela cadeia transportadora de elétrons; (grav): rendimento quantico médio de
reaces fotoquimicas primarias e (ITABS): indice de desempenho (Strasser et al., 2000).

Os Fluxos Especificos de Energia sdo: (ABS): fluxo de photons absorvidos pelos
pigmentos; (DI): fluxo de photons dissipados na forma de calor, de fluorescéncia ou para outros
sistemas; (TRo): fluxo de energia preso no centro de reacéo do PSII para o processo fotoquimico
e (ETo): fluxo de energia correspondente ao transporte além da Qa (Strasser et al., 2000).

Em folhas completamente expandidas foram coletados 10 discos de 0,5 cm de
didmetro para a determinacao do contetdo relativo de agua (Catsky, 1974). A determinacéo
do potencial osmotico foi realizada em amostras de folhas previamente congeladas a -20 °C, apds
a coleta. Os valores de potencial osmoético foram obtidos mediante o uso da equagdo de Van’t
Hoff (Souza et al., 2012), e os resultados convertidos para MPa.

Foi utilizado um analisador de gas por infravermelho (IRGA) para a determinacéo da
transpiracdo foliar (E), fotossintese liquida (A), concentragdo interna de carbono (Ci), taxa de
transporte de elétrons (ETR), relacdo da fotossintese liquida por carbono interno (A/Ci),
relacdo da fotossintese liquida por transpiracao foliar (A/E), condutancia estomatica (gs)
e eficiéncia quantica efetiva (Y).

Folhas completamente expandidas foram coletadas, colocadas em nitrogénio
liquido e posteriormente armazenadas em freezer a -80°C, para a determinacdo da
peroxidacao de lipidios, medida pelo contetdo de malondialdeido (MDA) e atividade das
enzimas nitrato redutase (NR), ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), peroxidase
(POX) e superoxido dismutase (SOD). O contetdo de malondialdeido foi determinado
pela reacdo do acido tiobarbiturico, segundo método descrito por Du e Bramlage (1992).

A atividade da enzima nitrato redutase foi determinada de acordo com a
metodologia descrita por Hageman e Reed (1980). A atividade da enzima ascorbato
peroxidase foi determinada pela taxa de oxidagdo do ascorbato a 290 nm (Nakamo e



45

Asada, 1981). A atividade da peroxidase foi determinada pela taxa de producdo de
purpurogalina a 420 nm, com um coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM* cm
(Chance e Maehley, 1955). A atividade da enzima catalase foi determinada pela
decomposigédo de H.O> no primeiro minuto de reacdo a 240 nm, utilizando o coeficiente
de extincdo molar de 36 M cm™ (Havir e Mchale, 1987). A atividade da superdxido
dismutase foi determinada pela inibicdo da fotorreducéo do p-nitro tetrazélio a 560 nm
(Giannopolitis e Ries, 1977).

As folhas restantes foram lavadas em agua destilada e secas em estufa de
circulagio forgada de ar aa 65-70°C, até peso constante. Em seguida, o material foi moido
em moinho tipo Willey e destinado a analise quimica de tecido vegetal para determinacéo
dos teores foliares de silicio, nitrogénio total, mineral amoniacal, nitrato mais nitrito,
calcio, magnésio e potassio.

Os teores de Si foram extraidos via digestdo com H>0, e NaOH em autoclave (1
atm) por 1 hora e determinacéo colorimétrica (Elliott and Snyder 1991). Os teores de
nitrogénio total foram extraidos via digestdo sulfdrica e destilacdo em destilador micro-
Kjeldahl e determinados por titulometria com solugio de HCI 0,001 molc L (Malavolta
et al. 1997). O nitrogénio nitrico (nitrato + nitrito) e amoniacal foram extraidos em 1,0 g
de massa seca com 15 mL de KCI 1 mol L e destilagdo sequencial, em destilador micro-
Kjeldahl, com 0,2 g de MgO calcinado para obtencdo do nitrogénio amoniacal, seguido
da adicdo de 0,2 g de liga de Devarda no mesmo extrato para extracdo sequencial e
obtencdo do nitrogénio nitrico (nitrato + nitrito). Apds, foram realizadas as determinagdes
do nitrogénio amoniacal e nitrico por titulometria com H2SO4 0,0025 molc L™ (Tedesco
et al., 1995). Os teores foliares de calcio, magnésio e potassio foram determinados de
acordo com a metodologia descrita por Malavolta (1997).

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia e teste de média (t LSD
15% de probabilidade) com o auxilio do programa estatistico R (R CORE TEAM 2022).
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5.3. RESULTADOS

A fluorescéncia inicial (Fo), amaxima (Fm) e a fluorescéncia que ocorre no mesmo
momento que se inicia a liberacdo de O pela reacdo de Hill (F;) (Strasser et al., 2000)
foram menores nas plantas sob o estresse (Figura 1 A, B e C, respectivamente). Os
tratamentos de inducdo de resisténcia alteraram a Fm e F; (Figuras 1 B e C,
respectivamente).

A Fm foi menor nas plantas que receberam a aplicacdo do Si + NO (Figura 1 B).
A F; teve interagdo entre o estresse e os tratamentos de indugdo. Nas plantas sob o estresse
a aplicacdo de Si + NO proporcionou reducdo dos valores da F;, assemelhando-se as
plantas do tratamento Controle (Figura 1 C). Nas plantas sem estresse pelo NaCl, todos
os tratamentos de inducéo de resisténcia (Si, NO e Si + NO) obtiveram os menores valores
(Figura 1 C).

A fluorescéncia variavel (Fv), que representa a amplitude da fluorescéncia pela
diferenca entre a Fim e Fo, obteve 0 mesmo comportamento da Fm. Houve efeito isolado
dos tratamentos, e as plantas sob o estresse salino e as que receberam os tratamentos de
inducdo com Si + NO obtiveram os menores valores (Figura 1 D).

A amplitude da fluorescéncia a 2 (V) e a 60 (Vi) milissegundos, alteraram
somente com o estresse tendo os menores valores nas plantas sob estresse pelo NaCl
(Figuras 1 E e F, respectivamente).

A produgdo quéntica basal dos processos ndo fotoquimicos no fotossistema Il
(Fm/Fo) e a eficiéncia quantica potencial do fotossistema Il (Fv/Fo) foram maiores nas

plantas sob o estresse pelo NaCl (Figuras 1 G e H, respectivamente).
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Figura 1. Parametros de fluorescéncia da clorofila a: inicial (Fo) (A), méxima (Fwm) (B), a 2
milissegundos (F,) (C), variavel (Fv) (D), variavel relativa a 2 milissegundos (VJ) (E), variavel
relativa a 60 milissegundos (Vi) (F), relacdo Fm/Fo (G) e relacdo Fv/Fo (H). Letras mailsculas
distintas diferem os tratamentos com e sem estresse por NaCl, dentro de cada tratamento de
inducdo de resisténcia. Letras minGsculas distintas diferem os tratamentos de indugdo de
resisténcia dentro de cada nivel de tratamento de estresse por NaCl, pelo teste t LSD (15% de
probabilidade).

A taxa liquida de fechamento dos centros de reacdo do fotossistema 11 (Mo), que
é um indicativo da ultraestrutura do cloroplasto, a quantidade total de aceptores (AREA),
a quantidade de energia necessaria para fechar todos os centros de reacédo do fotossistema
I1 (Sm) e quantas vezes a quinona a foi reduzida em relag&o ao tempo zero, ou turn-over

da quinona a (N) foram menores nas plantas sob estresse (Figuras 2 A, B, D e F,
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respectivamente). A quantidade de energia necessaria para reduzir a quinona a uma unica

vez (Ss) foi menor nas plantas sem o estresse (Figura 2 E).
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Figura 2. Parametros de fluorescéncia da clorofila a: taxa liquida do fechamento dos centros de
reacdo do fotossistema Il (Mo) (A), quantidade de aceptores de elétrons (AREA) (B), area total
acima da cinética OJIP (FIX AREA) (C), quantidade de energia necessaria para fechar todos os
centros de reacdo do PSII (Sm) (D), quantidade de energia necessaria para reduzir a Quinona a
uma unica vez (Ss) (E) e quantas vezes a Quinona a foi reduzida em rela¢do ao tempo zero (N-
Fluorpen) (F). Letras mailsculas distintas diferem os tratamentos com e sem estresse por NacCl,
dentro de cada tratamento de indugdo de resisténcia. Letras minusculas distintas diferem os
tratamentos de inducdo de resisténcia dentro de cada nivel de tratamento de estresse por NaCl,
pelo teste t LSD (15% de probabilidade).

A eficiéncia quantica do fotossistema Il (®po), a probabilidade da energia de
excitacdo mover um elétron ap6s a quinona a (Wo), a probabilidade de um f6ton absorvido

mover um elétron na cadeia transportados (®eo) € 0 indice de desempenho do fotossistema
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Il (®ags) foram maiores nas plantas sob o estresse pelo NaCl (Figuras 3 A, B, C e E,

respectivamente).
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Figura 3. Pardmetros de fluorescéncia da clorofila a: eficiéncia maxima do fotossistema Il (®po)
(A), probabilidade de a energia de excitacdo mover um elétron apds a Quinona a (yo) (B),
probabilidade de a energia de um f6ton absorvido mover um elétron apés a Quinona a (®eo) (C),
rendimento quantico médio de reacdes fotoquimicas primérias (®rav) (D) € indice de desempenho
(ITaes) (E). Letras mailsculas distintas diferem os tratamentos com e sem estresse por NacCl,
dentro de cada tratamento de inducgdo de resisténcia. Letras mindsculas distintas diferem os
tratamentos de inducéo de resisténcia dentro de cada nivel de tratamento de estresse por NaCl,
pelo teste t LSD (15% de probabilidade).

O rendimento quantico médio de reagdes fotoquimicas primarias (®pay) alterou
com a interagdo entre os tratamentos de estresse e de inducdo de resisténcia (Figura 3 D).
Nas plantas sob estresse os tratamentos de inducdo de resisténcia com Si e Si+NO

obtiveram os maiores valores, seguido das plantas que receberam a aplicacéo foliar de
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fonte de NO e das plantas controle (Figura 3 D). Nas plantas sob estresse e que receberam
a aplicacdo conjunta do Si + NO o aumento do ®pay igualou aos obtidos nas plantas sem
estresse (Figura 3 D). Nas plantas sem estresse ndo houve diferenca entre as plantas
Controle e com os tratamentos de inducdo a resisténcia (Figura 3 D).

O fluxo de fotons absorvidos pelos pigmentos (ABS), a taxa com que um féton
fixado reduz a quinona a (Tro), 0 fluxo de elétrons correspondente ao transporte além da
quinona a (Evo) e o fluxo de fétons dissipado na forma de calor (Dlo) foram maiores nas

plantas sem o estresse pelo NaCl (Figuras 4 A, B, C e D).

A B
16 1.4
A
14 | B 1.2 B A
1.2 1 1.0
1.0 |
§ 08 | o 08
06 | 0.6
0.4 0.4
02 | 0.2
0.0 0.0
100 NaCl 0 NaCl 100 NaCl 0 NaCl
C D
1.0 0.25
. A A
08 | 0.20 B
_ 061 _ 015
'_ -—
()
“ 04 0.10
02 | 0.05
0.0 0.00
100 NaCl 0 NaCl 100 NaCl 0 NaCl

Figura 4. Pardmetros de fluorescéncia da clorofila a: fluxo de absorcdo (ABS) (A), fluxo de
captura (TRo) (B), fluxo de transporte de elétrons (ETo) (C) e fluxo de dissipacdo (Dlo) (D). Letras
maidsculas distintas diferem os tratamentos com e sem estresse por NaCl, dentro de cada
tratamento de inducdo de resisténcia, pelo teste t LSD (15% de probabilidade).

Os teores de clorofila total obtidos pela extragdo quimica (Chl Total) e os indices
de clorofila total obtido pelo Dualex (Chl-Dualex) foram maiores nas plantas sob o
estresse (Figuras 5 A e B). Os indices de flavonoides obtidos pelo Dualex, também foram
maiores nas plantas sob estresse (Figura 5 D). As plantas com a aplicacéo isolada do Si
na solucéo e de fonte de NO foliar obtivem os menores valores de flavonoides (Figura 5
D).
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Figura 5. indice de clorofila obtido pelo método DMSO (Chl Total (ug cm2)) (A). indices obtidos
com o Dualex: Clorofila (Chl-Dualex) (B), indice de equilibrio do nitrogénio (NBI) (C) e
flavonoides (D). Letras maiusculas distintas diferem os tratamentos com e sem estresse por NacCl,
dentro de cada tratamento de indugdo de resisténcia. Letras minusculas distintas diferem os
tratamentos de inducéo de resisténcia dentro de cada nivel de tratamento de estresse por NaCl,
pelo teste t LSD (15% de probabilidade).

O indice de balango de nitrogénio (NBI), que é uma medida indireta da eficiéncia
do uso do nitrogénio (N) pelas plantas alterou com a interacdo entre os tratamentos do
estresse e da inducdo de resisténcia (Figura 5 C). Nas plantas sob estresse 0s maiores
valores foram obtidos nas plantas com somente o Si na solugdo, seguido das plantas
controle, ndo diferindo dos valores obtidos nas plantas sem estresse (Figura 5 C). Nas
plantas sem estresse os maiores valores de NBI foram obtidos quando houve a aplicacao
foliar isolada da fonte do NO, seguido da aplicacdo isolada do Si na solucéo, do controle
e 0 menor valor obtido com a aplicagéo conjunta do Si + NO (Figura 5 D).

O potencial osmético (PO) alterou apenas com o estresse salino, sendo que o PO
foi mais negativo nas plantas cultivadas na presenca de NaCl (Figura 6 A). O
malondialdeido (MDA) variou com o estresse salino, no qual as plantas cultivadas na

presenca de NaCl apresentaram os maiores valores de MDA (Figura 6 B).



52

A B
0.0 - 50 ;
-0.2 1 % 40 |
§ 041 5 30 | 7
o
5 -0.6 | _ E 2|
0.8 | B <
o 10
=
-1.0 | A
: w 0
100 NaCl 0 NaCl 100 NaCl 0 NaCl
C
100 |
a:'_A aA aA
80 | aAbA = aBh
aB|| aB
g 60
=
) 40
20 | /1 0 NacCl
I 100 NaCl
0
Controle Si NO Si+NO

Figura 6. Potencial osmoético (PO (MPa)) (A), malondialdeido (MDA (nmol g* MF)) (B) e
contetdo relativo de dgua (CRA) (C). Letras mailsculas distintas diferem os tratamentos com e
sem estresse por NaCl, dentro de cada tratamento de indugdo de resisténcia. Letras minusculas
distintas diferem os tratamentos de inducédo de resisténcia dentro de cada nivel de tratamento de
estresse por NaCl, pelo teste t LSD (15% de probabilidade).

O conteudo relativo de 4gua (CRA) variou com o estresse e a interacao entre esse
e os tratamentos de indugé&o de resisténcia. No tratamento Controle, ndo houve diferenca
entre as plantas com e sem estresse salino (Figura 6 C). Nos tratamentos Si, NO e Si +
NO as plantas sem estresse salino apresentaram valores maiores de CRA do que as plantas
com estresse salino (Figura 6 C). Nas plantas cultivadas com NaCl, ndo houve diferenca
entre os tratamentos de inducéo. Nas plantas cultivadas sem NacCl, o tratamento Controle
apresentou o menor valor de CRA, ndo havendo diferenga entre os demais tratamentos
(Figura 6 C).

A transpiracao foliar (E) alterou com o estresse e a interacdo entre esse € 0S
tratamentos de inducdo de resisténcia. As plantas cultivadas sob estresse salino
apresentaram menores taxas de transpiracdo foliar (Figura 7 A). Nas plantas sob estresse
salino, o tratamento Si + NO apresentou o maior valor de E, ndo diferindo dos tratamentos
Si e NO, enquanto o tratamento Controle apresentou o menor valor, também néo diferindo

dos tratamentos Si e NO (Figura 7 A). Nas plantas cultivadas sem estresse salino, o
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tratamento Controle apresentou o maior valor e ndo houve diferenca entre os demais
tratamentos (Figura 7 A).

A concentracgéo interna de carbono (Ci) alterou com o estresse a com a interacao
desse com os tratamentos de inducdo de resisténcia. As plantas cultivadas com NaCl
apresentaram valores menores de Ci do que as plantas sem NaCl (Figura 7 B). Nas plantas
submetidas ao estresse salino, o tratamento NO apresentou o maior valor, ndo diferindo
do tratamento Si + NO, enquanto o tratamento Controle apresentou o menor valor, ndo
diferindo do tratamento Si (Figura 7 B). Nas plantas sem estresse salino, ndo houve
diferenca entre os tratamentos (Figura 7 B).

A fotossintese liquida (A), a taxa de transporte de elétrons (ETR), a relacdo da
fotossintese liquida por carbono interno (A/Ci), a condutancia estomatica (gs) e a
eficiéncia quéantica efetiva (Y) alteraram apenas com o estresse salino, no qual as plantas
cultivadas com NaCl apresentaram valores menores que as plantas cultivadas sem NacCl,

para todas as variaveis (Figuras 7 C, D, E, G e H).
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Figura 7. Indices obtidos com o IRGA: transpiracdo foliar (E) (A), concentragdo interna de
carbono (Ci) (B), fotossintese liquida (A) (C), taxa de transporte de elétrons (ETR) (D), relacao
da fotossintese liquida por carbono interno (A/Ci) (E), relagdo da fotossintese liquida por
transpiracao foliar (A/E) (F), condutancia estomatica (gs) (G) e eficiéncia quantica efetiva (Y) (H).
Letras maiusculas distintas diferem os tratamentos com e sem estresse por NaCl, dentro de cada
tratamento de inducdo de resisténcia. Letras minUsculas distintas diferem os tratamentos de
inducdo de resisténcia dentro de cada nivel de tratamento de estresse por NaCl, pelo teste t LSD
(15% de probabilidade).
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A relacdo da fotossintese liquida por transpiracédo foliar (A/E) alterou apenas com
0 estresse salino, no qual as plantas cultivadas com NaCl apresentaram maior valor de
A/E do que as plantas cultivadas sem NaCl (Figura 7 F).

A atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) variou com o estresse salino,
no qual as plantas cultivadas na presenca de NaCl apresentaram maior atividade da APX

do que as plantas cultivadas sem NaCl (Figura 8 A).
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Figura 8. Atividade das enzimas ascorbato peroxidase - APX (umol de acido ascorbico min™ mg-
! de proteina) (A), superéxido dismutase (Unidade de SOD min mg? proteina) (B), catalase -
CAT (umol H;0; mint mg? proteina) (C), peroxidase - POX (umol purpurogalina mint mg*
proteina) (D) e nitrato redutase - NR (ug de nitrito g** h'?) (E). Letras maiusculas distintas diferem
os tratamentos com e sem estresse por NaCl, dentro de cada tratamento de inducéo de resisténcia.
Letras mindsculas distintas diferem os tratamentos de inducéo de resisténcia dentro de cada nivel
de tratamento de estresse por NaCl, pelo teste t LSD (15% de probabilidade).
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A atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) variou com o estresse salino
e com os tratamentos de inducdo de resisténcia. As plantas cultivadas com NaCl
apresentaram maior atividade da enzima SOD do que as plantas cultivadas sem NaCl
(Figura 8 B). O tratamento Controle apresentou a maior atividade da SOD, néo
diferenciando do tratamento NO (Figura 8 B). O tratamento Si apresentou a menor
atividade da SOD, néo diferenciando do tratamento Si + NO (Figura 8 B).

A atividade da enzima catalase (CAT) variou com a inducdo de resisténcia, na
qual os tratamentos NO e Si + NO apresentaram valores maiores que o tratamento Si, ndo
diferenciando do tratamento Controle (Figura 8 C).

A atividade da enzima peroxidase (POX) variou com o estresse salino e com 0s
tratamentos de inducéo a resisténcia. As plantas cultivadas com NaCl apresentaram maior
atividade da POX em relacéo as plantas cultivadas sem NaCl (Figura 8 D). O tratamento
de inducéo de resisténcia com a aplicacgdo isolada de Si apresentou a menor atividade da
enzima POX e os demais tratamentos ndo diferiram entre si (Figura 8 D).

A atividade da enzima nitrato redutase (NR) variou apenas com os tratamentos de
inducdo de resisténcia, em que o tratamento com aplicacéo isolada de Si apresentou o
maior valor, ndo havendo diferenca entre os demais tratamentos (Figura 8 E).

Os teores foliares de nitrogénio total (N-Total) alteraram com o estresse e a
interacdo entre esse e os tratamentos de inducao de resisténcia. As plantas cultivadas sem
estresse salino obtiveram os maiores teores de N-Total foliar quando receberam a
aplicacéo de NO e Si + NO (Figura 9 A). Nas plantas cultivadas com NaCl na solucdo,
ndo houve diferenca entre os tratamentos de inducdo de resisténcia (Figura 9 A). Nas
plantas tratadas com NO e Si + NO, os teores de N-Total foram maiores nas plantas sem

estresse salino (Figura 9 A).
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Figura 9. Teores foliares de nitrogénio (N-Total) (A), nitrogénio amoniacal (N-NH4*) (B),
nitrogénio nitrico (N-NO3 e N-NO) (C), silicio (Si) (D), sédio (Na*) (E), potassio (K*) (F), calcio
(Ca?*) (G) e magnésio (Mg?*) (H). Letras maiusculas distintas diferem os tratamentos com e sem
estresse por NaCl, dentro de cada tratamento de inducdo de resisténcia. Letras minusculas
distintas diferem os tratamentos de indugdo de resisténcia dentro de cada nivel de tratamento de
estresse por NaCl, pelo teste t LSD (15% de probabilidade).
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Os teores foliares de N-NH4* e de N-NO> e N-NOs™ variaram apenas com relagéo
ao estresse, e as plantas cultivadas sob estresse salino apresentaram 0s menores teores
(Figuras 9 B e C). Os teores foliares de silicio (Si) alteraram apenas com os tratamentos
de inducdo de resisténcia, apresentando os maiores valores nos tratamentos Si e Si + NO,
ndo havendo diferenca entre eles (Figura 9 D).

Os teores foliares de sdédio (Na) alteraram com o estresse salino, com 0s
tratamentos de inducdo e com a interacdo entre eles, sendo que as plantas cultivadas sob
estresse salino apresentaram os maiores teores foliares de Na (Figura 9 E). Nas plantas
cultivadas com NaCl, os tratamentos Si + NO e NO apresentaram menores teores de Na
(Figura 9 E). O teor foliar de Na néo apresentou diferenca entre os tratamentos nas plantas
cultivadas sem estresse salino (Figura 9 E).

Os teores foliares de potassio (K*) alteraram com o estresse e com os tratamentos
de inducdo de resisténcia. As plantas cultivadas sob estresse salino apresentaram menores
teores de K* que as plantas cultivadas sem estresse salino (Figura 9 F). O tratamento
Controle apresentou o maior teor de K™ e os demais tratamentos nao diferiram entre si
(Figura 9 F).

Os teores foliares de calcio (Ca*) e de magnésio (Mg*) alteraram com o estresse
salino, com os tratamentos de inducdo e com a interacdo entre eles. As plantas cultivadas
em solucdo com NaCl apresentaram menores teores foliares de Ca”™ e Mg* do que as
plantas cultivadas sem NaCl (Figura 9 G e H). Nas plantas cultivadas sem NaCl, o
tratamento NO apresentou os menores teores de Ca* e de Mg e os demais tratamentos ndo
diferiram entre si (Figura 9 G e H). Nas plantas cultivadas com NaCl ndo houve diferenca

entre os tratamentos (Figura 9 G e H).
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5.4, DISCUSSAO

Os indices de fluorescéncia Fo, Fm, Fy e Fv foram maiores nas plantas cultivadas
sem estresse salino (Figuras 1 A, B, C e D). Esse resultado pode ser explicado pelas folhas
mais eretas (Apéndice B), que proporcionou maior interceptacdo de luz,
consequentemente maior necessidade de dissipacdo do excesso de energia. A maxima
fluorescéncia em plantas ocorre quando h& maxima incidéncia da radiacdo
fotossinteticamente ativa (Pinto et al., 2017). Os autores relatam também que os maiores
valores de fluorescéncia sdo observados nas superficies perpendiculares aos raios de sol
e que o aumento do angulo de incidéncia da luz, resulta em maiores valores de
fluorescéncia. As plantas sem estresse salino reduziram o teor de clorofila total, como
mecanismo de defesa do estresse oxidativo (Sousa et al., 2010; Harizanova & Koleva-
Valkova, 2019), semelhante ao observado no presente trabalho (Figuras 5 A e B).

A maior interceptacdo de luz fez com que as plantas sem estresse salino
obtivessem maior valor de Mo, e indica maior desorganizacéo estrutural do cloroplasto, e
maior numero de turn overs da Qa (N-Fluorpen) (Figuras 2 A e F, respectivamente).
Também houve maior fluxo de absorcdo (ABS), captura (TRo) e transporte de elétrons
(ETo), que gerou também maior fluxo de dissipacdo (Dio) e menor eficiéncia quantica do
fotossistema II (®po) (figuras 4 A, B, C e D e Figura 3 A, respectivamente). Isso indica
que houve fotoinibicdo dindmica, em que a taxa fotossintética permanece inalterada, mas
a eficiéncia quéantica diminui pela dissipacdo do excesso de energia, e é considerado um
mecanismo de protecdo (Taiz et al., 2017). As plantas cultivadas sem estresse salino
podem ter apresentado maior nivel de protecéo do fotossistema pela reducéo da eficiéncia
quantica do fotossistema Il (®po) (Figura 3 A), mas com a manutencao da fotossintese
liquida (A) (Figura 7 C).

A manutencdo da fotossintese liquida (Figura 7 A) pode ter ocorrido pela
manutencdo da condutancia estomatica (Figura 7 G), da transpiracéo foliar (Figura 7 A),
da concentragédo interna de carbono (Figura 7 B) e da taxa de transporte de elétrons
(Figura 7 D). O oposto ocorreu nas plantas sob estresse salino, que apresentaram menor
taxa fotossintética. A salinidade reduz a conduténcia estomatica, dificultando as trocas
gasosas, a transpiracao e reduz a fotossintese (Arif et al., 2020). Plantas de Lactuca sativa
L. sob estresse salino, apresentaram reducdo da condutancia estomatica, da transpiracao,

da concentragcdo interna de CO; e da taxa fotossintetica, pelos distirbios nas vias



60

metabdlicas do carbono e reacbes redox nas membranas dos tilacoides e no ciclo de
Calvin (Adhikari et al., 2022).

As plantas sob estresse salino por NaCl apresentaram o maior teor de sédio
(Figura 9 E), menor potencial osmotico (Figura 6 A) e maior contetdo de MDA (Figura
6 B). Em condic¢es de salinidade as plantas enfrentam dificuldades para absorver agua,
e leva a reducéo no potencial osmotico e turgor da parte aérea (Betzen et al., 2019). A
salinidade causa o acimulo de ions téxicos (Na*), e leva a reducédo do potencial osmético
e do turgor e acaba por dificultar diversos processos fisioldgicos (Arif et al., 2020). O
MDA ¢é um produto natural da peroxidagéo de lipidios e é usado como indicador de danos
nas membranas pelas espécies reativas de oxigénio sob condicGes de estresse (Hnilickova
et al., 2021; Kaya et al., 2018). Plantas sob estresse salino tém aumento da produc¢édo do
radical livre H2O>, causando maiores danos aos lipidios das membranas e instabilidade
das mesmas (Alnusairi et al., 2021; Shams et al., 2019).

Além disso, em resposta ao estresse salino, houve aumento da atividade das
enzimas antioxidantes APX, SOD e POX (Figuras 8 A, B e D). O aumento da atividade
das enzimas antioxidantes sob condigdes de estresse salino € importante para que as
plantas possam lidar com os efeitos deletérios da salinidade através da remocéo das
espécies reativas de oxigénio (Abdeelaal et al., 2020). Sob estresse salino, maior atividade
das enzimas SOD, CAT e APX estdo correlacionadas com o aumento da tolerancia ao
estresse, pois reduz a intensidade do estresse oxidativo (Alnusairi et al., 2021). A
desintoxicacdo das plantas € um processo sequencial, em que primeiramente a SOD
converte Oz em H>O e posteriormente as enzimas APX, POX e CAT atuam na
eliminagdo do H.O> (Arif et al., 2020; Barbosa et al., 2014).

Outra resposta ao estresse salino foi 0 aumento dos flavonoides (Figura 5 D). Em
plantas submetidas a estresse salino moderado (50 mM NacCl) e severo (100 mM NacCl),
houve aumento do percentual de flavonoides, que aumenta a habilidade das plantas em
reduzir os efeitos deletérios do estresse oxidativo induzido pela salinidade (Hossain et al.,
2022). Em estudo com 18 diferentes espécies de menta (Lamiaceas), todas apresentaram
aumento dos conteudos de flavonoides e compostos fendlicos em condigdes de estresse
salino (Hosseini et al., 2021). Os autores relatam ainda que esses compostos tém acgéo
antioxidante por causa de suas estruturas quimicas, que reduzem os danos oxidativos e
protegem as células dos efeitos deletérios da salinidade.

As plantas sob estresse salino por NaCl apresentaram os maiores teores de Na* e
os menores teores foliares de Ca?*, Mg?*, K*, N-Total, N-NH4* e N-NOs e NO, (Figuras



61

9 A a H). A salinidade promove reducdo da transpiracdo (Figura 7 A), o que reduz a
absorcdo de nutrientes. Em plantas de Lactuca sativa L. houve reducdo da transpiracao e
reducéo da absorcdo de Ca®*, Mg?" e K* sob estresse salino (Campos et al., 2019). A
reducdo na absorc¢éo desses nutrientes nas plantas sob estresse salino ocorre pelo estresse
osmotico provocado pelo NaCl, e pela competicdo pelos sitios de absorcdo ou ainda pela
influéncia do Na" e do CI" na seletividade das membranas (Gomes et al., 2017;
Khoshbakht et al., 2018). Reducéo nos teores de nitrogénio nas plantas cultivadas com
NaCl pode ocorrer pela inibicdo da absorcédo pelo efeito antagonista dos ions do sal com
o nitrato (NO3’) e 0 aménio (NH4"), pela reducdo na transpiracdo, reducéo na absorcao de
agua pelas raizes devido a alteracBes osmoticas, pelos danos nas membranas das raizes e
pela menor demanda de nitrogénio pela menor taxa de crescimento (Ashraf et al., 2018).

O tratamento Si + NO foi capaz de reduzir os indices de fluorescéncia Fm, Fv e
FIX AREA (Figuras 1 B, 1 D e 2 C). Ja nas plantas sob estresse salino, o tratamento Si +
NO foi capaz de reduzir F;, igualando ao tratamento controle (Figura 1 C). Em plantas
sob condicdes de déficit hidrico, a aplicacdo conjunta de Si e NO aumenta o crescimento
das raizes, reduz os teores de prolina e MDA e aumenta os teores de nutrientes (Bakir et
al., 2022). Isso demonstra que essa interacdo pode ser uma estratégia para aumentar a
qualidade e a produtividade de muitas espécies (Bakir et al., 2022). A aplicacdo
simultanea de Si e NO em plantas sob déficit hidrico aumenta os parametros de
crescimento e os teores foliares de Ca, Mg, Fe e Zn, podendo ser interessante para a
adaptacao das plantas as mudangas climéticas (Bolat et al. 2022). Os autores sugerem que
pode haver sinergismo entre Si e NO, modulando o metabolismo secundario pela maior
expressdo de genes e ativacdo de enzimas (Bolat et al., 2022). Todavia a reducdo da
fluorescéncia nas condicdes do trabalho ndo pode ser considerada efeito positivo, ja que
as plantas que se mantiveram mais eretas, possivelmente interceptaram mais luz. Sendo
assim, a aplicacdo isolada do NO ou do Si proporcionaram maior Fy, F;. FV (Figuras 1
B, C e D, respectivamente).

Nas plantas sem estresse salino, em que houve maior interceptacdo de luz, todos
os tratamentos de inducdo de resisténcia reduziram a F; (Figura 1 C) e aumentaram o
conteudo relativo de agua (Figura 6 C). A aplicacdo de Si pode aumentar o contetdo
relativo de agua reduzindo as perdas pela transpiracdo ou até mesmo aumentando a
absorcdo de agua pelas raizes (Zhu et al., 2019). O Si pode melhorar os indices de
fluorescéncia por aumentar a atividade do centro de reacdo do fotossistema Il, 0 que

facilita o uso da energia na transferéncia de elétrons e aumenta a eficiéncia da conversao
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de energia (Zhu et al., 2019). Ja 0 NO leva a manutencdo do contetdo relativo de agua
devido ao aumento no acumulo de prolina e agUcares soltveis (Alnusairi et al., 2021). A
aplicacdo de NO melhora os indices de fluorescéncia em plantas sob estresse salino,
aumentando a eficiéncia do fotossistema Il pelo aumento na transcricdo de genes que
codificam subunidades da rubisco e a proteina D1 do fotossistema Il, além de melhorar
as trocas gasosas (Sami et al., 2021).

Os tratamentos de indugdo aumentaram a concentragdo interna de COz e a
transpiracdo nas plantas sob estresse salino (Figuras 7 B e A, respectivamente). O Si
forma uma fina camada na epiderme da folha, que ajuda a regular a transpiracéo e a troca
gasosa, além de aumentar a expressdo de proteinas que regulam a condutancia estomatica
(Arif et al., 2021). O NO aumenta a concentracdo interna de CO> por estar envolvido na
sinalizagdo de mecanismos de abertura estomatica envolvendo o 4cido abiscisico (ABA)
(Fatma et al., 2016).

Os tratamentos com NO foram capazes de reduzir os teores foliares de Na* nas
plantas sob estresse salino (Figura 9 E). O NO reduz o acimulo de Na* pela inibicédo da
compartimentalizacdo do Na* no vacutolo ou pelo influxo de Na* através das membranas
das raizes (Shams et al., 2019). Além disso, o NO é capaz de induzir a expressdo de H*-
PPase e H*-ATPase que desintoxicam as células através da troca entre Na* e H* (Wani et
al., 2021).

No presente estudo, a aplicacdo isolada de Si aumentou a atividade do nitrato
redutase (Figura 8 E). O Si aumenta o contetdo de nitrato nas raizes e nas folhas das
plantas, e a abundancia de nitrato € um dos sinais para as plantas ajustarem a atividade do
nitrato redutase (Conceicao et al., 2019). A aplicacdo de Si aumenta a atividade do nitrato
redutase, 0 que aumenta a sintese e acumulo de metabdlitos, alivia os danos causados pelo
estresse e reflete um mecanismo de tolerancia ao estresse salino (Cui et al., 2021). Em
plantas sob estresse salino, 0 acumulo de compostos nitrogenados como a alantoina
melhora a tolerancia ao estresse, 0 que aumenta a producdo de biomassa e a eficiéncia
fotossintética (Irani et al., 2016). A alantoina pode estimular a biossintese de acido
abiscisico (ABA) e reduzir o acimulo de espécies reativas de oxigénio, e sugere um papel
importante desse composto na tolerancia ao estresse (Irani et al., 2016; Kaur et al., 2021).

A aplicacdo de Si pode promover aumento ou reducdo da atividade das enzimas
antioxidantes, dependendo da espécie da planta e do tipo de estresse (Kim et al., 2017).
No presente trabalho, as plantas tratadas com Si obtiveram reducdo da atividade das
enzimas SOD, CAT e POX. Em plantas sob estresse salino, a aplicagdo de Si reduziu a
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atividade das enzimas CAT e POX, indicando a redu¢do no contetudo de H20, em nivel
celular (Kim et al., 2013). O aumento da atividade da redutase do nitrato pode ter reduzido
0 acumulo de espécies reativas de oxigénio, o que reduziu a atividade das enzimas
antioxidantes e, também, reduziu o teor de flavonoides.

De maneira geral, o estresse salino reduziu a atividade fotossintética da planta,
mantendo a eficiéncia quantica, mas com reducao na absor¢édo de nutrientes. Nas plantas
sob estresse salino, a aplicacdo isolada do Si e do NO aumentou a fluorescéncia em alguns
estagios, a transpiracdo e a concentracdo interna de CO2 mas sem alteracdo da atividade
fotossintética. O que destaca é que sob estresse a aplicacdo do Si isolado ou em conjunto
com o NO reduziu a atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e POX, sendo em
maior intensidade quando aplicado o Si isoladamente, indicando que plantas nutridas com
Si j& apresentam reducdo de quantidades de formas reativas de oxigénio. Como a
aplicacéo do Si aumentou a atividade do nitrato redutase, e essa enzima pode ser uma das
fontes de NO no tecido vegetal para fins de regulacdo da homeostase (Chamizo-Ampudia
etal., 2017), é necessario estudos futuros para avaliar os efeitos do Si no metabolismo do
NO nas plantas, como sendo um dos mecanismos bioquimicos de inducdo de resisténcia

nas plantas.

5.5. CONCLUSAO

No presente trabalho, o NaCl na concentracéo de 100 mmol L teve efeito negativo
nas plantas de Lacatuca sativa L. cv. Grandes Lagos 659, e reduziu em 79% a condutancia
estomatica, levando a reducdo de 41% na concentracdo interna de carbono, reducéo de
83% na transpiracao foliar e consequentemente a reducao de 43% na fotossintese liquida.
Com a salinidade, também houve aumento de 47% da peroxidacgdo de lipidios e aumento
de 10% e 47% da atividade das enzimas SOD e POX, respectivamente. Os tratamentos
de inducdo de resisténcia obtiveram alguns resultados positivos, em que a aplicacdo
isolada de Si aumentou em 49% a atividade da enzima NR e reduziu em 16% e 23% a
atividade das enzimas POX e SOD, respectivamente. Ja a aplicagdo conjunta de Si + NO
reduziu a Fm em 5,6%, reduziu em 35% o teor de sodio e aumentou a transpiragdo foliar

de 1,6 mmol m? s para 3,2 mmol m? s nas plantas sob estresse salino.
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6. CONCLUSAO GERAL

A partir dos dois estudos conduzidos para a realizacdo desta tese, pode-se concluir
que:

O NaCl afeta negativamente as plantas de Phaseolus vulgaris L. cv. BR-IPA 10 e de
Lacatuca sativa L. cv. Grandes Lagos 659, e leva a reducdo da fotossintese, do
crescimento e dos teores de nutrientes foliares. Além disso, ha aumento da atividade das
enzimas antioxidantes e do teor de flavonoides, como resposta ao estresse oxidativo
provocado pela salinidade.

A aplicacdo de Si pode aliviar os efeitos deletérios da salinidade pelo aumento dos
teores dos pigmentos fotossintéticos, reducdo das perdas de energia na forma de
fluorescéncia, aléem de aumentar a atividade do nitrato redutase. Pode haver efeito
sinérgico entre 0 Si e 0 NO na reducdo das perdas de energia na forma de fluorescéncia e
na reducdo da absorcdo de Na*.

No presente trabalho foi possivel demonstrar alguns efeitos benéficos do Si e do NO
em aliviar o estresse causado pela salinidade. No entanto, sdo necessarios estudos futuros
para avaliar efeitos sinérgicos entre Si e NO no metabolismo das plantas que possam levar

a melhor utilizacdo dos solos salinos.
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7.1. APENDICE A: CAPITULO I
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Figura 1. Planta de (Phaseolus vulgaris L. cv. BR-IPA 10) sem NaCl (A) e com NaCl (B).

7.2. APENDICE B: CAPITULO Il

Figura 1. Planta de Lactuca sativa L. cv Grandes Lagos 659 com NaCl (A) e (C) e sem NaCl (B)

e (D).
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