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RESUMO

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito do
estresse salino induzido por NacCl in vitro e da aplicacdo de silicio (Si) como
elemento atenuador do estresse sobre as caracteristicas fisiologicas de physalis,
bem como avaliar o efeito da aplicacdo de Si em physalis cultivada em casa de
vegetacdo. Os trabalhos em condigdes in vitro iniciaram-se com um estudo
preliminar da sensibilidade de physalis a salinidade e para isso dois tipos de
explantes (segmentos nodais e plantulas oriundas de sementes) foram inoculados
em meio MS com concentracfes crescentes de NaCl (0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0%).
Apbs 30 dias, foram avaliados o crescimento e a expressdo da esterase das
plantas. Deu-se continuidade ao trabalho de estresse salino, porém com adigdo
de Si ao meio de cultura. Para isso, apenas segmentos nodais foram inoculados
em meio MS salino (0,5 e 1,0% de NaCl) com diferentes concentra¢Ges de acido
silicico (0; 0,5 e 1,0 g L™). Crescimento, teor de pigmentos fotossintéticos,
trocas gasosas, extravasamento de eletrélitos, anatomia foliar, expressdo
isoenzimatica, teores de prolina e de CO; e atividade bioldgica foram avaliados
apos 30 dias. No estudo preliminar, o nimero de gemas e o comprimento da
parte aérea diminuiram e a enzima esterase teve maior expressao com o aumento
da concentracdo de NaCl. Verificou-se que todas as varidveis de crescimento e
0s teores de pigmentos fotossintéticos, bem como fotossintese e extravasamento
de eletrolitos foram prejudicados com aumento do nivel salino. O contetdo de
DNA néo foi afetado por nenhum dos fatores. Verificou-se reducéo da densidade
estomatica e maior espessamento do limbo com aumento da concentragdo de
NaCl. Todas as enzimas tenderam a aumentar sua expressao com o aumento da
concentragdo de sal. Os teores de prolina e de CO, aumentaram e a atividade
bioldgica foliar foi maior com a elevacgdo da concentracao de sal. O Si mostrou-
se significativamente eficaz apenas na mitigacdo dos danos aos pigmentos e as
variaveis anatdmicas, bem como nas enzimas superdxido dismutase, esterase e
malato desidrogenase e na taxa respiratoria. Para realizagdo do estudo em casa
de vegetacdo, realizou-se aplicacdo de &cido silicico (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 g kg
substrato?) via drench e apés 60 dias procedeu-se as avaliagdes de quantidade
de Si foliar, estimativa do teor de clorofila via indice SPAD, trocas gasosas, teor
de lignina e expressdo da enzima polifenoloxidase. A aplicacdo de diferentes
doses de Si ndo influenciou no teor de Si foliar, porém verificou-se maior teor
do elemento nas folhas velhas. Como consequéncia, as caracteristicas
fisiologicas avaliadas ndo sofreram nenhum efeito. A physalis apresenta
comportamento de planta ndo acumuladora de Si.

Palavras-chave: Salinidade. Cloreto de sddio. Acido silicico. Elemento benéfico.
Fisiologia.



ABSTRACT

This study aimed at evaluating the effect of salt stress NaCl-induced and
silicon (Si) application as mitigating element of stress on the physiological
characteristics of physalis. Furthermore, we also evaluated the effect of Si in
physalis grown in greenhouse. Studies carried out on in vitro conditions began
with a preliminary study about the sensitivity of physalis to salinity and thus,
two types of explants were cultured on MS medium with increasing
concentrations of NaCl (0, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0%). After 30 days, we evaluated
growth and esterase expression of plants. We continued with salt stress studies,
but with Si on culture medium. For this, nodal segments were innoculated in MS
medium with salt (0.5 and 1.0% NaCl) with different Si concentrations (0, 0.5
and 1.0 g L%). Growth, photosynthetic pigments content, gas exchange,
electrolyte leakage, leaf anatomy, isozyme expression, proline content, CO;
content and biological activity were evaluated after 30 days. In the preliminary
study, it was observed that the number of buds and shoot length decreased and
esterase enzyme increased its expression with increasing NaCl concentration.
All growth variables and the contents of photosynthetic pigments as well as
photosynthesis and electrolyte leakage were impaired with increased salt level.
The DNA content was not affected by any of the factors. There was a reduction
in stomatal density and greater thickness of the leaf blade with increase of NaCl
percentage. All enzymes tended to increase its expression with increasing salt
concentration. The proline and CO- levels increased and biological activity of
the leaves was higher with increase in salt concentration. The Si was
significantly effective only in mitigating the damage to pigments and anatomical
variables, as well as in superoxide dismutase, esterase and malate dehydrogenase
enzymes and respiratory rate (CO, content). To conduct the study in the
greenhouse, we carried out the application of Si (0.0, 1.0, 2.0, 3.0 and 4.0 g kg
substrate) and after 60 days we evaluated the amount leaf Si, estimation of
chlorophyll content via SPAD index, gas exchange, lignin content and
expression of polyphenoloxidase. The results of greenhouse experiment showed
that the application of different Si doses did not affect the leaf Si content, but
there was a higher content of element in the old leaves. Consequently, the
measured physiological characteristics suffered no effect. Physalis presents a Si
non-accumulator species behavior.

Keywords: Salinity. Sodium chloride. Silicic acid. Beneficial element.
Physiology.
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CAPITULO 1 Introdugéo Geral

1 INTRODUCAO

Physalis peruviana Linnaeu, popularmente conhecida como physalis,
jod ou cape gooseberry, é uma espécie pertencente a familia Solanaceae e
originaria das Américas do Sul e Central. Possui porte herbéaceo e frutos de
pequeno calibre muito apreciados pelo consumidor devido ao seu sabor
agradavel e a sua aparéncia diferenciada uma vez que ficam alojados dentro do
calice remanescente (PUENTE et al., 2011). A physalis tem sido foco de muitos
estudos por apresentar frutos ricos em sua composicdo nutricional, com teores
expressivos de vitaminas, minerais e compostos bioativos como fisalinas e
vitanolideos. Esses Ultimos, a propdésito, tém merecido destague na pesquisa
cientifica uma vez que mostram evidéncias de que sejam moléculas com
potencial para serem utilizadas no combate a diversas doengas, entre elas o
cancer (YEN et al., 2010).

No Brasil, a physalis ¢ popular nas regides Norte e Nordeste, com
aumento de seu consumo sendo observado também no Sul e Sudeste (CHAVES,
2006). O cultivo dessa frutifera € uma alternativa de exploracdo agricola, com
boas perspectivas de comercializacdo devido ao elevado contetdo nutracéutico e
por apresentar baixo custo de implantacdo e producéo, bom retorno econémico
em curto prazo, boa adaptacdo edafoclimatica e grande exigéncia de mao de
obra contribuindo para geracdo de empregos (MUNIZ et al, 2011,
VELASQUEZ; GIRALDO; ARANGO, 2007). Entretanto, a physalis ainda é
pouco explorada no pais devido ao efeito da sazonalidade da producgéo, ao pouco
habito do brasileiro em consumir pequenos frutos e & escassez de resultados de
pesquisa colocados a disposic¢do do agricultor (MUNIZ et al., 2012). Tudo isso

colabora para que a producdo comercial de physalis no Brasil seja dificultada
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fazendo com que boa parte dos frutos comercializados sejam importados de
paises produtores, a exemplo da Colémbia.

A Coldmbia é considerada o maior produtor mundial de physalis. Em
2011, o cultivo dessa espécie ocorreu em mais de 700 ha nesse pais, chegando a
uma producao de 11 mil toneladas (AGRONET, 2014). Em decorréncia disso, a
physalis tornou-se a segunda fruta mais exportada pela Colémbia, pais que
possui uma area de 600 mil ha afetada pela salinidade que é considerada um dos
estresses ambientais mais graves (MIRANDA et al., 2014).

A physalis é considerada uma espécie que ndo possui tolerancia a
salinidade, assim como a grande maioria das plantas horticolas. O estresse salino
é considerado uma das principais ameagas ambientais & agricultura devido aos
efeitos drasticos que pode causar nas plantas, podendo leva-las até mesmo a
morte. Aproximadamente 30 milhes de ha do planeta sdo afetados pela
salinidade e a area salinizada continua aumentando em funcdo de sistemas de
irrigacdo e desmatamento (WILLADINO; CAMARA, 2010). A absorgdo
desordenada de ions Na*, considerados toxicos para as plantas em quantidades
elevadas, pode causar disfungfes na membrana, alteracdes da homeostase
intracelular, inibicdo do crescimento, injdrias nos tecidos e modificacdes nas
rotas metabolicas. E naturalmente inerente as plantas responderem a qualquer
tipo de estresse, seja ele bidtico ou abidtico. No caso do estresse salino, as
plantas mostram respostas das mais variadas para tentar se desvencilhar da
condicdo salina a que estdo expostas (DIAS; BLANCO, 2010). Nesse cenério,
destaca-se a importancia de estudos que elucidem as respostas morfoldgicas,
fisiologicas e moleculares do vegetal, responsaveis pela adaptacdo aos estresses
ambientais.

E nesse contexto, que sdo propostos os trabalhos visando estudar os
efeitos danosos do estresse salino. Grande parte desses trabalhos é normalmente

conduzida em condic¢des hidropdnicas ou em solo, mas na literatura é proposto
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que ensaios sobre estresses ambientais também possam e devam ser realizados
in vitro devido as vantagens que essa técnica proporciona. O estudo do estresse
salino em condicbes artificiais € frequentemente utilizado para representar as
diferentes condi¢fes de campo nas quais as plantas sdo acometidas por estresses.
Muito do que se sabe atualmente sobre tolerancia das plantas a salinidade é
gracas a esses tipos de trabalhos conduzidos in vitro (CLAYES et al., 2014).

Crescimento reduzido, alteracfes enziméticas e producdo de osmolitos
sdo exemplos de alguns artificios que os vegetais utilizam para se manterem
integros (PARIDA; DAS, 2005). Porém, na maioria das vezes, a planta nao
consegue mais apresentar crescimento e desenvolvimento normais nas situacdes
de estresse. Para tentar controlar essa situagcdo, muitos estudos vém sendo
realizados com o intuito de encontrar novas formas de fazer com que a planta
consiga tolerar a condi¢do salina. Uma das alternativas que ja foi proposta na
comunidade cientifica é a ado¢do da adubacdo silicatada. O silicio (Si) ndo faz
parte do grupo dos elementos essenciais as plantas, mas é considerado benéfico
por favorecer varias caracteristicas de interesse (MA; MIYAKE; TAKAHASHI,
2001). Além de estimular e melhorar o crescimento vegetal, o Si também mostra
atividade contra estresses abidticos. Na literatura, existem muitos trabalhos que
relatam a eficacia do Si em mitigar os efeitos estressantes da salinidade (ZHU;
GONG, 2014). O Si também mostra ser benéfico no sentido de melhorar a
estrutura da planta, aumentar as taxas de trocas gasosas e contribuir para a
rigidez foliar (EPSTEIN, 2001).

Em raz&o de todos os problemas mencionados e levando-se em conta o
contexto em que estdo inseridas todas essas informacdes, objetivou-se com a
realizacdo deste trabalho, avaliar os efeitos do estresse salino induzido in vitro
sobre diferentes caracteristicas morfofisiologicas da physalis e verificar se a

adicdo de Si pode ser considerada uma ferramenta importante no combate a
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salinidade, bem como na melhoria de caracteristicas fisiologicas de physalis
cultivada em casa de vegetagéo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Género Physalis

O género Physalis, pertencente a familia Solanaceae, abrange
aproximadamente 100 espécies, entre plantas herbaceas perenes e anuais, dentre
as quais muitas sdo comestiveis e cultivadas, outras silvestres e pouco
conhecidas (PALOMINO, 2010). As espécies mais conhecidas sdo: P.
alkekengi, P. ixocarpa, P. peruviana, P. angulata, P. minima, P. floridana, P.
viscosa, P. pubescens, P. pruinosa, P. philadelphica e P. neesiana. Destas,
muitas séo utilizadas com fins de ornamentacdo enquanto outras sdo exploradas
comercialmente por serem comestiveis. A espécie P. peruviana é a Unica
comercializada com fins econémicos devido a grande palatabilidade de seus
frutos e a aceitacdo pelos consumidores (RUFATO et al., 2012).

Com excecdo de P. alkekengi L. que é euroasiatica, todas as demais
espécies sdao americanas (HUNZIKER, 2001). O centro de diversidade da
espécie P. ixocarpa L. se encontra no México, sendo que existem dois tercos de
espécies do género Physalis que sdo endémicas. Na América do Sul, ocorrem
cerca de 12 espécies (HUNZIKER, 2001; SOARES et al., 2009).

A etimologia do seu nome vem do grego e faz referéncia ao calice
inflado que envolve o fruto, em que “physa” significa bexiga ou bolha,
caracteristica facilmente notada nas espécies do género (RUFATO et al., 2012).
No inicio da frutificagdo, o célice possui cor verde e com 0 amadurecimento dos
frutos torna-se de cor palha devido a desidratacdo dos tecidos e a remobilizagéo
de nitrogénio da clorofila para enzimas envolvidas na maturagéo. Os frutos séo
pequenos e esféricos, assemelhando-se a mini tomates, e possuem cores que
variam com a espécie, podendo ser desde o amarelo-claro ao alaranjado intenso
como é o caso de P. alkekengi (RUFATO et al., 2008).
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A physalis estd inserida no chamado grupo das pequenas frutas,
juntamente com mirtilo, framboesa, amora-preta e morango (CHAVES;
SCHUCH; ERIG, 2005). Tais frutas sdo mundialmente conhecidas pelo seu alto
teor de compostos antioxidantes, fazendo que seu consumo seja estimulado. Nos
Gltimos anos, grande atencdo tem sido dada a physalis, devido as descobertas
gue vém sendo obtidas na area farmacoldgica. Diversos estudos apontam que,
nas plantas de Physalis sp., é encontrado um dos principais grupos de
vitaesteroides, as chamadas fisalinas, além de muitos vitanolideos, todos
considerados compostos bioativos antitumorais e com ac¢des anti-inflamatoria,
antimicrobiana e antioxidante (AL-OLAYAN et al., 2014; HELVACI et al.,
2010; TAKIMOTO et al., 2014; TORABZADEH; PANAHI, 2013; YEN et al.,
2010).

2.2 Physalis peruviana Linnaeu

A espécie Physalis peruviana L. é considerada a mais importante
economicamente dentre aquelas constituintes do género Physalis, sendo
originaria das regides Amazonica e Andina (PUENTE et al., 2011). E uma
planta herbacea, semiarbustiva, de habito decumbente, com ramificagdes densas
e é perene nas zonas subtropicais (GONCALVES et al., 2012).

Seu fruto é uma baga carnosa arredondada, com didmetro que varia entre
1,25 e 2,5 cm e massa entre 4 a 10 g, envolto por um calice de coloracao
inicialmente verde, que seca gradativamente, adquirindo tonalidade amarelada a
medida que o fruto amadurece. O fruto é muito apreciado pela populac¢éo devido
ao seu sabor doce levemente acidulado e é normalmente consumido na forma in
natura, podendo também ser aproveitado na forma de molhos, sucos, doces e
geleias (GARCIA; RODRIGUEZ; MORALES, 2012). Apresenta conteddos
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elevados de vitaminas A, C e do complexo B, além de expressivos teores de
ferro e fosforo (PUENTE et al., 2011).

A physalis pode ser propagada por sementes, estacas ou
micropropagacdo (CHAVES; SCHUCH; ERIG, 2005). Apesar da propagacao
por sementes ser considerada facil e rapida, a micropropagacao merece destaque,
pois sua utilizacdo estd associada aos metabdlitos secundarios que essa espécie
produz. Pelo fato de apresentar prop6sitos medicinais, a physalis tem recebido
grande enfoque de instituicdes de pesquisa e indUstrias farmacéuticas. E nesse
contexto, que as ferramentas biotecnoldgicas tém se destacado, pois
desempenham papel importante na propagacao rapida, conservacéo e incremento
da producdo de metabdlitos das rotas secundarias (RAMAR; AYYADURAI;
ARULPRAKASH, 2014). Segundo Rao e Ravishankar (2002), esses compostos
podem ser produzidos in vitro e até de forma mais rapida, uma vez que o ciclo
de crescimento nas condicoes artificiais € mais curto.

O maior produtor mundial de physalis é a Colémbia, seguido por
Quénia, Zimbébue, Australia, Nova Zelandia, india e Equador. No ano de 2011,
a Coldmbia utilizou mais de 700 ha de sua area agricola com o cultivo da
physalis (localmente conhecida como ‘uchuva’), chegando a uma producdo de
quase 11 mil t, com produtividade média de 14,5 t ha (FISCHER; ALMANZA.-
MERCHAN: MIRANDA, 2014).

No Brasil, a exploragdo de physalis vem aumentando e produgdes de 2 a
3 t ano™ de fruto ja foram relatadas, com comercializacdo sendo realizada em
grandes mercados com preco do quilo de fruto variando de R$30,00 a R$50,00
(FISCHER; ALMANZA-MERCHAN; MIRANDA, 2014).
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2.3 Salinizacéo

A salinizacdo é o processo que conduz ao aumento da concentragéo de
sais sollveis na solucdo do solo para niveis prejudiciais ao desenvolvimento
vegetal (IANNETTA; COLONNA, 2015).

Este fenbmeno pode ter origem natural ou induzida. A natural, também
chamada de salinizacdo primaria, estd associada a ocorréncia de poucas chuvas,
elevada evaporagdo, acumulo gradual de ions oriundos do intemperismo de
rochas e presenca de toalhas de agua de origem marinha (GHEYI; DIAS;
LACERDA, 2010). A origem induzida ou secundaria esta relacionada a acéo
antropica decorrente principalmente do manejo inadequado da irrigagdo e
adubacgdo (ESTEVES; SUZUKI, 2008). Segundo Batista et al. (2002), todo solo
situado em regides climaticas caracterizadas por baixas precipitacdes e altos
défices hidricos climaticos e que, seja mal drenado, com o tempo tende a se
tornar salino com a irrigacdo, mesmo que esta seja feita com &gua de boa
qualidade.

Estima-se que aproximadamente 20% das terras ardveis em todo o
mundo sejam afetadas pela salinizacdo (RASOOL et al., 2013). Esse processo é
particularmente evidente nas regides aridas e semiaridas. No Brasil, embora a
informacdo sobre as areas salinas ndo esteja bem definida, estima-se que 20 a
25% das é&reas irrigadas enfrentem essa limitagdo (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS - FAO,
2006). Este problema é notdvel na regido Nordeste, que possui area de 155
milhdes de hectares, sendo que 52% dessa superficie sdo semidridas. Nessa
regido, o clima quente da regido causa forte evaporacdo que retira 4gua do
subsolo, a qual possui salinidade elevada, levando os sais até a superficie,
préximo ao sistema radicular das plantas (OLIVEIRA; GOMES-FILHO;
ENEAS-FILHO, 2010).
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Em ambientes protegidos, a salinizacdo est4 fortemente relacionada a
prética da fertirrigagdo, que quando executada de forma incorreta causa diversos
transtornos, uma vez que as plantas em ambientes protegidos ndo possuem
sistemas de drenagem eficientes e ndo sofrem lixiviacdo de sais para camadas
mais profundas por ndo haver precipitacdes elevadas. Essa situacdo faz com que
0s solos se comportem de maneira semelhante as condicBes semiaridas
apresentando elevacédo da salinidade em menor tempo (DIAS et al., 2005).

A salinizagéo dos solos além de contribuir para redugdo da area aravel,
uma vez que o solo fica inutilizado para cultivos agricolas, também prejudica o
crescimento e desenvolvimento das plantas em situa¢fes onde ainda se faz o
cultivo (OLIVEIRA; GOMES-FILHO; ENEAS-FILHO, 2010).

2.3.1 Plantas haldfitas e glicofitas

Os efeitos deletérios da elevada salinidade podem ser observados ao
nivel da planta como um todo. Muitas plantas desenvolvem mecanismos de
resposta para excluir os sais do ambiente celular ou para tolerar sua presenca
(PARIDA; DAS, 2005).

Existem dois tipos de plantas no que diz respeito a tolerancia a
salinidade: as halofitas e as glicéfitas. As haldfitas sdo aquelas capazes de se
desenvolver naturalmente em ambientes com elevadas concentragdes de sais,
através de mecanismos de exclusdo de Na* e Cl- em glandulas secretoras e
tricomas vesiculares e abscisdo de folhas velhas que acumularam sais
(WILLADINO; CAMARA, 2010). J& as glicofitas sdo as plantas que ndo
conseguem completar seu ciclo de vida em condicdes salinas, constituindo-se na
maioria das plantas cultivadas.

A tolerancia a salinidade é uma caracteristica poligénica e por isso as

vias bioquimicas que levam aos processos de tolerdncia estdo propensas a
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agirem de forma aditiva e sinérgica. Logo, a vantagem das hal6fitas sobre as
glicofitas reside no fato de que as primeiras desempenham mecanismos
bioquimicos de forma mais eficiente. Em condi¢cBes salinas, as hal6fitas
possuem maior eficiéncia do uso da agua, baixa concentracdo interna de CO,
acimulo eficiente de solutos e baixo nivel de Na® e CI no citoplasma e
cloroplastos, enquanto que as glicéfitas comportam-se de forma
comparativamente menos eficiente (PARIDA; DAS, 2005).

A partir do momento que a homeostase hidrica/idnica é quebrada, danos
moleculares, inibicdo do crescimento ou mesmo a morte da planta podem
ocorrer. Para tolerar a salinidade, alguns aspectos importantes do metabolismo
devem estar relacionados, pois levam a planta a evitar ou mitigar os danos
(WILLADINO; CAMARA, 2010; ZHU, 2001). A toleréncia nas glicofitas
depende da seletividade no processo de absorcdo pelas células radiculares, do
carregamento do xilema, preferencialmente com K* (em detrimento de Na*) e da
remocgdo do sal do xilema na parte superior de raizes, caule e folhas. Esses
mecanismos dependem da espécie e/ou cultivar, ocorrendo em diferentes graus
(MUNNS et al., 2002).

A Physalis peruviana é uma espécie glicéfita, como a maioria das
plantas horticolas (GRATTAN; GRIEVE, 1999). Como ja comentado, a maior
producdo dessa cultura ocorre na Colémbia, que ironicamente, € um pais que
sofre com problemas de salinizagdo. Aproximadamente 600 mil ha da area
cultivada desse pais sdo afetados pela salinidade (CASIERRA; EBERT;
LUDDERS, 2000). Embora solos salinizados sejam comumente encontrados em
areas de cultivo de physalis, sd&o poucos os trabalhos conduzidos visando

conhecer o comportamento da planta nessas condigdes.
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2.3.2 Efeito do estresse salino nas plantas

O estresse salino provoca dois tipos de efeito nas plantas: o osmotico e o
ibnico (ou toxico). O osmdtico diz respeito a elevada concentracdo de sais na
solucdo do solo ou qualquer outro ambiente de cultivo, acarretando em défice
hidrico devido a redugdo do potencial osmoético, enquanto o efeito ibnico é
decorrente dos elevados niveis dos ions Na* e Cl e da alteragdo da relacéo
K*/Na* e demais nutrientes (WILLADINNO; CAMARA, 2010).

Para tentar se manter no ambiente salino, as plantas desenvolvem
algumas estratégias bioquimicas e morfoldgicas. Na maioria das vezes, o
primeiro 6rgdo a ser afetado pela salinidade é a raiz. Logo, provavelmente é ela
que vai perceber inicialmente os componentes osmético e idnico da salinidade,
por meio da membrana plasmatica e, assim, desencadear as transducdes de sinais
(PRISCO; GOMES FILHO, 2010).

Algumas estratégias bioquimicas desempenhadas pelas plantas séo:
acumulo seletivo ou exclusdo de ions, controle da absor¢do de ions pelas raizes e
do transporte para a parte aérea, compartimentalizacdo de ions ao nivel celular e
ao nivel de planta inteira, sintese de compostos sollveis, mudangas no processo
fotossintético, alteracBes na estrutura da membrana e inducdo de enzimas
antioxidantes e de horménios vegetais (PARIDA; DAS, 2005).

Os mecanismos de tolerdncia aos sais podem ser de baixa ou alta
complexidade. Os de baixa complexidade parecem estar envolvidos nas
mudanc¢as de muitas rotas bioquimicas, enquanto que os mecanismos de alta
complexidade envolvem modificacfes que protegem processos maiores tais
como fotossintese e respiracdo e aqueles que preservam caracteristicas
importantes como citoesqueleto, parede celular, interagfes membrana plasmatica
X parede celular e mudancas na estrutura da cromatina e de cromossomos
(PARIDA; DAS, 2010).
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2.3.3 Estudo do estresse salino em condigdes artificiais

Os estudos sobre estresses abidticos em plantas realizados em condicdes
in vitro sdo frequentemente utilizados para representar as diferentes condigdes
de campo nas quais as plantas sdo acometidas por estresses (CLAEYS et al.,
2014). Esses experimentos baseiam-se na adicdo de compostos ao meio de
cultura que irdo interferir de alguma forma no crescimento e desenvolvimento
vegetal. Em ensaios para estudo do estresse salino, por exemplo, pesquisadores
utilizam o cloreto de s6dio (NaCl) para simular a salinizacdo e assim tentar
entender como cada espécie se comporta em diferentes niveis de salinidade
(MUNNS; TESTER, 2008).

Experimentos em condicOes artificiais apesar de ndo serem perfeitos,
oferecem muitas vantagens praticas como total controle do inicio e nivel do
estresse, baixa variabilidade e possibilidade de cultivar muitas plantas em pouco
espaco fisico (LAWLOR, 2013). Muito do conhecimento que se tem hoje sobre
a fisiologia do estresse na espécie Arabidopsis thaliana, por exemplo, foi obtido
por meio de condigdes in vitro, e isso resultou na identificacdo de muitos genes
gue aumentam a tolerancia ao estresse (CLAYES et al., 2014; GILL; TUTEJA,
2010). A pré-selecdo de gendtipos in vitro que sejam tolerantes & salinidade
atualmente é possivel por meio da técnica de cultura de tecidos que apresenta
numerosas vantagens além da relacdo custo-beneficio (SAKHANOKHO;
KELLEY, 2009).

Segundo Jain et al. (2001), a selecdo in vitro pode encurtar
consideravelmente o tempo de selecdo para caracteristicas desejaveis sob
presséo de selecdo, podendo otimizar a selecdo feita em campo, uma vez que

apenas as plantas pré-selecionadas in vitro seguem para o ambiente externo.
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2.4 Silicio

O silicio (Si) é um dos elementos mais abundantes no ambiente terrestre,
ficando atras somente do oxigénio (ZHU; GONG, 2014). Por ser tdo abundante,
sua essencialidade para as plantas superiores é muito dificil de ser comprovada,
baseado nos critérios de essencialidade dos elementos propostos por Arnon e
Stout (1939). Ocorre na natureza na forma de 6xidos ou silicatos, sendo raro
encontra-lo na forma de cristais puros (EPSTEIN, 1994) e quando presente em
excesso, nao é considerado prejudicial para as plantas (MA et al., 2001).

O Si solavel (acido monossilicico - HiSiOs) é a principal forma
encontrada na solugdo do solo (EPSTEIN, 1999) e pode ser oriunda da
transformacdo de compostos minerais do solo, fertilizantes silicatados ou da
decomposicdo de restos vegetais, sendo a principal forma absorvida pelas
plantas (POSTEK, 1981).

2.4.1 Absorcao, transporte e redistribuicao

O Si é absorvido pelas raizes na forma de acido silicico (Si(OH).), uma
molécula monomérica neutra a pH < 9 (MA; TAKAHASHI, 2002). Os
mecanismos de absorcdo de Si diferem grandemente entre as espécies, 0 que
resulta na classificacdo de diferentes grupos de plantas em funcdo da sua
capacidade de acumular esse elemento.

O Si pode ser absorvido de forma ativa através da passagem do elemento
em locais especificos da membrana, como nos canais proteicos de entrada de
dgua ou através de proteinas especificas que atuam na absor¢do (RAVEN,
2001). A absorcdo de forma passiva também ocorre na forma de difusdo ou
fluxo de massa (MITANI; MA, 2005). Atualmente, as gramineas sdo o0 grupo de

plantas que possuem o maior detalhamento de seus mecanismos de absorgéo de
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Si. Nessas plantas, a absor¢éo € feita por transportadores especificos, sendo que
0 primeiro transportador foi identificado em arroz (MA et al., 2006).

A absorcdo de Si pelas plantas é uma linha de pesquisa que vem sendo
muito estudada, uma vez que ainda existem controveérsias acerca de como esse
processo ocorre nas plantas que possuem baixa taxa de absorcao desse elemento.
Sabe-se que as plantas diferem bastante na sua capacidade de absorver Si, até
mesmo quando se analisa gendtipos de uma mesma espécie (LIMA FILHO;
LIMA; TSAI, 1999). Miyake e Takahashi (1985) caracterizaram as plantas em
funcdo de sua absorcdo de Si, sendo consideradas acumuladoras aquelas que
apresentavam teor elevado do elemento com a absorc¢do ligada a respiragdo
aerdbica, como ocorre, por exemplo, em arroz, cana-de-aclcar e cevada;
enquanto as ndo acumuladoras referiam-se aquelas que possuiam baixos niveis
de Si, indicando a ocorréncia de algum mecanismo de exclusdo, a exemplo do
tomateiro. Plantas intermediarias eram aquelas que apresentavam quantidade
consideravel do elemento, como as cucurbitaceas e a soja. Mais tarde,
Takahashi, Ma e Miyake (1990) dividiram as plantas em acumuladoras, sendo
elas as gramineas (Poaceae) que tém processo ativo de absor¢do com teor foliar
acima de 10 g kg?! de Si na matéria seca. As ndo acumuladoras, em geral
leguminosas (Fabaceae) e solanaceas, caracterizam-se por absorver Si a favor de
um fluxo transpiratério de forma mais lenta que a absorcdo de &gua e
discriminam o Si na absorcéo via simplasto, com teor foliar menor que 5 g kg
de Si na matéria seca.

A absorcédo de Si em plantas ndo acumuladoras esta relacionada a algum
tipo de defesa contra estresses. Assim, as plantas absorvem mais esse elemento
guando expostas a condic¢des adversas (DALLAGNOL et al., 2009).

Apos ser absorvido, o Si é transportado para a parte aérea via Xilema
onde se deposita na forma de silica amorfa hidratada inicialmente nos tecidos

mais jovens e, posteriormente, vai acumulando-se nas partes mais senescentes,



34

sob a forma de silica (DAYANANDAN; KAUFMAN; FRAKIN, 1983). Nas
gramineas essa deposi¢do acontece de forma rapida e normalmente a silica fica
combinada as fracdes de celulose e hemicelulose da parede celular e espacos
intercelulares (RAFI; EPSTEIN, 1999). Estudos mostram que esses depositos de
silica podem atuar como barreira contra insetos-praga e patégenos, uma vez que
a silica incorpora-se a face exterior da epiderme formando uma camada espessa
combinada a cuticula (KIM et al., 2002).

Quanto a sua redistribuicdo na planta, ou seja, sua mobilidade de um
local da planta para outro qualquer (folha, fruto, ramo), o Si é considerado um
elemento pouco mével (SHAKOOR; BHAT, 2014).

2.4.2 Silicio como elemento benéfico

Os efeitos benéficos do Si podem ser divididos em fisicos e fisiologicos.
Os fisicos referem-se ao acumulo de Si nas paredes celulares melhorando a
arquitetura das plantas, reduzindo a perda de agua pelos estdmatos e dificultando
a penetracao de patdgenos e insetos (BOTELHO et al., 2005; POZZA; POZZA,
2003). Os beneficios fisiologicos sdo pouco estudados, mas muitos trabalhos
relatam que o Si pode favorecer o aumento da taxa fotossintética (FERRAZ et
al., 2014), dos teores de pigmentos fotossintetizantes (AVILA et al., 2010;
BRAGA et al., 2009) e da produtividade (PAULINO et al., 2013).

Em plantas acumuladoras, a adubagéo silicatada vem se mostrando
eficiente devido as importantes respostas apresentadas por essas plantas,
principalmente quanto ao controle de pragas e doengas (NASCIMENTO et al.,
2014). Porém, segundo Ma e Yamaji (2008), os efeitos benéficos do Si sdo

verificados comumente em plantas em condicdes de estresse.
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2.4.3 Silicio no combate ao estresse salino

Elevadas concentragdes de sais resultam no aumento do acumulo de ions
Na* e CI considerados deletérios as células vegetais quando presentes em
grandes quantidades (WANG; HAN, 2007). A utilizacdo de Si parece reduzir o
acmulo de ions Na* nas raizes e/ou parte aérea de monocotileddneas. O Si age
de forma a mitigar os efeitos adversos da salinidade por evitar a absor¢do de Na*
e/ou seu transporte das raizes para a parte aérea (ZHU; GONG, 2014).

Outra forma de atuagdo do Si contra o estresse salino é na atenuagdo do
dano oxidativo ocasionado pelo sal. A elevada salinidade leva a superproducéo
de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) que causam distirbios no metabolismo
e danos as membranas (BARBOSA et al., 2014). A atenuacdo desses problemas
é realizada por meio da ativacdo de complexos enzimaticos (ZHU; GONG,
2014). Maior atividade e/ou expressdo de enzimas antioxidantes, tais como
catalase e peroxidase, sdo exemplos de como o Si pode diminuir o dano
oxidativo. Componentes ndo enzimaticos como &cido ascérbico, glutationa e
compostos fendlicos também contribuem na mitigagdo dos danos (KIM;
KWAK, 2010). Todos esses componentes (enzimaticos e nao enzimaticos)
podem evitar a producdo de radicais livres, sequestra-los ou mesmo promover
sua degradacdo (BARBOSA et al., 2014). Para algumas culturas, ja foi
demonstrado que a adi¢do de Si diminuiu a peroxidacdo lipidica, processo
decorrente da formagao de ERO’s. Essa redugao contribui para a manutengdo da
integridade e permeabilidade da membrana (LIANG et al., 2003; ZHU et al.,
2004). O fato da adicdo de Si melhorar a defesa antioxidante indica que ele pode
estar envolvido na atividade metabolica da planta como observado em cevada,
tomate e pepino submetidos a salinidade (AL-AGHABARY; ZHU; CHI, 2004;
LIANG et al., 2003; ZHU et al., 2004).
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O aparato fotossintético também pode ser protegido do dano salino pelo
Si. Isso pode ser atribuido ao fato de que a absorcdo de Na* é desfavorecida e o
sistema antioxidante é estimulado (LIANG, 1998).

O Si também atua na regulacdo da biossintese de compostos sollveis
como a prolina, glicina betaina e carboidratos (LEE et al., 2010), além de afetar
a biossintese de lignina e regular os niveis de hormdnios vegetais e poliaminas
(KUMAR; BANDHU, 2005; ZHU; GONG, 2014).
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CAPITULO 2 Efeito do estresse salino induzido in vitro e da utilizac&o de
silicio nas caracteristicas fisiologicas e anatdmicas de

physalis
RESUMO

A salinidade é um dos estresses abidticos mais prejudiciais ao
crescimento e desenvolvimento vegetal. O silicio (Si) é considerado um
elemento benéfico para as plantas por apresentar indicios de elemento mitigador
de muitos tipos de estresse. Neste estudo objetivou-se avaliar o efeito do estresse
salino in vitro induzido por NaCl em plantas de physalis e o possivel efeito
atenuante do Si em condicOes salinas. No primeiro experimento, foram
inoculados dois tipos de explante em meio MS com concentragfes crescentes de
NaCl (0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0%) para investigar a sensibilidade de physalis a
salinidade induzida in vitro. Ap6s 30 dias, foram avaliados o crescimento e o
padrdo isoenzimatico das plantas. No segundo experimento, segmentos nodais
foram inoculados em meio MS salino (0,5 e 1,0% de NaCl) com diferentes
concentragdes de silicio (0; 0,5 e 1,0 g L™?). Crescimento, teor de pigmentos
fotossintéticos, trocas gasosas, extravasamento de eletrélitos e anatomia foliar
foram avaliados ap6s 30 dias. No estudo preliminar, observou-se que 0 ndmero
de gemas e o comprimento da parte aérea diminuiram com o aumento da
concentracdo de NaCl e que a enzima esterase teve maior expressdo nas
concentragdes mais elevadas de sal. No segundo experimento, verificou-se que
todas as variaveis de crescimento e os teores de pigmentos fotossintéticos, bem
como fotossintese e extravasamento de eletrélitos foram prejudicados com
aumento do nivel salino. O conteddo de DNA néo foi afetado por nenhum dos
fatores. Quanto a anatomia, verificou-se redugdo da densidade estomatica e
maior espessamento da nervura central e do limbo com aumento da
concentracdo de NaCl. O Si mostrou-se significativamente eficaz apenas na
mitigacdo dos danos aos pigmentos e as variaveis anatbmicas quando o nivel de
salinidade era de 0,5%.

Palavras-chave: Physalis peruviana L. Salinidade. Acido silicico. Cultivo in
vitro. Pigmentos. Trocas gasosas. Contetido celular. Anatomia vegetal. DNA.
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ABSTRACT

Salinity is one of the abiotic stresses more harmful to plant growth and
development. Silicon (Si) is considered a beneficial element for plants for
presenting indications to be a mitigating element of many types of stress. This
study aimed at evaluating the effect of in vitro salt stress NaCl-induced in
physalis plants and the possible mitigating effect of Si in saline conditions. In
the first experiment, two types of explants (nodal segments and complete plants
from seeds) were inoculated in MS medium with increasing concentrations of
NaCl (0, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0%) to investigate the sensitivity of physalis to
salinity. After 30 days, growth and electrophoretic analyses of isoenzyme were
evaluated. In the second experiment, nodal segments were inoculated in MS
medium under saline conditions (0.5 and 1.0% NaCl) with different silicon
concentrations (0, 0.5 and 1.0 g L%). Growth, photosynthetic pigments
concentration, gas exchange, electrolyte leakage and leaf anatomy were
evaluated after 30 days. In the preliminary study, we observed that the number
of buds and stem length decreased with increasing NaCl concentration for both
types of explantes, and the esterase enzyme had the highest expression at higher
salt concentrations. In the second experiment, it was found that all growth
variables, photosynthetic pigments content, photosynthesis and electrolytes
leakage were negatively affected by increased salt level. DNA content was not
affected by any factor. As for anatomy, there was a reduction in stomatal density
and greater thickness of leaf blade with increase of NaCl percentage. Si showed
significantly effective only in mitigating the damage to the pigments content and
leaf anatomy variables when salinity level was 0.5%.

Keywords: Physalis peruviana L. Salinity. Silicic acid. In vitro culture.
Pigments. Gas exchange. Cellular content. Plant anatomy. DNA.
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1 INTRODUCAO

O estresse salino é considerado um dos fatores abidticos que mais
limitam o crescimento e desenvolvimento das plantas (ZHU; GONG, 2014). A
salinizacdo consiste no excesso de sais em qualquer tipo de meio de cultivo.
Esse tipo de estresse ocorre em inUmeras regides de todo 0 mundo e estima-se
gue aproximadamente 7% dos solos e 20% das areas araveis sejam afetadas
negativamente pela salinidade (RASOOL et al., 2013). A elevada concentragdo
de sais provoca diversos danos estruturais, fisioldgicos e bioguimicos nas
plantas, sendo gue os problemas mais recorrentes sdo o desequilibrio de ions e a
dificuldade de absorcdo de &gua devido as alteragbes do potencial osmético,
podendo levar a planta a morte (DIAS; BLANCO, 2010).

O estudo do estresse salino em condigdes in vitro é considerado uma
alternativa viavel por representar o ambiente externo no qual as plantas estdo
sujeitas as situagdes adversas (CLAYES et al., 2014). Esses tipos de ensaio
possuem muitas vantagens praticas como o total controle do inicio e do nivel de
estresse, a baixa variabilidade e a possibilidade de cultivar muitas plantas
utilizando pouco espago fisico (LAWLOR, 2013). Muito do conhecimento que
se tem atualmente sobre estresse em plantas foi obtido utilizando condi¢tes
artificiais (CLAYES et al., 2014). Essa metodologia ja foi utilizada com sucesso,
por exemplo, para avaliacio do estresse salino em tomate (AMINI;
EHSANPOUR, 2005), batata (HASHEM; MOHAMED; ABO EL-FETOH,
2005), videira (IKBAL et al., 2014) e citros (KAUSHAL et al., 2013).

Uma das alternativas recentemente estudadas que visa minimizar os
efeitos salinos nas plantas é a utilizacdo da adubacéo silicatada. O silicio (Si) é
um dos elementos encontrados em maior quantidade na Terra, e apesar de ndo
ter sua essencialidade comprovada para as plantas, é considerado um elemento

benéfico, juntamente com selénio (Se) e cobalto (Co), devido aos efeitos
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favoraveis que pode proporcionar, notadamente nas espécies monocotiledéneas
(PILON-SMITS et al., 2009). Muitos estudos apontam que 0 Si pode apresentar
variados efeitos atenuantes de estresses bidticos, a exemplo de indugdo de
resisténcia contra pragas e doencas, e de efeitos abioticos como salinidade, seca
e toxicidade por aluminio e metais pesados (CRUZ et al., 2014; DUFEY et al.,
2014; KURABACHEW; WYDRA, 2014; SIVANESAN; JEONG, 2014; YIN et
al., 2014).

A physalis (Physalis peruviana L.) é uma espécie pertencente a familia
Solanaceae e originaria das Américas do Sul e Central. E uma planta de porte
herbaceo e com frutos de pequeno calibre (didmetro entre 1,25 e 2,5 cm),
considerados comercialmente finos. No Brasil, sua exploracdo comercial é
pequena e restrita a alguns locais, porém com o passar dos anos, 0 interesse por
essa espécie vem sendo reforcado devido a relativa facilidade de conducédo da
cultura e a comercializacdo de seus frutos que possuem precos elevados e
apresentam inimeros compostos bioativos apreciados pelo consumidor
(PUENTE et al.,, 2011). A maior producdo mundial de physalis ocorre na
Colémbia, pais que possui area de mais 700 ha cultivados com essa cultura,
fazendo com que essa fosse a segunda fruta mais exportada por um pais que
sofre com problemas de salinidade em aproximadamente 600 mil ha de sua area
agricola (CASIERRA; EBERT,; LUDDERS, 2000; MIRANDA et al., 2014). A
physalis é uma planta glicéfita, ou seja, ndo tolera altos niveis de salinidade no
meio de cultivo (GRATTAN; GRIEVE, 1999). Esse fato é importante, uma vez
que o pais que detém a maior producdo dessa cultura apresenta problemas de
salinizacdo.

Levando-se em conta todos os problemas e informacGes comentados,
objetivou-se com este estudo avaliar o efeito do estresse salino in vitro induzido
por NaCl e o possivel efeito atenuante do silicio nas condi¢fes de salinidade

elevada sobre as respostas fisiologicas e anatdmicas de plantas de physalis.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e condigdes iniciais de cultivo

Foram utilizadas sementes de P. peruviana colhidas na safra de 2014,
provenientes do municipio de Lavras no Sul de Minas Gerais. As sementes
foram estabelecidas in vitro sendo primeiramente submetidas ao procedimento
de assepsia, que consiste de imersdo em agua destilada, com duas gotas de
detergente comercial por 1 min, seguida de imersdao em alcool 70% v/v por 1
min e finalmente em solu¢do de hipoclorito de sédio (1% de cloro ativo) por 20
min, sob agitacdo constante. Posteriormente, os agentes desinfetantes foram
lixiviados por meio de triplice lavagem em &gua destilada e autoclavada, em
cdmara de fluxo laminar. Decorrido o processo de assepsia, as sementes foram
inoculadas individualmente em tubos de ensaio de 25 x 150 mm, contendo 15
mL de meio de cultivo com os sais e vitaminas do meio MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L de sacarose e solidificado com 1,8 g
L de phytagel. O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121
°C por 15 min. As culturas foram mantidas em sala de crescimento a 25 °C + 2
°C e fotoperiodo de 16 horas.

Decorridos 15 dias da semeadura in vitro, as plantulas passaram pela
primeira repicagem. Ap6s 30 dias, foi realizado o segundo subcultivo no qual

foram retirados os explantes para dar inicio aos experimentos.

2.2 Experimento 1: Sensibilidade de physalis ao estresse salino in vitro
induzido por NaCl

Um estudo preliminar foi realizado com a finalidade de se conhecer a

sensibilidade de physalis a salinidade in vitro. Para isso, plantulas completas
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oriundas de sementes germinadas in vitro e segmentos nodais obtidos segundo
metodologia anterior foram cultivados em meio MS (30 g L de sacarose, 1,8 ¢
L de phytagel e pH ajustado para 5,8), com a adicdo de 0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0%
de NaCl durante 30 dias em sala de crescimento a 25 °C + 2 °C e fotoperiodo de
16 horas.

Ap0s esse periodo, foram avaliadas as seguintes caracteristicas:

Analise fitotécnica: Numero de gemas formadas e o comprimento da
parte aérea (cm).

Analise eletroforética de isoenzima: As plantas foram coletadas e
armazenadas a temperatura de -86 °C. O material foi macerado em almofariz
pré-resfriado com nitrogénio liquido e adicionado do antioxidante
polivinilpirrolidona (PVP). Foram feitas subamostras de 100 mg do material
macerado nas quais foram adicionados 300 pL do tampé&o Tris HCI 0,2M pH 8,0
e B-mercaptoetanol 0,1%. O material foi homogeneizado em vortex e mantido
por 12 horas em geladeira, seguido de centrifugacdo a 14.000 rpm por 30
minutos, a 4 °C. A eletroforese foi realizada em sistema de géis de
poliacrilamida em sistema descontinuo (7,5% gel separador e 4,5% gel
concentrador). O sistema tampdo gel/eletrodo utilizado foi o Tris-Glicina pH
8,9. Foram aplicados 60 pL do sobrenadante das amostras no gel e a corrida
eletroforética efetuada a 120 V por 5 horas. Ap6s o término da corrida, 0s géis
foram revelados para a enzima esterase (EST) conforme Alfenas et al. (2006). A
interpretacdo dos resultados foi baseada na analise visual dos géis de
eletroforese, levando-se em consideracdo a presenca e a auséncia e a intensidade
de expressdo de cada uma das bandas.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 2 x 5 (dois tipos de explante e cinco concentragBes de
NaCl), com dez repeticGes, sendo cada repeticdo representada por um tubo com

um explante. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e, em caso de
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ocorréncia de significancia, procedeu-se a analise de regressdo com auxilio do
software R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2008).

2.3 Experimento 2: Efeito do estresse salino induzido por NaCl e da

utilizacao de silicio em physalis cultivada in vitro

Com base nos resultados obtidos no experimento anterior, segmentos
nodais foram utilizados como explante para dar inicio ao segundo experimento
deste trabalho. Assim, segmentos nodais oriundos de plantas de physalis
previamente cultivadas in vitro foram inoculados em meio MS adicionado de 30
g Lt de sacarose, solidificados com 1,8 g L de phytagel e com pH ajustado para
58. O meio de cultivo foi adicionado de diferentes combinagdes de
concentracdes de NaCl (0,5% e 1,0%) e de 4cido silicico (0;0,5e 1,0g L™).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 2 x 3 (duas concentragdes de NaCl e trés concentragdes de
acido silicico) + um tratamento adicional representado pelo controle (sem adicdo
de nenhum dos fatores). Cada tratamento foi composto de 40 tubos de ensaio
com uma planta em cada.

As concentragdes de NaCl utilizadas neste experimento foram
escolhidas com base nos resultados obtidos no experimento anterior.
Concentragdes acima de 1,0% mostraram-se muito tdxicas para physalis,
acarretando em crescimento quase nulo.

O silicio foi adicionado ao meio na forma de &cido silicico purissimo
(SiO2.xH20). Apos aplicacdo dos tratamentos, os explantes foram mantidos em
sala de crescimento com as mesmas condicfes descritas no experimento 1.

Apos 30 dias, foram realizadas as seguintes avaliagdes:
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Anélise fitotécnica: Foram avaliados 0o nimero de gemas, nimero de
folhas, comprimento da parte aérea (cm), comprimento da raiz (cm), massa
fresca de parte aérea e raiz (g) e massa seca de parte aérea e raiz (g).

Contetdo de pigmentos: Para estimar o conteudo de clorofilas e
carotenoides, 10 mg de folhas frescas foram maceradas em acetona 80% e o
extrato formado foi filtrado utilizando filtro de papel. As absorbancias da
solucdo foram registradas a 663, 645 e 470 nm, para clorofila a, clorofila b e
carotenoides, respectivamente, e o teor de pigmentos foi calculado segundo
metodologia de Lichtenthaler (1987).

Trocas gasosas: As trocas gasosas foram mensuradas com analisador de
trocas gasosas por infravermelho IRGA (Infra-Red Gas Analyzer) modelo
LiCor-6400XT. Foram utilizadas cinco folhas por tratamento e a densidade de
fluxo de fétons fotossinteticamente ativos foi fixada na cdmara do equipamento
em 35 umol de fotons m2 s com utilizagdo de fonte artificial. Determinou-se
assim a taxa fotossintética (A) em pumol CO, m? s, taxa transpiratéria (E) em
mol H,O m s e condutancia estomatica (gs) em mol m2 s,

Extravasamento de eletrdlitos: Cinco discos foliares de 0,5 cm de
didmetro foram colocados em tubos de ensaio e posteriormente imersos em 15
mL de agua deionizada. Os discos permaneceram sob agitacdo durante 24 horas
e, apos esse periodo, foi determinada a condutividade elétrica (CE1) da solug&o.
Os tubos de ensaio foram entdo aquecidos em banho-maria com temperatura
controlada para 90 °C durante 1 hora e posteriormente resfriados a temperatura
ambiente para que a condutividade elétrica (EC2) fosse novamente determinada.
O extravasamento de eletrdlitos foi calculado como porcentagem de EC1/EC2
segundo metodologia de Shi et al. (2006).

Anatomia foliar: Cinco folhas foram coletadas do terco médio das
plantas de cada tratamento e fixadas em FAAw (formaldeido: acido acético:

etanol 70%) durante 72 horas, quando entdo foram armazenadas em etanol 70%.
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Foram realizadas sec¢des paradérmicas @ mao livre com auxilio de lamina de
barbear e seccOes transversais obtidas em micrétomo de mesa (Cidepe). As
seccdes foram alvejadas em solucdo de hipoclorito de sédio (1% de cloro ativo)
por 15 minutos (JOHANSEN, 1940), lavadas em &gua destilada e coradas com
safranina 1% para as sec¢des paradérmicas e solucdo de safrablau (safranina 1%
+ azul de astra 0,1%) para as transversais (BUKATSCH, 1972), sendo
posteriormente montadas laminas semipermanentes com gelatina glicerinada. As
laminas foram observadas em microscopio Optico com camera acoplada e as
medicBGes nas imagens obtidas foram realizadas no software ImageTool 3.0.
Foram avaliados: densidade estomatica da face abaxial, relagdo didmetro
polar/didmetro equatorial dos estbmatos da face abaxial e espessura do limbo
(medida na regido do quarto feixe vascular).

Quantificacdo de DNA: Foram utilizados aproximadamente 50 a 60 mg
de folhas jovens por tratamento, juntamente com amostra correspondente de
tomate (Solanum lycopersicum cv. Stupickeé) utilizado como padrdo de
referéncia interno. O material foi triturado, com auxilio de um bisturi, em placa
de Petri contendo 1 mL de tampdo Marie gelado para liberacdo dos nicleos
(DOLEZEL; BINAROVA; LUCRETTI, 1989). A suspensdao de nucleos foi
aspirada e, posteriormente, filtrada em filtros com malha de 50 pum. Essa
suspensdo foi mantida em um recipiente com gelo triturado para que nao
ocorresse deterioragdo do material. Em seguida, os nucleos foram corados pela
adicdo de 25 pL de iodeto de propideo em cada amostra. Foram analisados 5 mil
nacleos para cada amostra, com trés repeti¢cdes. A analise foi realizada no
citbmetro FACSCalibur quatro cores (Becton Dickinson) e os histogramas foram
obtidos e analisados no software Cell Quest. O contetdo de DNA nuclear (pg)
das plantas foi estimado por comparacdo com a posi¢do em relacdo ao pico G1

do padrdo interno de referéncia.
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As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2008). Os dados foram submetidos & analise
de variancia e, em caso de ocorréncia de diferencas significativas dos fatores ou
da interacdo entre eles, as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade ou por regressdo. As comparacdes com o tratamento
adicional (controle) foram analisadas pelo teste de Dunnett, a 5% de

probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estudo preliminar da physalis cultivada em meio salino

Os resultados do experimento preliminar para avaliacdo da sensibilidade

da physalis ao NaCl mostraram diferencas significativas quanto ao numero de

gemas formadas e comprimento da parte aérea, para ambos o0s tipos de explante
(Figura 1; Figura 2A e 2B).

Comprimento da parte aérea

Numero de gemas

(cm)

Ysn=-2.12x + 444 R2= 091

A Yos =-0.86X + 2.46 R? = 0,92
N
L
ASN
e PS
0,0 0.5 1.0 1.5 2,0
Concentragdes de NaCl (%)
A
Yen =-5.002x + 9.21R? =091
Vos = -2.16x + 6,898R? = 0,92
A SN
e PS
A A
0.0 0.5 1.0 | & 2.0

Concentragoes de NaCl (%)

Figural Numero de gemas formadas e comprimento da parte aérea de plantas
de physalis cultivadas in vitro sob condic¢bes de salinidade crescente.
PS, SN: plantula oriunda de semente e segmento nodal,
respectivamente



56

O principal sintoma de injuria por salinidade na planta é o retardamento
2004). Neste trabalho, o aumento na concentracdo de NaCl acarretou em
diminuicdo de forma linear no nimero de gemas formadas em ambos os tipos de
explante. O NaCl é considerado toxico para a célula devido ao desequilibrio
ibnico que ocorre devido a desordenada entrada de Na* e Cl- em detrimento de
outros fons, além da toxidez por Na* que pode acarretar. O excesso desse sal
também ocasiona deficiéncia de minerais e estresses osmatico e oxidativo
(ZHU, 2002). Todos esses efeitos podem ter contribuido de forma conjunta ou

isolada para a redugdo no nimero de gemas formadas.

Figura2 Plantas de physalis cultivadas in vitro na presenca de NaCl.
Comportamento das plantulas oriundas de semente (A) e oriundas de
segmentos nodais (B) ap6s 30 dias de exposi¢do a concentracdes
crescentes de NaCl. Sintomas de toxidez por NaCl nas folhas de
physalis (C)
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Soundararajan et al. (2013) também encontraram redugdes drasticas na
formacdo de gemas quando cultivaram salvia (Salvia splendens) in vitro na
presenca de NaCl. A utilizacdo de concentragdes maiores que 12 g L™ causaram
efeitos letais em plantas de figo cultivadas in vitro, enquanto que concentracdes
menores que 11 g L foram capazes de causar efeitos adversos tais como
diminuicdo no nimero e no comprimento de brotos (METWALI et al., 2014). A
selecdo in vitro de gendtipos de bananeira resistentes a salinidade também foi
fortemente afetada pela presenca de NaCl no meio de cultivo, o qual inibiu a
regeneracao de brotos (ULISSES et al., 2000).

E interessante salientar que quando o explante utilizado foi a plantula
oriunda de semente, o percentual de redugdo do nimero de gemas foi de 70%,
enguanto que a utilizacdo de segmentos nodais como fonte de explante levou a
uma reducdo mais drastica, em torno de 95% (de 4,44 gemas para 0,2).

Neste trabalho, também se verificou que o comprimento da parte aérea
diminuia a medida que se aumentava a concentracdo de NaCl do meio (Figura
2A e 2B). A reducdo no crescimento € um dos fendmenos mais comuns em
plantas estressadas por sal sendo observada em cultivo de células, tecidos ou
o6rgdos cultivados in vitro em meio suplementado com NaCl (RAI et al., 2011).

Essa reducdo no comprimento da planta observada neste trabalho
possivelmente pode ser atribuida ao fato de que elevadas concentragdes de sais
causam défice hidrico devido ao aumento no potencial osmético do meio,
dificultando a absor¢do de agua pela planta (YUE et al., 2012). Além disso, a
absorcdo desordenada de Na* e Cl° ocasiona toxidez nas plantas, além de
dificultar a absorcdo de outros cations como K* e Ca?* causando desequilibrio
nutricional (WANG; HAN, 2007). Esses resultados vdo ao encontro daqueles
encontrados por Harter et al. (2014) e Sa et al. (2014) que relataram diminuicéo
do comprimento de plantas de gliricidia e mogango, respectivamente, a medida

gue se aumentavam as concentragcdes de NaCl do meio.
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Quando foram utilizadas pléantulas oriundas de semente, 0 aumento na
concentracdo de NaCl do meio ocasionou reducdo de 62,6% no comprimento
das plantas. J& 0 uso de segmentos nodais propiciou a diminuicdo do
comprimento em mais de 95% (Figura 2A e 2B). Essa reducdo mais drastica
guando se utilizaram segmentos nodais (reducdo que também foi observada para
nimero de gemas) pode ser porque esse tipo de explante inicialmente ndo
possuia sistema radicular formado, ficando mais sujeito ao efeito téxico do sal.

O NaCl é um sal capaz de causar varias injdrias, dependendo da
concentragdo que esteja em determinado meio de cultivo. Os ions Na* séo
considerados tdxicos para a grande maioria das plantas, enquanto que ions CI-
podem impedir o crescimento vegetal quando presentes em altas concentracdes
(SOUNDARARAJAN et al., 2013). No presente estudo, foi possivel notar a
ocorréncia de sintomas de toxidez causada pelo NaCl. Na Figura 2C, pode ser
observada a formacdo de areas de coloracdo cloréticas indicando a morte do
tecido. Segundo Dias e Blanco (2010), o excesso de sais promove
desbalanceamento e danos ao citoplasma, resultando em injarias principalmente
na bordadura e no épice das folhas. Os sintomas de toxicidade podem aparecer
em qualquer cultura se as concentragdes de sais forem suficientemente altas ou
acima dos niveis de tolerancia.

Na Figura 3, estdo representados os padrdes de expressao da isoenzima
esterase (EST) em plantulas oriundas de segmentos nodais e em plantulas
oriundas de sementes. A EST é uma enzima que esta diretamente associada ao
metabolismo de lipidios, como os fosfolipidios das membranas (SANTOS;
MENEZES; VILLELA, 2005). Por isso, é considerada como uma enzima ligada
aos processos de degradacdo de membranas que podem ocorrer quando qualquer
estrutura do vegetal (tecido, 6rgdo) estd submetida a algum tipo de estresse
(BASAVARAJAPPA; SHETTY; PRAKASH, 1991). Nesse contexto, preferiu-
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se avaliar a expressdo da esterase neste experimento, uma vez que sua atuacdo

na célula esté altamente ligada aos danos por estresse salino.

Figura3 Padrdo isoenzimatico de plantas de physalis cultivadas in vitro em
diferentes niveis de salinidade, revelados para a enzima esterase
(EST). Esquerda: plantas oriundas de segmentos nodais; Direita:
plantas oriundas de sementes

Foram detectadas bandas de EST em todos os tratamentos, porém foi
possivel observar que a medida que se aumentou a concentracdo de NaCl, a
expressdo da EST ficou mais pronunciada em ambos os explantes. Infere-se que
0 aumento da sua expressdo possa estar associado ao dano causado pelos ions
Na* e CI- a medida que ficam em excesso no meio. Segundo Silva et al. (2000),
essa inducdo pelo NaCl pode ser decorrente da sensibilidade dessa enzima a
interferéncia de fatores abidticos. Harter et al. (2014) também encontraram
maior atividade da EST em plantulas de mogango submetidas & niveis crescentes
de salinidade, com maior expressdo da enzima sendo verificada no sistema
radicular.

Maior expressdo da EST foi verificada quando o explante utilizado era a

plantula oriunda de semente. Este tipo de explante apresentou nimero de gemas
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e comprimento da parte aérea menores mesmo na condi¢do sem estresse, porém
com a elevagédo da salinidade, a queda dessas variaveis foi menor para esse tipo
de explante. A expressdo da EST foi mais pronunciada provavelmente porque
esse tipo de explante j& possuia raizes formadas quando comparado ao segmento
nodal e provavelmente as enzimas produzidas na raiz contribuiram para
aumentar a expressao isoenzimatica desse tipo de explante e tornd-lo mais

resistente.

3.2 Efeito do estresse salino e da utilizacéo de silicio nas caracteristicas

fisioldgicas de physalis

Na Tabela 1 séo apresentados os resultados do teste F em relacdo as

significancias para todas as variaveis avaliadas.
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Tabela 1 Significancia do teste F em relacdo aos fatores (NaCl e Si) e a
interacdo (NaCl x Si) para todas as varidveis avaliadas

Var. NaCl Si NaClx Si  Ftvs. Ad
CPA * ns ns *
CR * ns ns *
NF * ns ns *
NG * * ns *
M Fp * ns ns *
MS P ns ns ns ns
MEFEr * ns ns ns
MSr * ns ns *
Cloa * : : ns
Clob * : : ns
CloT ) - - ns
Carot . ) ) s
Teste F A * * ns ns
E ns ns ns *
gs ns ns ns *
CE1 * ns ns *
CE2 * ns ns *
EE * ns ns ns
DS * * * ns
DP/DE * * ns *
LE * * * *
DNA ns ns ns *
cVv * ns ns ns

Var. = variaveis; Ft = fatorial; Ad. = tratamento adicional (controle).

CPA = comprimento da parte aérea; CR = comprimento da raiz; NF = nimero de folhas;
NG = nimero de gemas; MFp = massa fresca da parte aérea; MSp = massa seca da parte
aérea; MFr = massa fresca de raiz; MSr = massa seca de raiz; Clo a = clorofilaa; Clo b =
clorofila b; Clo T = clorofila total; Carot = carotenoides; A = taxa fotossintética; E =
taxa transpiratoria; gs = condutancia estomética; CE1 = condutividade elétrica 1; CE2 =
condutividade elétrica 2; EE = extravasamento de eletrolitos; DS = densidade
estomatica; DP/DE = relacdo diametro polar/didmetro equatorial dos estdmatos; LF =
espessura do limbo foliar; DNA = quantidade de DNA; CV = coeficiente de varia¢do da
andlise citométrica.
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3.2.1 Analise fitotécnica

De acordo com a andlise de variancia para as caracteristicas fitotécnicas,
ndo houve efeito significativo na interacdo entre NaCl e Si, sendo observada
significancia apenas para o efeito isolado do NaCl (Tabela 1).

Pela Tabela 2, verifica-se que o aumento na concentracdo de NaCl
ocasionou reducdo no comprimento da parte aérea, no comprimento da raiz e
nos nimeros de folhas e de gemas formadas. Assim como observado no
experimento 1, o aumento da salinidade no meio ocasiona redugdo do
crescimento vegetal, considerado um dos sintomas iniciais da exposicdo ao
estresse. Segundo Wang e Han (2007) e Yue et al. (2012), esse fato estd
relacionado a ocorréncia de défice hidrico devido a reducdo do potencial
osmdtico o que dificulta a absor¢do de agua pela planta e também ao
desequilibrio de nutrientes. Harter et al. (2014) e S& et al. (2014) também
relataram diminuicdo do comprimento de plantas de gliricidia e mogango,
respectivamente, a medida que se aumentavam as concentracdes de NaCl do
meio.

O tratamento controle apresentou 0 maior comprimento da parte aérea.
Entretanto quando se compara os tratamentos relacionados ao estresse salino é
possivel notar que a maior concentracdo de NaCl foi responsavel pela menor

altura da planta (Tabela 3).



63

Tabela 2 Efeito da salinidade nas caracteristicas fitotécnicas de plantas de
physalis cultivadas in vitro

Nacl CPA CR NF NG MFp MSp MFr MSr
% - CM - e | Fo——
05 7,13a 814a 497a 447a 0594a 0,040a 0,128a 0,013 a

10 091b 474b 243b 190b 0,380b 0,033a 0,024b 0,004 b
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), nimero de folhas (NF),
naimero de gemas (NG), massa fresca da parte aérea (MFP) e da raiz (MFr) e massa seca
da parte aérea (MSp) e da raiz (MSr).

Tabela 3 Efeito da salinidade nas caracteristicas fitotécnicas de plantas de
physalis cultivadas in vitro, em relagdo ao controle

Comparacgd _CPA CR NF NG MFp MSp MFr MSr
es - cm ----- e —
Controle 11,43 8,70 510 480 0,847 0,060 0,096 0,016
0,5 7,137 8,14™ 497" 447" 0,594 ™ 0,040 0,128 ™ 0,013 "™
1,0 091" 474" 243" 190" 0,380~ 0,033 "™ 0,024 ™ 0,004 "
" e ™; contrastes significativos e ndo significativos, respectivamente, pelo teste de
Dunnett, a 5% de probabilidade.
Comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), nimero de folhas (NF),

nimero de gemas (NG), massa fresca da parte aérea (MFP) e da raiz (MFr) e massa seca
da parte aérea (MSp) e da raiz (MSr).

O comprimento da raiz apresentou reducdo em torno de 50% quando a
salinidade foi elevada para 1%. Assim como para a parte aérea, a reducao do
sistema radicular esta relacionada & menor absor¢do de agua causada pela
presenca de sais toxicos. Segundo a analise de variancia, a adi¢cdo de Si ndo
influenciou na atenuacdo do estresse. Asmar et al. (2011) também néo
encontraram aumento do comprimento de raiz em plantas de banana-macé
cultivada in vitro em meio suplementado com Si.

As variaveis namero de folhas e nimero de gemas apresentaram reducdo

de 50% e 57,5%, respectivamente, com aumento da concentracdo de NaCl
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(Tabela 2). E possivel notar que o tratamento controle apresentou as maiores
médias e que a concentracdo mais baixa de NaCl ndo diferiu significativamente
em relacdo a ele. O contrério foi observado quando a concentracdo de NaCl é
elevada para 1,0%, diferindo da testemunha (Tabela 3).

Todos os resultados encontrados para as variaveis mencionadas sempre
foram inferiores a partir do momento que se aumentava a concentracdo de NaCl
e a interacdo do sal com Si ndo foi significativa para nenhuma delas. Para essas
variaveis, foi observada significancia apenas para utilizagdo do NaCl. Sintomas

de toxidez também foram observados neste trabalho (Figura 4Ae 4B).

Figura4 Sintomas de toxidez verificados nas folhas de physalis cultivada em
meio salino em ambas as concentragdes de NaCl (A e B)

O numero de gemas foi a Unica variavel fitotécnica que apresentou
significancia quanto ao efeito isolado do Si. Houve aumento de forma quadréatica
com maior numero de gemas sendo verificado na concentracdo de 0,5% (Figura
5).
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Figura5 Numero de gemas formadas em plantas de physalis cultivadas in vitro
em relagdo as concentragdes crescentes de Si

Para os resultados de massa fresca e massa seca tanto da parte aérea
quanto da raiz, ndo foi observada interacdo entre a utilizacdo de NaCl e Si,
indicando que o elemento ndo foi capaz de contribuir para a atenuacdo do
estresse através do incremento de biomassa (Tabela 1). O mesmo ndo foi
observado no cultivo de salvia sob estresse salino, em que a adicdo de Si ao
meio de cultura foi eficiente na mitigacdo dos efeitos da salinidade, porém nunca
sendo melhores que a testemunha (SOUNDARARAJAN et al., 2013).

Neste trabalho foi constatado apenas o efeito do NaCl, ou seja, 0
aumento na sua concentracdo propiciou redugdo na massa fresca e na massa seca
da parte aérea e da raiz. Segundo Parida e Das (2005), a reducdo na massa fresca
e seca de caules, folhas e raizes € um dos sintomas observados em plantas
cultivadas sob estresse salino. O aumento na concentracdo de NaCl também
ocasionou reducdo significativa no peso, altura, nimero de folhas e
comprimento da raiz em tomateiro (MOHAMMAD et al., 1998). Rahimi et al.
(2012) também verificaram redugcdo na massa fresca e seca de plantas de funcho

submetidas ao estresse salino.
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Pela andlise dos dados de fitomassa, observa-se que a massa fresca da
parte aérea foi reduzida com elevacédo da salinidade, e esse comportamento nédo
permaneceu para a massa seca (Tabela 2). Isso pode ser explicado pelo fato de
gue possivelmente ndo houve divisdo das células durante o periodo avaliado,
mas sim elongacdo das mesmas. Mesmo no controle, esse resultado foi
observado, uma vez que a physalis quando cultivada in vitro mostra certa
tendéncia em estiolar, que é uma caracteristica inerente a espécie (Tabela 3).
Além disso, a salinidade possivelmente também afetou o teor de agua das
plantas e por isso houve reducdo da massa fresca enquanto a massa seca nao
apresentou diferenga.

De forma geral, foi observado que a adicdo de NaCl ao meio foi
prejudicial ao crescimento in vitro de physalis e que a suplementacdo com Si nas
referidas concentracdes utilizadas no experimento ndo promoveu a mitigagdo
dos danosos efeitos salinos. Segundo Braga et al. (2009), os comportamentos
distintos verificados em diferentes espécies que recebem suplementacdo com Si
podem ser explicados pelo fato de que o crescimento em condi¢des in vitro de
qualquer parte da planta depende do desenvolvimento de protocolos de meios de
cultura que estejam otimizados para cada espécie e pela perfeita interacdo dos
componentes essenciais.

A maior parte dos trabalhos envolvendo o efeito do Si no vegetal foi
realizada com espécies acumuladoras, a exemplo das monocotileddneas, devido
as respostas importantes que essas plantas mostram na presenca desse elemento,
comportamento que muitas vezes ndo é observado para outras especies, como
aquelas do grupo das eudicotiledéneas (HODSON et al., 2005). Por fazer parte
do grupo das solanaceas, é provavel que a physalis possua comportamento de
espécie ndo acumuladora de Si, assim como o tomateiro (EPSTEIN, 1994).
Trabalhos com espécies ndo acumuladoras de Si vém tornando-se mais

frequentes devido a maior busca pelo entendimento sobre o comportamento
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dessas plantas na presenca desse elemento, quando se compara ao grande
nimero de informagdes que ja existem acerca do acimulo de Si em poaceas
(ZHU; GONG, 2014).

3.2.2 Pigmentos fotossintéticos

A adicdo de NaCl, independente de sua concentracdo, reduziu o0s
conteldos de pigmentos nas folhas de physalis (Tabela 4). O conteldo de
clorofila total, por exemplo, diminuiu em torno de 40%, assim como o de
carotenoides. O mesmo foi observado em cultivares de Stevia rebaudiana
regeneradas in vitro e em variedades de arroz cultivadas na presenca de NaCl
(JAMIL et al., 2012; RATHORE; SINGH; SINGH, 2014).

Quando se observa os resultados obtidos a partir da suplementagcdo com
Si, é possivel notar que esse elemento foi capaz de elevar os contetdos tanto de
clorofilas a, b e total como de carotenoides apenas quando se utilizava a mais
baixa concentracdo de NaCl (0,5%) (Tabela 4; Figura 6). Provavelmente essa
melhoria esteja relacionada a ocorréncia de possiveis modificagdes anatdmicas,
assim como foi relatado por Asmar et al. (2011). Essas modificacdes podem
estar relacionadas ao maior espessamento de alguns tecidos que possuam
pigmentos, como o parénquima pali¢adico por exemplo.

Porém, quando se observa os contetidos de pigmentos na concentracao
de 1% de NaCl, nota-se que mesmo utilizando 1,0 g L de Si ndo é possivel
elevar os teores de pigmentos, indicando que o estresse imposto as plantas foi

suficientemente alto a ponto de causar danos severos.
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Tabela4 Conteudos de pigmentos fotossintéticos de folhas de physalis
cultivadas in vitro com diferentes combinacdes de NaCl e silicio (Si).
Desdobramento de NaCl dentro de cada nivel de Si

Si
Tratamentos 0 05 10
NacCl Clorofila a
0,5 1,60 a 4,26 a 53la
1,0 1,77 a 1,89b 141b
Clorofila b
0,5 0,72b 1,68 a 2,15a
1,0 1,15a 1,04 b 1,14 b
Clorofila total
0,5 2,32 a 594 a 7,46 a
1,0 2,92 a 294 Db 255b
Carotenoides
0,5 0,82 a 2,02 a 2,55a
1,0 0,89 a 0,98 b 0,76 b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Esses resultados corroboram com os de Soundararajan et al. (2013) que
observaram aumento nos teores de clorofila a, b e total em folhas de salvia nas
condi¢bes em que havia menor concentracdo de NaCl e presenga de Si. Nas
concentragdes mais elevadas desse sal, os conteudos dos pigmentos ndo foram
aumentados, mesmo quando se utilizava altas doses de Si. O mesmo
comportamento ndo foi observado em plantas de funcho (Foeniculum vulgar)
submetidas ao estresse salino, as quais ndo tiveram seus contetdos de clorofila
aumentados quando se utilizava Si no meio (RAHIMI et al., 2012).

Na Tabela 5, é possivel notar que mesmo na concentracdo de 1% de
NaCl com adicéo de 1,0 g L™ de Si, os contetidos de clorofila a, clorofila total e
carotenoides sdo significativamente menores que 0s conteldos encontrados no

tratamento controle.
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Tabela5 Conteudo de pigmentos fotossintéticos em folhas de physalis
cultivadas in vitro com diferentes combinacdes de NaCl e silicio (Si),
em relacdo ao tratamento controle

NaCCI:omparagoesSi Cloa Clob CloT Carot
Controle 2,83 1,22 4,19 1,38

0,5 0 1,60~ 0,72~ 232" 0,82~

1,0 0 1,77 1,15 2,921 0,89

0,5 0,5 4,26 " 1,68" 594" 2,02

1,0 0,5 1,89 1,04 2,94 0,98 "

0,5 1,0 531" 2,15" 7,46 255"

1,0 1,0 141" 1,14 2,55 " 0,76 ©

" e ™: contrastes significativos e ndo significativos, respectivamente, pelo teste de
Dunnett, a 5% de probabilidade.
Clo a = clorofila a; Clo b = clorofila b; Clo T = clorofila total; Carot = carotenoides.

No desdobramento de Si dentro de cada nivel de NaCl, verifica-se que a
adicdo desse elemento contribuiu para 0 aumento dos contetdos de pigmentos
em situacOes de menor salinidade (Figura 6).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) que se formam em condigoes
de salinidade ocasionam a degradacdo da clorofila e a perda desse pigmento é
considerada um dos indicadores de dano oxidativo (YASAR; ELLIALTIOGLU,;
YILDIZ, 2008). Pelos resultados do contetdo da clorofila total obtidos no
presente trabalho, ja é possivel notar que o aumento do estresse causou reducdo
dessa varidvel e apenas no menor nivel de salinidade verificou-se possivel

atuacdo do Si.
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Figura6 Conteldos de clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenoides de
folhas de physalis cultivada in vitro com diferentes combinagdes de
NaCl (0,5% e 1,0%) e silicio (0; 0,5e1,0gL™)

Os carotenoides sdo considerados pigmentos acessorios, pois a luz
absorvida por eles é transferida para a clorofila para o processo de fotossintese
(TAIZ; ZEIGER, 2013). As maiores concentracfes de NaCl levaram a
ocorréncia de menor teor para esse pigmento. Entretanto, na concentracdo de
0,5% de NaCl com suplementagdo de Si, houve aumento no conteudo de
carotenoides, o que pode ser vinculado a presenca de Si no meio de cultura
(Tabela 4; Figura 6).

Apesar de ndo existirem trabalhos com aplicacdo de Si em P. peruviana,
é esperado que essa espécie, assim como o tomateiro, comporte-se como planta
ndo acumuladora, pelo fato de pertencerem a mesma familia. Porém, segundo
Currie e Perry (2007), mesmo a planta ndo sendo capaz de acumular Si, devido a
algum tipo de mecanismo que dificulte a absorcdo desse elemento, ela pode

passar a absorver caso esteja exposta a algum estresse. Assim, a absorcdo de Si
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pode ser desencadeada pelo estimulo a protecdo contra doengas, pragas e outras
condicdes de estresse.

3.2.3 Trocas gasosas

Para as variaveis relacionadas as trocas gasosas a interacdo ndo foi
significativa (Tabela 1). A taxa fotossintética (A) apresentou significancia
apenas quando se observa os fatores de forma isolada, podendo ser inferido que
0 aumento na salinidade do meio acarreta na diminuigdo de A (Tabela 6). Essa
reducdo j& foi constatada em diversos estudos que mostram que o NaCl é capaz
de interferir no processo fotossintético (PARIDA; DAS, 2005), considerado

como o processo fisioldgico dominante das plantas.

Tabela6 Efeito da salinidade nas trocas gasosas de plantas de physalis
cultivadas in vitro em meio salino

NacCl

% A E gs
05 4,65a 494a 0,282
1,0 2,93b 335a 0,19a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

A = taxa fotossintética, em pmol CO, m? s; gs = condutancia estomatica, em mol m?s’
L. E = taxa transpiratéria, em mol H,O m?2 s,

Quando se compara os niveis de NaCl com o tratamento controle,
percebe-se que as taxas fotossintéticas ndo diferiram entre si (Tabela 7).
Segundo Esteves e Suzuki (2008), a taxa fotossintética normalmente é menor em
plantas tratadas com excesso de sal, porém o estresse salino é mais evidente no

conteudo de clorofila e na area foliar.
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Tabela 7 Efeito da salinidade nas trocas gasosas de plantas de physalis
cultivadas in vitro, em relagdo ao controle

Comparac6es A E gs
Controle 3,69 6,85 0,50
0,5 4,65 ™ 4,94 ™ 0,28 "
1,0 2,93 ™ 3,35 ™ 0,19°

* e ™; contrastes significativos e ndo significativos, respectivamente, pelo teste de
Dunnett, a 5% de probabilidade.
Taxa fotossintética (A), taxa transpiratoria (E) e condutancia estomatica (gs).

O fator Si também influenciou significativamente na A das folhas de
physalis favorecendo aumento de forma quadratica dessa variavel, com maiores

valores sendo encontrados na concentracdo de 0,5% (Figura 7).

y =-9.66x% + 9,79k +2.92
R2=1

0 0.5 1
Concentragdes de Si (g L)

Figura7 Taxa fotossintética (A) de plantas de physalis cultivadas in vitro em
relacdo as concentragdes crescentes de Si

A taxa transpiratoria (E) se manteve igual em todos os niveis de NaCl e
esse resultado pode ser explicado pela condicdo de alta umidade relativa
existente nos tubos nos cultivos in vitro (Tabelas 6 e 7). A absorcéo de Si pode

ser favorecida pela transpiracdo ou pelo estimulo a protecdo contra estresses
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(EPSTEIN, 1999; MOTOMURA; MITA; SUZUKI, 2002). Neste trabalho a
transpiracdo ndo se modificou, logo provavelmente ndo contribuiu para a
absorcdo de Si. Também se pode inferir que o estresse provocado ndo foi
suficiente para incitar as alteracbes em E ou as plantas comportaram-se como
heterotréficas e as trocas gasosas permaneceram em niveis baixos e constantes.
Ja a condutancia estomética (gs) ndo foi alterada por nenhum dos
fatores. Porém, quando se compara com a testemunha, é possivel verificar que a
gs das plantas nos tratamentos com NaCl é menor (Tabela 7). Em Bruguiera
parviflora, a gs permaneceu igual a testemunha quando as plantas estavam
expostas a salinidade mais baixa (100 mM) e s6 diminuiu quando o teor estava
muito elevado (PARIDA; DAS; MITTRA, 2004). Agastian, Kingsley e
Vivekanandan (2000) e Gulzar, Khan e Ungar (2003) também obtiveram valores
mais baixos de gs quando cultivaram Urochondra setulosa e amora,

respectivamente, em ambiente salino.

3.2.4 Extravasamento de eletrolitos

Na Tabela 8, é possivel observar que a condutividade elétrica (CE) tanto
aos 25 °C (CE1) quanto aos 90 °C (CE2) aumentou a medida que se elevou a
salinidade para 1%. A porcentagem da razdo das CE’s resultou em uma taxa de
extravasamento de eletrélitos maior (em torno de 59%) a partir do aumento da

salinidade.



74

Tabela 8 Efeito da salinidade na condutividade elétrica e extravasamento de
eletrdlitos de folhas de physalis cultivadas in vitro

NaCl (%) CE1 CE2 EE
05 27,66 a 43,79 a 63,17 a
1,0 129,52 b 127,95 b 101,23 b

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

A porcentagem de extravasamento de eletrolitos oferece indicios dos
possiveis danos ocasionados nas células. Tecidos vegetais submetidos ao
estresse salino sdo mais facilmente deteriorados, ocorrendo assim menor
integridade das membranas. Como consequéncia, o conteudo celular €
extravasado para 0 meio e a quantidade de lixiviados pode ser determinada de
forma que quanto maior o contelido extravasado da célula, teoricamente maior
serd o dano (ATAIDE; FLORES; BORGES, 2012). Mudancas na atividade da
enzima esterase também sdo indicativos de injurias as membranas. Esses danos
na membrana ocorrem em consequéncia da peroxidacao lipidica provocada pelo
excesso de espécies reativas de oxigénio (EROs) em situacbes de estresse
oxidativo (MELO et al., 2014). O excesso de Na*, além de afetar a integridade
celular, também favorece o acimulo desse cation no interior da célula causando
disturbios na absorcdo de K*, aumento na relacdo Na'/K* e redugdo do
crescimento da planta (MENDES et al., 2011).

Resultados similares foram encontrados para abacaxi ornamental que
apresentou 15% de dano na integridade da membrana sob ambiente salino
(MENDES et al., 2011), cultivares de alfafa durante a selecdo in vitro de
genotipos tolerantes a salinidade (CAMPANELLI et al., 2013) e para videira
que apresentou extravasamento de eletrolitos 42% maior sob estresse salino
(LIU; NAKAJIMA; MORIGUCHI, 2011).

Em comparagdo com o tratamento controle, foram encontradas

diferencas nas médias de condutividades apenas quando a concentracdo de NaCl
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¢ aumentada para 1,0% (Tabela 9). J& o EE, em ambos os niveis de NaCl,

permaneceu igual ao controle.

Tabela 9 Efeito da salinidade na condutividade elétrica e extravasamento de
eletrélitos de folhas de physalis cultivadas in vitro, em relacdo ao

controle
Comparacdes CEl CE2 EE
Controle 19,08 28,96 65,88
0,5 27,66 ™ 43,79 ™ 63,17 ™
1,0 129,52 " 127,95 " 101,23 ™

" e ™; contrastes significativos e ndo significativos, respectivamente, pelo teste de
Dunnett, a 5% de probabilidade.

Para essas variaveis, a interacdo NaCl x Si ndo foi significativa,
realcando auséncia de efeito do Si na atenuacdo do estresse nessas
caracteristicas. Porém, segundo Zhu et al. (2004), algumas evidéncias sugerem
gue o Si diminui a permeabilidade da membrana plasmatica e mantém a
integridade e as fung¢fes da membrana, atuando contra a toxicidade salina. Esses
mesmos autores relatam que o Si foi capaz de diminuir o extravasamento de

eletrélitos de pepino (Cucumis sativus L.) cultivado sob salinidade elevada.

3.2.5 Anatomia foliar

A anatomia foliar também foi modificada pela acdo do NaCl e do Si.
Houve diferenca significativa na interacdo para todas as variaveis anatdmicas,
com excecdo da relacdo DP/DE (Tabela 1).

A densidade estomatica (nGmero de estdbmatos mm?2) foi reduzida
quando se elevou a salinidade para 1% (Tabela 10). Porém, verifica-se que na
concentracdo de 0,5% de NaCl, a adicdo de Si foi eficaz para que houvesse

aumento dessa variavel.
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Tabela 10 Densidade estomatica da face abaxial e espessura do limbo foliar de
plantas de physalis cultivadas in vitro com diferentes combinacdes de
NaCl e silicio (Si)

Si
Tratamentos 0 05 10
NacCl Densidade estomatica
0,5 32aC 47 aA 41 aB
1,0 24 bA 27 bA 25 bA
Limbo foliar
0,5 178,61 aB 340,62 aA 219,70 aB
1,0 344,14 bB 360,71 aB 441,83 bA

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitdscula na linha nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Alguns estudos j& mostraram que o0 estresse salino provoca reducdo no
namero de estdmatos, a exemplo do estudo realizado por Romero-Aranda, Soria
e Cuartero (2001) que mostra a reducdo da densidade estomatica de cultivares de
tomateiro cultivadas sob elevada salinidade, e do trabalho publicado por Parida,
Das e Mitra (2004) que apresenta a reduc¢do no numero de estdbmatos em folhas
de Bruguiera parviflora sob estresse salino. Entretanto, ndo se sabe ao certo
quais sdo os mecanismos pelos quais a salinidade regula essa caracteristica. Em
quinoa (Chenopodium quinoa), Shabala et al. (2012) observaram associagéo
entre aumento da salinidade e consequente diminuicdo da densidade estomatica.
Os autores relacionaram essa reducdo ao aumento da suculéncia foliar que
consiste no espessamento dos tecidos foliares com resultante aumento do
volume de seiva (SHABALA; MAKAY, 2011). O aumento da suculéncia é uma
resposta adaptativa de plantas glicofitas e ocorre por meio do aumento das
células do mesofilo e dos vactolos e é proposto que ela seja uma resposta direta
ao efeito da salinidade com o intuito de aumentar a area de estocagem de Na* e
Cl'(HAJIBAGHERI; HALL; FLOWERS, 1984).

Quando se compara todos os tratamentos com o controle, é possivel

observar que nos tratamentos em que havia adicdo de 0,5 g L™ de Si o nimero de
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estomatos mm2 ndo diferiu do controle, indicando assim a atuacdo do Si na

mitigacdo do efeito danoso do sal, o qual havia reduzido a densidade (Tabela

11). O Si pode atuar no aumento da densidade com a finalidade de aumentar a

captacdo de CO- e de manter a taxa fotossintética. O incremento da densidade

estomatica em plantas cultivadas in vitro com adicdo de Si ja foi relatado na
literatura (ASMAR et al., 2011; DIAS et al., 2014). Na Figura 7, pode ser

visualizado o padrdo de distribuigdo dos estdbmatos de todos os tratamentos.

Tabela 11 Densidade estomatica e espessura do limbo foliar em folhas de
physalis cultivadas in vitro sob estresse salino e presenca de silicio,

em relag&o ao controle.

Comparacg6es
NaCl i DS LF
Controle 45 186,75
0,5 0 32" 178,61 ™
1,0 0 24" 344,14"
0,5 0,5 47 340,62 "
1,0 0,5 27" 360,71
0,5 1,0 41 219,70 ™
1,0 1,0 25" 441,83 "

* e ": contrastes significativos e ndo significativos, respectivamente, pelo teste de
Dunnett, a 5% de probabilidade.
DS = densidade estomatica, em nimero de estomatos mm2; LF = limbo foliar, em pm.
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Figura8 Densidade estomatica da face abaxial de folhas de physalis cultivada
in vitro com diferentes combinac6es de NaCl (0,5% e 1,0%) e silicio
(0; 0,5e 1,0 g L™). A: controle; B: 0,5% NaCl + 0,0 g L Si; C: 0,5%
NaCl + 0,5 g L* Si; D: 0,5% NaCl + 1,0 g L Si; E: 1,0% NaCl + 0,0
g LtSi; F:1,0% NaCl + 0,5 g L* Si; G: 1,0% NaCl + 1,0 g L Si.
Barra =25 pm

Quanto a relacdo didmetro polar/diametro equatorial (DP/DE) nédo foi
verificada significAncia entre os fatores, exceto quando sdo interpretados de
forma isolada (Tabela 1). Analisando primeiramente o efeito do NaCl, é possivel
notar que o aumento em seus niveis foi acompanhado de aumento na relagdo
DP/DE (Tabela 12). Apesar de a salinidade ter ocasionado redugdo do nimero
de estbmatos para evitar perda de agua, a relacdo DP/DE foi aumentada para que
a captacdo de CO. se mantivesse. Essa acdo mostra como o vegetal possui certa
plasticidade anatdmica quando exposto em ambientes adversos.
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Tabela 12 Relagdo didmetro polar/didmetro equatorial (DP/DE) dos estdmatos
da face abaxial de folhas de physalis cultivadas in vitro na presencga
de NaCl ou na de silicio (Si)

NaCl (%) DP/DE
05 215D
1,0 231a

Si(gLY)

0,0 2,32a
05 214 b
1,0 2,24 ab

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

J& 0 aumento nas concentragfes de Si ndo apresentou tendéncia
claramente definida, podendo-se inferir apenas que a relagdo DP/DE diminui
com adicdo de 0,5 g L* de Si, e apresenta tendéncia de aumento quando a
concentragdo sobe para 1,0 g L™ (Tabela 12).

Segundo Khan et al. (2002), a relacdo DP/DE é uma variavel associada
ao formato das células-guarda, sendo considerada indicadora da funcionalidade
estomatica, de forma que maiores valores para essa relacdo evidenciam maior
funcionalidade dos estbmatos, ou seja, o didmetro polar possivelmente esta
maior fazendo com que o estdbmato tome o formato mais eliptico. Estdmatos de
formatos mais arredondados sdo considerados menos funcionais. Em antdrio
cultivado in vitro, foi observado que a relacdo DP/DE aumentava a medida que
se adicionava Si ao meio de cultivo até determinada concentragdo na qual, a
partir dela, ocorria queda para essa variavel (DIAS et al., 2014). Asmar et al.
(2011) também encontraram aumento dessa relacdo em bananeira-maca
micropropagada na presenga de Si, assim como também foi relatado em abacaxi
“Gomo-de-mel” cultivado in vitro com adi¢do desse elemento (BRAGA et al.,
2009).
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Na Tabela 13, verifica-se que, em comparacao ao tratamento controle, a
concentragdo de 1,0% de NaCl favoreceu o aumento da relacdo DP/DE,
evidenciando o aumento da funcionalidade dos estdbmatos em situacbes de
estresse salino. A adicdo de Si também foi significativa quando comparada ao

tratamento controle.

Tabela 13 Relagdo didmetro polar/didmetro equatorial (DP/DE) dos estdmatos
da face abaxial de folhas de physalis cultivadas in vitro na presenga
de NaCl ou na de silicio (Si), em relacdo ao controle

Comparac6es DP/DE
Controle 2,02
NaCl (%)

0,5 2,15

1,0 2,31"
Si(gL™)

0,0 232"

0,5 2,14 ™

1,0 2,24"

* e "; contrastes significativos e ndo significativos, respectivamente, pelo teste de
Dunnett, a 5% de probabilidade.

A exposicdo das plantas ao estresse salino bem como a adi¢do de Si ao
meio levaram a modificagdes significativas na espessura do limbo foliar (Tabela
10). O aumento dos niveis de salinidade ocasionou incremento significativo na
espessura. Nos meios onde havia 0,5% de NaCl, a adicdo de 0,5 g L de Si
favoreceu 0 aumento da espessura, enquanto no meio com salinidade mais
elevada, a adicdo de 1,0 g L de Si acarretou em maior espessamento do limbo
foliar.

E interessante observar que, em suma, 0 aumento nos niveis de estresse

salino proporcionou aumento na espessura do limbo. Esse resultado vai ao
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encontro com aqueles obtidos para a densidade estomatica quando se leva em
conta a suculéncia foliar. Ja foi comentado que o0 aumento na espessura dos
tecidos, ou seja, aumento na suculéncia foliar € uma resposta das plantas a
exposicdo a salinidade. Para que o armazenamento de ions Na* e Cl e de agua
seja mais efetivo, a planta tende a aumentar a espessura do limbo visando ao
aumento da area de estocagem. E importante salientar que o aumento dessa area
contribui também para a manutencdo dos teores de pigmentos como as
clorofilas, uma vez que para que a area aumente é necessario que os tecidos do
mesofilo, dentre eles 0s que possuem pigmentos, figuem mais espessos. Nesse

trabalho, esse comportamento p6de ser claramente observado.

3.2.6 Quantificacdo de DNA

A quantidade de DNA néo foi afetada pelos dois niveis de salinidade
impostos nem pelas concentracdes de Si utilizadas (Tabela 1). A quantidade
média de DNA encontrada foi de 10,68 pg, com base no padrdo de referéncia
Solanum lycopersicum (tomateiro). Quanto ao coeficiente de variacdo (CV),
apenas o tratamento com 1,0% de NaCl apresentou diferencga (Tabela 14). Ainda
assim, esse valor mais alto de CV encontra-se dentro da faixa aceitavel proposta
por Marie e Brown (1993) que definem um espectro de valores de 1 a 2% para
analises de alta qualidade. Dessa forma, embora o tratamento com maior
concentracdo salina tenha apresentado CV maior, ainda encontrou-se na faixa

permitida, fazendo com que a analise ndo ficasse comprometida.
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Tabela 14 Conteudo de DNA e coeficiente de variagdo de folhas de physalis
cultivadas in vitro na presenca de NaCl ou na de silicio (Si)

NaCl (%) DNA cV
05 10,61 a 1,40 a
1,0 10,63 a 1,70b

Si(gLY
0,0 10,68 a 1,38a
05 10,52 a 157a
1,0 10,66 a 171a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
DNA = contetudo de DNA, em pg; CV = coeficiente de variagéo, em %.

Quando comparados ao controle, tanto o conteido de DNA como o CV
ndo apresentaram diferencas significativas, o que indica mais uma vez que, no
presente trabalho, as concentra¢des tanto de NaCl como de Si ndo interferiram

nessas variaveis.

Tabela 15 Contedo de DNA e coeficiente de variacdo da analise citométrica de
folhas de physalis cultivadas in vitro na presenca de NaCl ou na de
silicio, em rela¢do ao controle

Comparac6es DNA CVv
Controle 11,01 1,25
NaCl (%)

0,5 10,61 1,43 ™

1,0 10,63 1,70™
Si(gL?)

0,0 10,68 ™ 1,38 ™

0,5 10,52 ™ 1,57m™

1,0 10,66 ™ 1,71m™

* e ™ contrastes significativos e ndo significativos, respectivamente, pelo teste de
Dunnett, a 5% de probabilidade.
DNA = conteudo de DNA, em pg; CV = coeficiente de variacdo, em %.



83

O efeito inibitério do NaCl ja foi relacionado a reducdo na divisdo
celular, caracterizado pela reducao no indice mitético, e ao aumento no nimero
de aberracGes nos cromossomos em varias fases da mitose que poderiam
ocasionar diferencas na quantidade de DNA das plantas (TEERARAK et al.,
2009). Além disso, 0 excesso de sal também poderia interferir em processos
fisioldgicos e bioquimicos como toxicidade de ions, desequilibrio mineral e
estresse oxidativo que proporcionariam interagdo com VArios componentes
celulares, dentre estes 0 DNA (ZHU et al., 2002). Porém neste trabalho, as
concentragdes de NaCl utilizadas ndo foram capazes de alterar a quantidade de
DNA nuclear de physalis.

Pela Figura 8, é possivel verificar que os picos sempre caem no mesmo

canal, o que é um dos indicativos de que a quantidade de DNA se manteve igual.

Eventos
Eventos

lodeto de propideo lodeto de propideo

Eventos

lodeto de propideo

Figura9 Histogramas gerados a partir da analise de folhas de plantas de
physalis cultivadas em meio com diferentes combinacdes de NaCl e
Si. (A) Controle; (B) Tratamento com 0,5% de NaCl; (C) Tratamento
com 1,0% de NaCl. Picos nas cores branca e preta pertencem ao
padrdo de referéncia (tomateiro) e ao physalis, respectivamente
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4 CONCLUSOES

A utilizagdo de concentragOes crescentes de NacCl in vitro prejudica o
crescimento, o conteldo de pigmentos fotossintéticos, o extravasamento de
eletrolitos e afeta a fotossintese e a anatomia foliar de Physalis peruviana.

A suplementacdo com silicio € capaz de minorar os efeitos salinos
apenas quando a concentragdo de NaCl é de 0,5% e esse efeito sO € observado
para conteldo de pigmentos e anatomia foliar.

A guantidade de DNA ndo foi afetada pelos tratamentos utilizados neste
trabalho.
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CAPITULO 3 Expressdo enzimatica, teores de prolina e de CO; e atividade
bioldgica de physalis cultivada in vitro sob estresse salino e

suplementacéo com silicio

RESUMO

Physalis peruviana L. é uma espécie que ndo tolera elevadas
concentragdes de sais no ambiente de cultivo. A salinidade é um dos estresses
abidticos mais prejudiciais ao crescimento e desenvolvimento vegetal e ha
indicios de que o silicio (Si), considerado um elemento benéfico para as plantas,
possa atuar como elemento mitigador de estresses ambientais. Dessa forma,
objetivou-se com a realizagdo deste estudo avaliar o efeito do estresse salino in
vitro induzido por NaCl em plantas de physalis e o possivel efeito atenuante do
Si em condicgBes salinas. Segmentos nodais foram inoculados em meio MS
salino (0,5 e 1,0% de NaCl) com diferentes concentragoes de Si (0; 0,5e 1,0g L
). A testemunha consistiu do meio sem adicdo de NaCl e Si. Expressdo
enzimatica, teor de prolina e de CO; e atividade biol6gica foram avaliados ap6s
30 dias. A analise eletroforética de isoenzimas mostrou que todas as enzimas
tenderam a aumentar sua atividade com o aumento da concentragdo de sal. Nos
padrdes eletroforéticos das enzimas superoxido dismutase, esterase e malato
desidrogenase, foi observado possivel diminui¢do na expresséo das enzimas nos
tratamentos que continham Si. O teor de prolina aumentou com elevagdo da
salinidade sendo observado efeito do Si no aumento dos niveis desse
aminoacido. Foi observada alta taxa respiratéria sob estresse salino e houve
efeito do Si na redugdo dessa variavel. A atividade bioldgica das folhas foi maior
com elevacdo da concentragdo de sal e ndo verificou-se efeito do Si.

Palavras-chave: Physalis peruviana L. Estresse abidtico. Salinidade. Elemento
benéfico. Isoenzimas. Osmolitos solUveis. Respiracdo. Biospeckle laser.
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ABSTRACT

Physalis peruviana L. is a species that cannot tolerate high salt
concentrations in the growth environment. Salinity is one of the most damaging
abiotic stresses that affect plant growth and development, and there is evidence
that silicon (Si), considered a beneficial element for plants, can act as a
mitigating element of environmental stresses. This study aimed at evaluating the
effect of in vitro salt stress NaCl-induced in physalis plants and the possible
mitigating effect of Si in saline conditions. Nodal segments were inoculated in
MS medium under saline conditions (0.5 and 1.0% NaCl) with different silicon
concentrations (0.0, 0.5 and 1.0 g L?). The control treatment consisted of
medium without addition of NaCl and Si. Isoenzyme expression, proline
content, CO, content and biological activity were assessed after 30 days.
Electrophoretic analysis showed that all the enzymes tended to increase their
expression with increasing salt concentration. In the electrophoretic pattern of
superoxide dismutase, esterase and malate dehydrogenase enzymes was
observed possible decrease in their expression in the treatments containing Si.
The proline content increased with increased salinity and Si effect was observed
in order to increase the levels of this amino acid. High respiratory rate was
verified under salt stress and Si showed performance in the reduction of this
variable. The biological activity of the leaves was higher with increased salt
concentration and there was no effect of Si.

Keywords: Physalis peruviana L. Abiotic stress. Salinity. Beneficial element.
Isoenzymes. Soluble osmolytes. Respiration. Biospeckle laser.
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1 INTRODUCAO

Physalis peruviana L., popularmente conhecida como physalis, joa ou
cape gooseberry é uma espécie conhecida por suas propriedades nutricionais e
exuberancia de seus frutos (PUENTE et al., 2011). E rica em vitaminas A e C e
minerais, além de possuir compostos considerados bioativos, a exemplo das
fisalinas (WU et al., 2004). No Brasil a physalis ainda é pouco explorada
comercialmente devido ao efeito da sazonalidade de producéo, ao pouco habito
do brasileiro em consumir pequenos frutos e aos escassos resultados de pesquisa
colocados a disposicdo do agricultor (MUNIZ et al., 2012). Porém, em outros
paises sua exploracdo ja se encontra estabelecida, como é o caso da Colémbia
onde a physalis foi cultivada em uma &rea de mais de 700 ha em 2011
(MIRANDA et al., 2014) em regides entre 1.800 a 2.800 m acima do nivel do
mar, tornando-se a segunda fruta mais exportada pelo pais que possui area de
600 mil ha afetada pela salinidade (CASIERRA; EBERT; LUDDERS, 2000;
MIRANDA et al., 2014).

A physalis, como a maioria das plantas horticolas, é considerada uma
espécie glicofita, ou seja, ndo possui tolerancia a salinidade (GRATTAN;
GRIEVE, 1999). O estresse salino é considerado como uma das principais
ameacas ambientais a agricultura por afetar diversos aspectos da fisiologia do
vegetal (HASHEMI; ABDOLZADEH; SADEGHIPOUR, 2010). A maioria das
plantas, especialmente as glicofitas, € muito sensivel as elevadas concentragdes
de Na* que podem levar & morte celular devido as alteragdes na homeostase
intracelular ocasionando disfungfes na membrana, redugdo da atividade
metabdlica e efeitos secundérios que causam inibicdo do crescimento
(MIRANDA et al., 2014). As respostas morfofisiologicas das plantas a
salinidade variam em funcdo do gendtipo, do estadio de desenvolvimento e da

intensidade e duracdo do estresse. Producao de solutos compativeis tais como a
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prolina, modificacbes na taxa respiratoria e alteragBes no metabolismo e na
anatomia foliar sdo alguns dos mecanismos encontrados pelas plantas para tentar
se manter em ambientes adversos (PARIDA; DAS, 2005).

O silicio (Si) € um dos elementos considerados benéficos aos vegetais,
uma vez que sua presenca pode acarretar em melhoria de algumas
caracteristicas, enquanto sua auséncia ndo possui efeitos significativos no ciclo
de vida da maioria das plantas (VASANTHI; SALEENA; RAJ, 2014). Além de
estimular e favorecer o crescimento vegetal, o Si também mostra atividade
contra estresses abidticos (SHAKOOR, 2014). Estudos ja mostraram que o Si
pode aumentar a tolerancia a salinidade em algumas culturas importantes tais
como arroz (GONG; RANDALL; FLOWERS, 2006), cevada (LIANG et al.,
2005), trigo (TUNA et al., 2008), cana-de-agucar (ASHRAF et al., 2010), soja
(LEE et al., 2010) e tomate (ROMERO-ARANDA; JURADO; CUARTERO,
2006), atraves da reducdo da toxicidade de ions e do dano oxidativo e da
regulacdo da biossintese de compostos soltveis (ZHU; GONG, 2014).

Com base em todas as informacdes apresentadas e levando-se em conta
que, segundo Claeys et al. (2014), ensaios em condic¢des in vitro que visem o
entendimento do comportamento das plantas ao estresse salino sdo considerados
totalmente viaveis, justificando-se a realizacdo do presente trabalho.

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar as possiveis modificacdes
na expressao isoenzimatica, no teor de prolina e de CO; e na atividade bioldgica
mensurada pelo speckle laser dindmico de plantas de physalis cultivada sob

estresse salino e suplementacdo com silicio.
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2 MATERIAL E METODOS

Segmentos nodais oriundos de plantas de physalis previamente
cultivadas in vitro foram inoculados em meio MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) adicionado de 30 g L de sacarose, solidificados com 1,8 g L de phytagel
e com pH ajustado para 5,8. O meio de cultivo foi adicionado de diferentes
combinacdes de NaCl (0,5% e 1,0%) e de &cido silicico (0; 0,5e 1,0 g L ™).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 2 x 3 (duas concentra¢fes de NaCl e trés concentragGes de
acido silicico) + um tratamento adicional representado pelo controle (sem adigéo
de nenhum dos fatores). Cada tratamento foi composto de 40 tubos de ensaio
com uma planta em cada.

O silicio foi adicionado ao meio na forma de &cido silicico purissimo
(SiO2.x H20). Apos aplicagdo dos tratamentos, os explantes foram mantidos em
sala de crescimento a 25 °C + 2 °C e fotoperiodo de 16 horas.

Apo6s 30 dias, foram realizadas as seguintes avaliagdes:

Anélise eletroforética de isoenzimas: Seis plantas por tratamento
foram coletadas e armazenadas a temperatura de -86 °C. O material foi
macerado em almofariz pré-resfriado com nitrogénio liquido e adicionado
antioxidante polivinilpirrolidona (PVP). Foram feitas subamostras de 100 mg do
material macerado nas quais foram adicionados 300 puL do tamp&o Tris HCI
0,2M pH 8,0 e B-mercaptoetanol 0,1%. O material foi homogeneizado em vortex
e mantido por 12 horas em geladeira, seguido de centrifugacéo a 14.000 rpm por
30 minutos, a 4 °C. A eletroforese foi realizada em sistema de géis de
poliacrilamida em sistema descontinuo (7,5% gel separador e 4,5% gel
concentrador). O sistema tampéo gel/eletrodo utilizado foi o Tris-Glicina pH
8,9. Foram aplicados 60 pL do sobrenadante das amostras no gel e a corrida

eletroforética efetuada a 120 V por 5 horas. Ap6s o término da corrida, 0s géis
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foram revelados para as enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidase (POD), esterase (EST) e malato desidrogenase (MDH), conforme
Alfenas et al. (2006). A interpretacdo dos resultados foi baseada na analise
visual dos géis de eletroforese, levando-se em consideracdo a presenca e a
auséncia e a intensidade de expressdo de cada uma das bandas.

Teor de prolina: Plantas inteiras foram coletadas e maceradas em uma
mistura de metanol, cloroférmio e &gua (MCA) na proporcéo de 12:5:1 (v/v/v).
A amostra foi centrifugada por 3 minutos a 4.000 rpm, sendo coletado o
sobrenadante. No residuo, foram adicionados 2 mL de MCA e novamente
centrifugado e o0s sobrenadantes obtidos foram combinados. As etapas de
lavagem, centrifugacdo e coleta foram novamente repetidas. O sobrenadante foi
colocado em funil de separagdo, onde se adicionou 2,3 mL de agua destilada e
1,5 mL de cloroférmio, agitando-se o funil levemente. A fase inferior foi
descartada e a superior, utilizada para a quantificacdo de prolina. A prolina foi
determinada pelo método de Messer (1961), e a leitura em espectrofotdmetro a
509 nm, utilizou-se como padrdo uma solucdo de prolina 10-4 M diluida com
agua na proporc¢do de 1:1.

Andlise da atividade respiratéria: Cinco tubos de ensaio por
tratamento foram avaliados quanto a atividade respiratéria por meio da
introducdo de uma agulha que perfurava o plastico que vedava a abertura do
tubo. Esse plastico impedia as trocas gasosas com o ambiente, mas permitia a
entrada da agulha para retirada do ar. Essa agulha é acoplada ao aparelho PBI —
Dansensor Checkpoint O,/CO, que funciona com um leitor eletroquimico que
absorve aproximadamente 15 mL da atmosfera da amostra e instantaneamente
faz a leitura da quantidade de O, e CO, em porcentagem. Esses valores foram
posteriormente divididos pelo peso das plantas presentes nos tubos e pelo tempo

de 8 horas referente ao tempo de leitura final (padréo).
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Atividade bioloégica com Biospeckle Laser (ou Speckle Laser
Dinamico): Os tubos de ensaio foram iluminados por uma luz coerente e 0s
padrdes de interferéncia, formados pela interacdo da luz com o material
estudado, foram capturados por um microscépio digital. O microscopio foi
disposto na posicdo anterior do tubo de ensaio, formando a configuracdo
forward-scattering. A luz coerente utilizada foi proveniente de um laser diodo
de cor verde, com comprimento de onda de 532 nm e corrente em torno de 66
mA, ampliadas por um conjunto de lentes suficientes para cobrir toda a amostra.
A distancia entre a lente e a amostra foi de 0,75 m (RIBEIRO et al., 2014). Os
padrdes de interferéncia formados pela interagdo da luz com o material estudado
foram coletados por um microscépio portatil digital da marca Dinolite, modelo
AM 413zt. A distancia entre o microscépio e a amostra foi de 0,073 m. Em cada
sessdo de iluminagdo foi armazenado um conjunto de 128 imagens em niveis de
cinza, com resolugdo de 1.280 x 1.024 pixels e intervalo de 0,08 s entre frames.
A andlise e interpretacdo dos dados foram realizadas no software MatLab.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2008). Os dados foram submetidos a analise
de variancia e, em caso de ocorréncia de diferencas significativas dos fatores ou
entre a interagdo entre eles, as médias foram comparadas entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade ou desdobradas por meio do teste Tukey e
regressdo, respectivamente. As comparacdes com o tratamento adicional

(controle) foram analisadas pelo teste de Dunnett, a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O padréo eletroforético da SOD revelou que 0 aumento na concentragdo
de NaCl acarretou em aumento na sua expressao (Figura 1A). Porém, no
tratamento com 0,5% de NaCl combinado com a maior concentracdo de Si
houve menor expressdo dessa enzima, o que indica possivel acdo do Si como
elemento atenuante do estresse salino. Em contrapartida, quando se observam as
bandas formadas a partir do tratamento com 1,0% de NaCl, a expressdo da SOD
volta a ser maior, independente da adicdo ou ndo de Si no meio. Nesse caso, 0 Si
provavelmente ndo foi capaz de mitigar os efeitos da salinidade em maior nivel,
devido aos maiores danos celulares que o NaCl deve ter acarretado.

CondicGes de estresses abioticos que sdo impostas as plantas levam a
superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’S) que podem causar
lesBes nas estruturas celulares, afetando-as muitas vezes de forma irreversivel
(BARBOSA et al., 2014). Porém, as plantas apresentam um eficiente sistema
antioxidante que esta envolvido com a atividade de muitas enzimas, dentre as
quais podem ser citadas a SOD e a catalase (CAT) (ESTEVES; SUZUKI, 2008).
SOD e CAT séo consideradas enzimas antioxidantes, capazes de eliminar as
ERO’s da célula (ZHU; GONG, 2014). A SOD é a enzima com maior poder de
remogdo de O, Ela catalisa a reacdo de dismutacdo de anions superoxido em O
e H.O, (SCANDALIOS, 1993). A remocdo desse H.O (altamente toxico)
produzido é uma agdo essencial para que a celula evite a inibicdo de outras
enzimas, tais como aquelas controladoras do ciclo de Calvin, e essa remocéo
pode ser realizada pela CAT (PAN; WU; YU, 2006). Assim, fica claro a
importancia que essas duas enzimas possuem no controle das adversidades que

ocorrem na célula.
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Figural Padrbes isoenziméticos de plantas de physalis cultivadas in vitro em
condi¢des de salinidade e suplementacdo com Si, revelados para as
isoenzimas superéxido dismutase — SOD (A), catalase — CAT (B) e
peroxidase — POD (C)
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O padréo eletroforético da CAT, apresentado na Figura 1B, mostra que a
partir do momento que as plantas foram submetidas ao estresse salino (0,5% de
NaCl) houve aumento expressivo na expressao dessa enzima. Maior expressao
da CAT esta relacionada a maior defesa contra a formacdo de H,O, celular
(BARBOSA et al., 2014). No entanto, quando a concentracdo salina foi
aumentada, foi possivel observar decréscimo na expressdo da enzima,
independente das concentra¢Ges de Si. Isso pode ser explicado pelo fato de que
em condi¢Bes mais severas de estresse, a célula diminui a producdo da enzima
CAT, que fica com atividade reduzida, a fim de diminuir o gasto energético
celular. Em Glycyrrhiza uralensis cultivada sob estresse salino, a atividade da
CAT também foi reduzida e os autores atribuiram essa redugédo na atividade da
CAT a expressdo de outras enzimas antioxidantes com maior capacidade de
decomposicdo do H,O, gerado, a exemplo das peroxidases (PAN; WU; YU,
2006).

A avaliacdo da peroxidase (POD) no presente trabalho confirmou a
hip6tese de que a reducdo da CAT poderia ser devido ao aumento da atividade
de outras enzimas antioxidantes. De fato, quando se constatou que a CAT teve
sua expressdo reduzida, também foi verificado claro aumento na expressdo da
POD (Figura 1C). As peroxidases (PODs) de forma geral s&o enzimas altamente
especificas na quebra do H,O,. Nas plantas, as PODs existem em muitas
isoformas e estdo envolvidas em uma série de processos celulares, sendo
encontradas na parede celular e nos vaclolos. Algumas delas sdo expressas
naturalmente, enquanto outras sdo induzidas por estresses ambientais, como
constatado em estudos que mostram que baixas atividades indicam sintomas de
estresse menos graves e altas indicam sintomas mais graves (BARBOSA et al.,
2014). A atividade da POD pode servir como marcador bioquimico de estresses
bidticos e abiodticos e na identificagcdo precoce de processos morfogénicos

durante a diferenciacdo celular, crescimento e multiplicacdo de plantas
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(BARBOSA et al., 2014; KIM; KWAN, 2010). Como j& comentado
anteriormente, Pan, Wu e Yu (2006) observaram que o estresse induzido em G.
uralensis aumentou a atividade da POD, enquanto que a atividade da CAT
reduziu significativamente, indicando que a POD teve maior competéncia para
quebrar o H,0, gerado pela SOD. Comportamento similar foi observado em
raizes de arroz expostas a salinidade (KHAN; SINGHA; PANDA, 2002).

De forma geral, observou-se que a adi¢do de Si ndo diferiu dos demais
tratamentos que sé apresentavam NaCl. Esses resultados vdo ao encontro aos de
Zhu et al. (2004) que também nédo encontraram diferencas na atividade da CAT
em plantas de pepino cultivadas sob estresse salino com e sem Si. E interessante
observar que quando a concentracdo de sal aumenta para 1%, a atividade da
CAT diminui drasticamente, enquanto a atividade da SOD se eleva (Figura A,
B). Isso mostra que ambas as enzimas possuem atuagdo conjunta. Resposta
similar foi encontrada por Pan, Wu e Yu (2006), que em estudo com alcaguz
(Glycyrrhiza uralensis), observaram que o estresse salino imposto nas plantas
acarretou em aumento na expressdo da SOD em detrimento da expressdo da
CAT.

A esterase (EST) é uma enzima associada as reacOes de hidrdlise de
ésteres e esta diretamente ligada ao metabolismo de lipidios e aos processos
degenerativos das membranas celulares (SANTOS; MENEZES; VILLELA,
2004). Maior expresséo da EST foi verificada na maior concentragdo de NaCl na

auséncia de Si (Figura 2A).
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GRS

Figura2 Padrdes isoenziméticos de plantas de physalis cultivadas in vitro em
condicBes de salinidade e suplementacdo com Si, revelados para as
isoenzimas esterase — EST (A) e malato desidrogenase — MDH (B)

A partir do momento que o Si é adicionado ao meio, pode ser observado
que a atividade da EST diminui em algumas bandas. Esse fato pode ser atribuido
a possivel acdo do Si na tolerdncia a salinidade. Sabe-se que em plantas
acumuladoras o Si pode diminuir os niveis de Na* no citoplasma celular e
aumentar o K*, através do estimulo da enzima H*-ATPase na membrana
plasmatica (MALY; AERY, 2008). Entretanto, ainda é desconhecido se
realmente o Si regula de forma direta a atividade de transporte ou a expressdo da
proteina antiporte Na*/H* sob estresse salino (ZHU; GONG, 2014). Essa
proteina desempenha papel importante na manutencéo da baixa concentracdo de
Na* pela sua remocao do citosol (YUE et al., 2012). Porém, é bom salientar que

a physalis ndo é uma espécie que acumula Si, e assim esses efeitos observados
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para muitas espécies, podem ndo ser encontradas neste caso. Em tomateiro,
cultura pertencente @ mesma familia do physalis e também considerada uma
espécie ndo acumuladora de Si, a adicdo desse elemento ndo teve efeito nas
concentracdes de Na* e Cl das folhas, indicando que o Si ndo tem efeito
relevante devido ao tomateiro ser uma planta considerada ndo acumuladora.
Porém, o armazenamento de agua no tomateiro melhorou com a adicdo de Si, e
esse maior contelido de agua contribuiu para a diluicdo dos sais reduzindo sua
toxidez (ROMERO-ARANDA; JURADO; CUARTERO, 2006).

Com relagdo a MDH, sua expressdao foi mais pronunciada nos
tratamentos com maior concentragdo de NaCl. Entretanto, observa-se que
quando houve adicdo de Si, a expressdo dessa enzima tornou-se pouco menor
(Figura 2B). A MDH esta associada a biossintese de oxalacetato (OAA), pela
interconversdo de malato para oxalacetato durante o ciclo de Krebs, possuindo
importante funcdo na respiragdo celular (WEEDEN; WENDEL, 1990) e
assumindo grande importancia em ampla variedade de reacdes biossintéticas
como a sintese de aminoacidos, gliconeogénese, manutencdo dos potenciais
redox (LIN et al., 2003).

O aumento da expressdo da MDH pode ser devido ao aumento da
atividade da enzima em diferentes compartimentos celulares ou a inducao da sua
atividade expressa pela maior intensidade de bandas (SATTERS et al., 1994).
Essa maior intensidade pode ter ocorrido devido ao aumento da respiragdo nas
plantulas que estavam na presenca de NaCl (principalmente na maior
concentracdo), uma vez que nesses tratamentos 0s processos degenerativos
possivelmente ja estavam desencadeados e, consequentemente, as enzimas
envolvidas na respiracdo foram ativadas.

Para teor de prolina, foi observada significancia da interacdo NaCl x Si.
De acordo com o desdobramento dentro de concentragdes de NaCl é possivel

observar que o teor desse aminoacido aumentou a medida que se elevou o nivel
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de salinidade para 1% (Tabela 1). Também se verificou que ao nivel de 1% de
NaCl, o teor de prolina manteve-se elevado mesmo na presenca de Si.

Tabelal Conteldos de prolina (umol g de peso fresco?) e de CO; (% gt h?)
em physalis cultivada in vitro em meio salino (0,5 e 1,0% de NaCl)
adicionado de silicio (Si) (0; 0,5 e 1,0 g L), dentro de cada nivel de
Si, e significancia do teste F

Si
Tratamentos 0 05 10
NaCl Prolina
0,5 0,107 b 0,113 b 0,117 b
1,0 0,133 a 0,142 a 0,168 a
NacCl *
Si *
Teste F NaCl x Si .
Ftvs C *
CO,
0,5 0,052 a 0,467 a 0,490 a
1,0 1,404 b 0,230 a 0,242 a
NacCl *
Si *
Teste F NaCl x Si N
Ftvs C *

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Ft vs C = fatorial versus controle.

Pela Figura 3, nota-se que no maior nivel de salinidade, a presenca de Si

no meio favoreceu aumento linear no teor de prolina.
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Figura 3 Teor de prolina de folhas de physalis cultivada in vitro com diferentes
combinacdes de NaCl (0,5% e 1,0%) e silicio (0; 0,5e 1,0g L™)

A prolina é considerada um dos solutos compativeis mais importantes
que sdo produzidos pelas células, juntamente com glicina betaina, aglcares e
poliois (PARIDA; DAS, 2005). Sdo assim denominados porque ndo interferem
nas rotas bioquimicas normais e sdo considerados importantes osmolitos que
regulam o balanco de &gua celular. A prolina é um aminoacido que esta
amplamente presente nas plantas superiores e normalmente se acumula em
grandes quantidades em resposta aos estresses ambientais (LARCHER, 2003).
Além de contribuir para o ajuste osmético, a prolina também atua estabilizando
membranas e proteinas, eliminando radicais livres e tamponando o potencial
redox celular sob condicbes de estresse (ASHRAF; FOOLAD, 2007). A inducédo
de expressdo de genes de resposta ao estresse salino também é desempenhada
pela prolina (CHINNUSAMY; JAGENDORF; ZHU, 2005). A sintese de prolina
acontece no citosol ou nos cloroplastos e sua catalise ocorre nas mitocondrias. O
fato da prolina se acumular em altos niveis sob estresse salino levou muitos

pesquisadores a suspeitar que ela também serve como fonte de energia
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alternativa em condicOes de estresses abidticos e que a parte aérea das plantas
parecem acumular mais prolina enquanto as raizes em desenvolvimento
catabolizam-na em altas taxas, sugerindo que este aminoécido é uma importante
fonte de energia para alguns tecidos (VERSLUES; SHARP, 1999).

O elevado teor de prolina observado neste trabalho pode ter sido
causado por varios fatores, como: expressdo de genes codificadores de enzimas-
chave da sintese desse aminoacido, reducdo da taxa de conversdo da oxidacgao de
prolina a glutamato, reducéo da utilizacdo de prolina na sintese de proteinas e
melhoria no turnover proteico que nada mais é que a taxa com que proteinas
velhas sdo degradadas e as novas sao sintetizadas (SOBBAGH et al., 2014).

A maior concentragdo de NaCl, quando comparada ao tratamento
controle, favoreceu aumento no teor de prolina, inclusive quando havia presenca
de Si (Tabela 2).

Tabela 2 Conteldos de prolina (umol g de peso fresco?) e de CO2 (% gt h?)
em physalis cultivada in vitro sob estresse salino e presenca de silicio
(Si), em relagéo ao tratamento controle

Comparagoes ]

Nac S Prolina CO2
Controle 0,104 0,050
0,5 0 0,107 ™ 0,052 ™
1,0 0 0,133 1,404 "
0,5 0,5 0,113 ™ 0,467 "™
1,0 0,5 0,142~ 0,230 ™
0,5 1,0 0,117~ 0,490 ™
1,0 1,0 0,168 " 0,242 ™

* e ™; contrastes significativos e ndo significativos, respectivamente, pelo teste de
Dunnett, a 5% de probabilidade.
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Segundo Amini e Ehsanpour (2005), o acumulo de prolina é considerado
uma caracteristica de sensibilidade do tomateiro a salinidade que pode ser
utilizada na selecdo de plantas tolerantes. Esses mesmos autores observaram que
cultivares de tomate cultivadas in vitro em meio salino apresentaram elevacao
do teor de prolina foliar, com picos maximos observados ao nivel de 160 mM de
NaCl. Aumento no teor desse aminoacido também foi encontrado para cultivos
in vitro sob estresse salino de Populus euphratica (WATANABE et al., 2000),
tomate e couve-flor (WAHID; HADI; JAN, 2014) e Bacopa monnieri (AHIRE
et al., 2013). Miranda et al. (2014) observaram que folhas de P. peruviana
apresentaram maiores teores de prolina com o aumento do tempo de exposi¢éo
das plantas ao NaCl.

Neste trabalho, a concentracdo de O liberada pelas plantas foi
quantificada, porém ndo houve nenhuma diferenca estatistica entre os
tratamentos, sendo verificada uma concentracdo média de 5,84% g h* (dados
néo apresentados).

Por outro lado, a concentragdo de CO, aumentou com a elevagdo da
salinidade (Tabela 1). A maior liberacdo de CO, para 0 meio é um indicativo de
que a planta esta respirando mais. Um dos estresses secundarios decorrentes da
salinidade é o estresse oxidativo, que ocorre especialmente nas folhas,
decorrente do descontrole metabdlico que envolve processos-chave como
fotossintese, respiragdo, fotorrespiracdo e o metabolismo celular em geral
(SILVEIRA et al., 2010).

As reacgbes-chave do consumo de O, ou produgéo de CO; pelas plantas
podem ser medidas por meio das trocas gasosas de tecidos, plantas inteiras ou
mesmo ecossistemas (LEAKEY et al., 2009). Entretanto, 0 comportamento da
taxa respiratéria em resposta a salinidade é complexo, pois muitos trabalhos
mostram que essa variavel aumenta, outros mostram redugdo e ainda ha aqueles
em que ndo ha modificagbes (JACOBY; TAYLOR; MILLAR, 2011).
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A vantagem de a planta apresentar taxa respiratoria elevada é que mais
ATP é produzido, fornecendo assim energia vital para o crescimento de novos
tecidos e para mecanismos de defesa, como ajustamento osmético e exclusao de
sodio (JACOBY; TAYLOR; MILLAR, 2011). No entanto, o custo de altas taxas
respiratorias é que o carbono é gasto na respiracdo ao invés de ser alocado para
sintese de novos tecidos, limitando assim o crescimento (POORTER; REMKES;
LAMBERS, 1990). Ha indicios de que na parte aérea a homesostase respiratoria,
gue € a capacidade da planta em manter a taxa respiratéria constante em diversas
condi¢bes ambientais, estd relacionada a tolerancia a salinidade, embora seja
necessaria a confirmacdo desse fato para nimero maior de espécies (JACOBY;
TAYLOR; MILLAR, 2011).

Na Figura 4, é mostrado o papel do Si na atenuacdo do efeito do estresse
salino a 1% de NaCl. Ademais, na comparagdo com a testemunha, a presenca do
Si no meio também mostra reducdo no teor de CO- (Tabela 2).

=.1,16x + 1,2033
R2=0,74

co,
o
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(% g'h?)
o
(@)
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N
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Concentragoes de Si (g L)
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Figura4 Teor de CO; em folhas de physalis cultivada in vitro com diferentes
combinagdes de NaCl (0,5% e 1,0%) e silicio (0; 0,5e 1,0g L™)
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Detmann et al. (2013) ja observaram alta correlacdo entre a
concentragdo de Si e 0s niveis de compostos intimamente associados a
respiracdo (isocitrato e 2-oxiglutarato) e a alguns aminoacidos. Os autores
afirmam que quando estudados juntamente, fica claro que o Si desempenha um
papel importante na regulacdo da taxa de fluxo de 2-oxiglutarato para o
metabolismo de aminoéacidos, confirmando o ponto de vista de que esse
metabolismo é uma rede intrincadamente controlada.

A atividade biol6gica medida por meio da iluminacédo das folhas com o
biospeckle laser foi significativa apenas para os fatores isolados. Foi constatado
aumento da atividade a medida que se elevou o nivel de salinidade do meio
(Tabela 3).

Tabela 3 Atividade bioldgica (AB) em folhas de physalis cultivadas in vitro em
meio salino (0,5 e 1,0% de NaCl), e significancia do teste F

NaCl (%) AB
0,5 18,40 b
1,0 23,38a
NaCl *
Teste F Si”
NaCl x Si ™
Ftvs C”

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Essa maior atividade biologica nas folhas dos tratamentos que possuiam
NaCl no meio de cultura pode ser explicada pela maior expressdo de enzimas,
por exemplo. Em situagdes de estresse, a planta em um primeiro momento, tenta
se adaptar ao meio adverso, rearranjando seu aparato enzimatico. Além disso,

maior atividade respiratoria e producdo de osmolitos, que também foram
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observados neste trabalho, sdo exemplos de como a atividade metabdlica da
planta torna-se alterada, refletindo na andlise da atividade bioldgica.

As plantas quando sdo submetidas a algum tipo de estresse ambiental,
seja ele de ordem bidtica ou abidtica, respondem de forma a intensificar sua
atividade bioldgica, uma vez que os sistemas de defesa do vegetal sdo
desencadeados (PARIDA; DAS, 2005). Essa resposta pode perdurar ou pode
diminuir com o passar do tempo devido ao aumento da duragdo do estresse,
chegando a um ponto tal que, dependendo do nivel de dano, suas respostas
sejam praticamente nulas, podendo culminar na morte do vegetal.

Em comparagdo com o tratamento controle, nota-se que ambos 0s niveis
de salinidade contribuiram para elevacdo do aumento da atividade, chegando a

ser superior em até 75% na maior concentragdo (Tabela 4).

Tabela4 Atividade bioldgica (AB) em folhas de physalis cultivadas in vitro em
meio salino (0,5 e 1,0% de NaCl) em relag&o ao tratamento controle

NaCl (%) AB

Controle 13,36
0,5 18,40 "
1,0 23,38 "

" e ™; contrastes significativos e ndo significativos, respectivamente, pelo teste de
Dunnett, a 5% de probabilidade.

Analisando o fator Si, verifica-se que sua adi¢do ao meio de cultura
contribuiu para a reducéo da atividade bioldgica das folhas de physalis (Figura
5).
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Figura5 Atividade biologica em folhas de physalis cultivada in vitro com
diferentes concentracdes de silicio

O biospeckle ¢ uma técnica Optica que foi desenvolvida para que fosse
possivel analisar materiais biol6gicos de forma ndo destrutiva (ZHAO et al.,
1997). J4 vem sendo aplicada para muitos estudos tanto na area animal como
vegetal (POMARICO et al.,, 2004; SENDRA et al., 2005). Na agricultura, a
utilizagdo de um laser de baixa poténcia e o fenébmeno produzido por ele foram a
base para muitas aplicagdes, considerando-se que a luz coerente, luz
caracteristica do laser, ndo exerce influéncia sobre a atividade do tecido
analisado (BOTEGA et al., 2009).

Vérios foram os trabalhos realizados com o biospeckle laser com a
finalidade de estudar a atividade biol6gica de tecidos vegetais em diferentes
situacOes. Alguns estudos podem ser citados, como, por exemplo, o trabalho
feito com sementes de feijdo que mostraram aumento da atividade bioldgica
qguando inoculadas com determinado fungo, retratando assim aumento do
sistema de defesa contra estresse bidtico (RABELO et al., 2011). Macas que

sofreram injuria mecanica mostraram queda na atividade no local onde ocorreu o
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dano fisico (PAJUELO et al., 2003). Segundo Romero et al. (2009), a atividade
biologica de frutos de tomateiro aumentava a medida que 0s mesmos
amadureciam. O decréscimo nos conteudos de clorofila era acompanhado de
aumento da atividade bioldgica de frutos de macieira (ZDUNEK; HERPPICH,
2012).

Neste trabalho, a atuacdo do Si ndo apresentou efeito significativo na
interacdo com o NaCl. Quando se observa seu efeito isolado, é possivel verificar
sua possivel a¢do na reducédo desta variavel. Na Figura 6, pode ser visualizado o

perfil da atividade das folhas em todos os tratamentos.

Figura6 Imagens geradas a partir da iluminacdo com o biospeckle laser de
folhas de plantas de physalis cultivadas in vitro em meio salino com
adicdo de silicio. A: controle; B: 0,5% NaCl + 0,0 g L Si; C: 0,5%
NaCl + 0,5 g L Si; D: 0,5% NaCl + 1,0 g L Si; E: 1,0% NaCl + 0,0
gL' Si; F:1,0% NaCl +0,5g L™ Si; G: 1,0 NaCl + 1,0 g L Si. A
barra colorida representa a escala da atividade bioldgica, em que as
cores que tendem para o azul indicam baixa atividade (B), enquanto
as que tendem para o vermelho indicam alta atividade (A)
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4 CONCLUSOES

Todas as enzimas apresentam tendéncia em aumentar sua expressdo com
0 aumento da salinidade. O estresse salino também eleva o teor de prolina, o
conteudo de CO; e a atividade bioldgica nas folhas de physalis.

O Si mostra atuacdo como elemento mitigador de estresse nos padrdes
de expressdo das enzimas superéxido dismutase, esterase e malato

desidrogenase, no contetdo de prolina e na taxa respiratoria.
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CAPITULO 4 Efeito da utilizag&o de silicio nas caracteristicas fisiologicas
de physalis cultivada em casa de vegetacao

RESUMO

O silicio (Si) é um elemento ndo essencial as plantas, porém é
considerado benéfico devido a existéncia de indicios de melhoria em algumas
caracteristicas vegetais. Com a realizacdo deste trabalho, objetivou-se avaliar o
efeito da aplicacdo de Si nas caracteristicas fisiol6gicas de physalis cultivada em
casa de vegetacdo. O Si foi aplicado na forma de solugédo de éacido silicico nas
doses de 0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 g kg substrato?, via drench. Apés 60 dias,
avaliaram-se a quantidade de Si foliar, estimativa do teor de clorofila via indice
SPAD, trocas gasosas, teor de lignina e expressdo da enzima polifenoloxidase.
Os resultados mostraram que a aplicacdo de diferentes doses de Si ndo
influenciou no teor de Si foliar, porém verificou-se maior teor do elemento nas
folhas velhas. Como consequéncia, as caracteristicas fisiolgicas avaliadas ndo
sofreram nenhum efeito. De acordo com as condi¢cbes deste experimento,
conclui-se que a physalis apresenta comportamento de planta ndo acumuladora
de Si.

Palavras-chave: Elemento benéfico. Clorofila. Trocas gasosas. Lignina. Enzima.
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ABSTRACT

Silicon (Si) is a non-essential element for plants, but it is considered
beneficial because there is evidence that it provides some improvement in plant
characteristics. This study aimed at evaluating the effect of Si on physiological
characteristics of physalis grown in greenhouse. Si application was carried out
using silicic acid solution in doses of 0.0; 1.0; 2.0; 3.0 and 4.0 g kg™ substrate,
via drench. After 60 days the following leaf characteristics were evaluated:
amount of Si, estimation of chlorophyll content via SPAD index, gas exchange,
lignin content and expression of polyphenoloxidase. The results showed that the
application of different Si concentrations did not affect the leaf Si content, but
there was a higher content of this element in the old leaves. Consequently, the
measured physiological characteristics suffered no effect. Under the conditions
of this experiment, it is concluded that physalis presents a Si non-accumulator
species behavior.

Keywords: Beneficial element. Chlorophyll. Gas exchange. Lignin. Enzyme.
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1 INTRODUCAO

A physalis (Physalis peruviana L.) é uma espécie solanaceae de ampla
distribuicdo na América do Sul. No Brasil, sua exploracdo comercial ainda
encontra-se pequena quando comparada a producdo de outros paises como
Colémbia e Equador, considerados grandes exportadores dessa fruta (FISCHER;
ALMANZA-MERCHAN; MIRANDA, 2014). A producdo brasileira é de
aproximadamente 2 a 3 t de fruto por ano e a comercializacéo é feita em grandes
supermercados a precos elevados, o que torna a physalis uma alternativa
interessante para pequenos produtores (RUFATO et al., 2008).

O interesse pela physalis é crescente, uma vez que a espécie possui rica
composicdo nutricional e presenca de compostos bioativos, caracteristicas que
atraem tanto o consumidor como empresas farmacéuticas e alimenticias
(PUENTE et al., 2011).

O silicio (Si), por ser um elemento abundante no ambiente, ndo é
considerado essencial as plantas. Porém, é tido como elemento benéfico devido
as melhorias que pode proporcionar em alguns caracteres agronémicos de
interesse (MA; MIYAKE; TAKAHASHI, 2001). Melhoria da arquitetura foliar,
incremento nos teores de clorofila e na taxa fotossintética, inducdo de resisténcia
contra doencas e pragas e aumento na produtividade sdo alguns exemplos de
como esse elemento pode favorecer o ciclo de vida da planta (EPSTEIN, 2001).
A melhoria dessas caracteristicas ja foi observada para diversas espécies,
notadamente nas monocotiledéneas devido a facilidade com que esse grupo de
plantas acumula esse elemento (CRUSCIOL et al., 2013).

Além dos elementos essenciais, 0 Si também é pouco estudado para a
cultura da physalis. Segundo Lana et al. (2003), a disponibilidade, absorcéo e
acumulo de Si pelas plantas, & excecdo das gramineas, ndo tem sido estudada

com tanta intensidade quando comparada aos macro e micronutrientes.
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Assim, com a realizacdo do presente trabalho, objetivou-se avaliar o
efeito da aplicacdo de Si nas caracteristicas fisiolégicas de physalis cultivada em

casa de vegetacao.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo localizada em Lavras
- MG no periodo de julho a dezembro de 2014. O municipio esta situado a
21°14°06” S € 45°00°00” W, a uma altitude média de 918 m.

Sementes de P. peruviana foram semeadas em bandejas de polipropileno
preenchidas com substrato comercial Tropstrato®. Apés 40 dias, as mudas foram
transplantadas para vasos com capacidade para 3 kg com o mesmo substrato
utilizado na sementeira. Segundo o fabricante, Tropstrato® é um substrato a base
de casca de pinus, turfa e vermiculita expandida, além de ser enriquecido com
macro e micronutrientes. Possui umidade de 60% (p/p), capacidade de retengdo
de agua de 130% (p/p), densidade de 200 kg m (base seca) e pH em torno de
5,8 £ 0,3 (VIDA VERDE, 2014).

O substrato foi adubado com 4 g vaso® de fertilizante constituido do
formulado 8-11-38 e demais macro e micronutrientes. Adubacfes de
manutengdo foram realizadas semanalmente com solucéo nutritiva (20,6 mmol
L NHsNO;, 18,7 mmol Lt KNOs, 1,25 mmol L? KH,PO4 2,99 mmol L*
CaCly, 1,5 mmol L* MgSOs, 0,1 mmol L* Na,EDTA, 0,1 mmol L? FeSO4, 0,1
mmol L H3BOsz, 0,07 mmol L MnSQ4, 0,03 mmol L ZnSO4, 0,001 mmol L*
Na,Mo0O4, 0,0001 mmol L* CuSOs, 0,0001 mmol L* CoCl,, 0,005 mmol L*
KI).

Decorridos 20 dias, foi realizada a aplicacdo de silicio na forma de
solucdo de &acido silicico purissimo (SiO2.xH20), nas seguintes concentragdes:
T1 = 0,0 g kg substrato® (controle); T2 = 1,0 g kg substrato®; T3 = 2,0 g kg
substrato®; T4 = 3,0 g kg substrato™ e T5 = 4,0 g kg substrato’. A aplicacdo foi
via drench, no solo ao redor do caule das plantas. Os vasos foram dispostos de
forma aleatéria em espagamento 0,5 x 1,0 m. Cada tratamento foi constituido

por 10 repeticdes, sendo cada uma representada por um vaso (Figura 1).
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Figural Inicio do experimento com realizacdo da semeadura em tubetes (a),
crescimento das mudas (b) e instalacdo do experimento em casa de
vegetacdo (c-d). Aspecto das plantas no momento da aplicacéo de Si
(e) e 60 dias ap0s (f). Lavras, 2014

As avaliagdes foram realizadas apds 60 dias da aplicagdo do Si. Como
ndo existe na literatura informacgdes sobre qual é a folha-diagndéstico da physalis,
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optou-se por coletar folhas em trés posicdes diferentes da planta, sendo elas:
apical, mediana e basal. A posicao basal foi referente a por¢édo basal do caule até
a primeira bifurcacdo da planta, enquanto que para a porgdo apical foram
consideradas as folhas mais jovens (segunda folha expandida). J& a porcéo
mediana foi intermediaria entre as outras duas estando, porém acima da primeira
bifurcacdo da planta (Figura 2).

Figura2 As trés regifes de coleta (apical, mediana e basal) das folhas de
physalis para quantificacdo de Si e analises fisiologicas em funcédo de
doses crescentes de &cido silicico. Lavras, 2014

Foram realizadas as seguintes avaliagOes:
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Quantificacdo do teor de Si foliar: As folhas coletadas foram secas até
massa constante em estufa com circulacdo forcada de ar a 65 °C, moidas,
pesadas e analisadas em relacdo ao teor de Si segundo metodologia proposta por
Kornddrfer, Pereira e Nolla (2004).

indice SPAD (Estimativa do contetido de clorofila): Com o medidor
SPAD-502 (Minolta Camera Co. Ltd.) foram realizadas as medi¢bes nas trés
posicdes da planta. Foram avaliadas trés folhas em cada posigéo.

Trocas gasosas: As trocas gasosas foram mensuradas com analisador de
trocas gasosas por infravermelho IRGA (Infra-Red Gas Analyzer) modelo
LiCor-6400xt. Foram utilizadas cinco plantas por tratamento e a densidade de
fluxo de fétons fotossinteticamente ativos foi fixada na cdmara do equipamento
com utilizacdo de fonte artificial fixada em 1.000 pumol de fétons m?2 st
Determinou-se assim a taxa fotossintética (A) em umol CO; m? s?, taxa
transpiratéria (E) em mol H,O m? s e condutancia estomatica (gs) em mol m
st

Teor de lignina: O material macerado para analise isoenzimatica foi o
mesmo para determinacdo do teor de lignina, seguindo posteriormente
metodologia de Capeleti et al. (2005).

Expressdo da isoenzima polifenoloxidase: Quatro folhas de cada
posicdo por tratamento foram coletadas e armazenadas a temperatura de -86 °C.
O material foi macerado em almofariz pré-resfriado com nitrogénio liquido e
adicionado antioxidante polivinilpirrolidona (PVP). Foram feitas subamostras de
100 mg do material macerado nas quais foram adicionados 300 pL do tampéo
Tris HC1 0,2M pH 8,0 e $-mercaptoetanol 0,1%. O material foi homogeneizado
em vortex e mantido por 12 horas em geladeira, seguido de centrifugagéo a
14.000 rpm por 30 minutos, a 4 °C. A eletroforese foi realizada em sistema de
géis de poliacrilamida em sistema descontinuo (7,5% gel separador e 4,5% gel

concentrador). O sistema tampéo gel/eletrodo utilizado foi o Tris-Glicina pH
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8,9. Foram aplicados 60 pL do sobrenadante das amostras no gel e a corrida
eletroforética efetuada a 120 V por 5 horas. Ap6s o término da corrida, 0s géis
foram revelados para a enzima polifenoloxidase (PPO) conforme Alfenas et al.
(2006). A interpretacdo dos resultados foi baseada na analise visual dos géis de
eletroforese, levando-se em consideragcdo a presenca e a auséncia e a intensidade
de expressdo de cada uma das bandas.

Durante a condugdo do experimento foram efetuadas desbrotas e
controle quimico de pragas com base em observacGes periddicas das plantas.
Utilizou-se irrigagdo por sistema de gotejamento com turno de rega médio de 12
em 12 horas e lamina d’agua média de 450 mL dia™.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com cinco
tratamentos e dez repeti¢Ges. Para quantificacdo de Si, foi considerado esquema
fatorial (doses x posicdes na planta) e, para as demais avaliacOes, utilizou-se
esquema simples. Os dados foram submetidos a analise de variancia, e na
ocorréncia de significancia, realizou-se a analise de regressdo com auxilio do
programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base na anélise de variancia, observou-se que independentemente
das doses de Si aplicadas, ndo houve incremento no teor de Si foliar de physalis.
Entretanto, quando se observa as trés regides na planta, é possivel verificar que o
teor de Si foi maior nas folhas da regido basal quando comparadas com as folhas
da posicéo apical, ou seja, as folhas mais velhas da planta tendem a acumular

maior teor de Si que as folhas mais jovens (Tabela 1).

Tabelal Teores de silicio em folhas coletadas de trés posi¢fes diferentes na
planta de physalis em funcdo de doses crescentes de &cido silicico.
Lavras, 2014

Doses de AS Folhas da Folhas da regido  Folhas da regido
(g kg substrato™) regido apical mediana basal
Y ——

0,0 0,345 0,355 0,365

1,0 0,355 0,355 0,365

2,0 0,360 0,355 0,365

3 0,360 0,370 0,365

4 0,360 0,360 0,370

Média 0,356 b 0,359 ab 0,366 a

Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey & 5%
de probabilidade.

Comportamento similar foi observado por Lana et al. (2003) para a
cultura do tomateiro. De acordo com os autores, 0 tomateiro ndo respondeu a
aplicacdo de Si, de modo que os teores foliares desse elemento permaneceram

equivalentes em todas as doses utilizadas. Porém, foi verificado que apesar do
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acumulo ter sido 0 mesmo, o teor de Si foi maior nas folhas mais velhas do que
nas folhas jovens de tomateiro.

Segundo Miyake e Takahashi (1985) e Takahashi, Ma e Miyake (1990),
as plantas podem ser divididas em grupos em funcdo de sua capacidade de
acumular Si. Plantas acumuladoras sdo aquelas que possuem processo ativo de
absorcdo de Si ligado a respiracdo aerébica e apresentam teor foliar acima de 10
g kg de Si na matéria seca, sendo representadas principalmente pelas gramineas
(Poaceae). Por outro lado, as plantas ndo acumuladoras sdo consideradas aquelas
que possuem teor foliar de Si muito baixo, mesmo com altas concentra¢es do
elemento no meio de cultivo. Essas plantas ndo alcangam um teor de 5 g kg de
Si na matéria seca, apontando a existéncia de algum processo de exclusdo.
Algumas leguminosas e o tomateiro s&o exemplos de plantas ndo acumuladoras.
No caso do tomateiro, o Si é acumulado em sua maior parte nas raizes.

Mais tarde, Ma e Takahashi (2002) apresentaram uma arvore
filogenética das espécies acumuladoras de Si. Os mesmos autores também
propuseram um critério que diferencia as plantas em acumuladoras e néao
acumuladoras, sendo que as acumuladoras possuem teor de Si > 1% e relagéo
[Si]/[Ca] > 1, enquanto as ndo acumuladoras (também denominadas de
“exclusoras”) apresentam teor de Si < 0,5% e relagdo [Si]/[Ca] < 0,5. Plantas
que ndao obedecem nenhum dos critérios foram as chamadas plantas
intermediarias. No presente trabalho, o teor de Si foi menor que 0,5% e, de
acordo com os autores, a physalis pode ser considerada ndo acumuladora.
Diferencas na absorcdo de Si podem ser encontradas até mesmo em genotipos de
uma mesma espécie e mesmo que 0 acUmulo seja uma caracteristica
filogenética, a disponibilidade de Si também ird influenciar na quantidade de Si
absorvido pelas plantas (GUNTZER; KELLER; MEUNIER, 2012).

Além disso, no periodo de condugdo do experimento, as plantas de

physalis ndo sofreram nenhum estresse e a irrigacdo ocorreu de forma uniforme.
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Esse fato também pode explicar a auséncia dos efeitos das doses de Si. E sabido
que as respostas a aplicacdo de Si sdo potencializadas quando as culturas sdo
submetidas a algum tipo de estresse (CURRIE; PERRY, 2007). Nesse contexto,
mesmo plantas consideradas ndo acumuladoras podem apresentar absorcao
desencadeada sob condicGes adversas (OLIVEIRA, 2009).

Com base nos resultados da andlise foliar, esperava-se que as
caracteristicas fisiolégicas avaliadas ndo apresentassem significancia, uma vez
gue o aumento das doses de Si ndo contribuiu para o aumento do teor foliar.
Com a avaliagéo e andlise dos dados das variaveis respostas, essa hipotese pode
ser afirmada.

As médias do indice SPAD em todas as doses foram equivalentes entre

si, mostrando ndo haver resposta em relacdo a estimativa do teor de clorofila das

folhas (Figura 3).
| Basal
Mediana
Apical
4

Unidade SPAD
(%)
1=}

26

0 1 2 3

m Apical 31,71 28.62 31,19 30.65 30
® Mediana 30.59 30,92 32.57 31.57 30.86
Basal 31.89 30.74 32.82 31.29 33,61

Figura3 Estimativa do teor de clorofila pelo indice SPAD em folhas de
physalis coletadas em trés posi¢cdes na planta (apical, mediana e
basal), aos 60 dias, em funcdo das doses de acido silicico (0 - 4).
Lavras, 2014
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Resultado similar foi observado por Freitas et al. (2011) que ndo
observaram diferenca do indice de clorofila foliar de milho em funcdo da
aplicacdo de diferentes doses de Si nem de diferentes épocas de aplicacao.

Estudos mostram que o Si proporciona diversos beneficios para as
plantas, como maior taxa fotossintética e menor transpiracdo (EPSTEIN, 1999;
ZUCCARINI, 2008). Porém, neste experimento, as trocas gasosas também
foram consideradas estatisticamente iguais. Na Figura 4, pode ser observado que
as médias de fotossintese (A), transpiragcdo (E), conduténcia estomatica (gs) e

contetido de carbono interno (C;) permaneceram iguais mesmo com adicéo de Si.
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Figura4 Fotossintese (A), transpiracdo (E), condutancia estomatica (gs) e
conteudo de carbono interno (C;) em folhas de physalis coletadas em
trés posi¢des na planta (A — apical, M — mediana e B — basal), aos 60
dias, em funcdo das doses de acido silicico (0 -4). Lavras, 2014
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O conteido de lignina bem como a andlise da expressdo da enzima
polifenoloxidase (PPO) foram outras caracteristicas avaliadas e que ndo
apresentaram resposta significativa.

Na Figura 5, verifica-se que ndao houve aumento no teor de lignina com

h h | =
3 4

aplicacdo de Si.

)
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0,35

(=)
SN e
N W

0.15

Teor de lignina
(ng g PF)

e
2

Mediana
Apical

0.05

0 1 2
m Apical 0.197 0.195 0,2 0197 0.198

HMediana  0.283 0,297 0.3 0,302 0.3
Basal 0.4 0.398 0.402 0.398 0.4

Figura5 Teor de lignina em folhas de physalis coletadas em trés posi¢des na
planta (apical, mediana e basal), aos 60 dias, em funcéo das doses de
acido silicico (0 - 4). Lavras, 2014

A lignina é uma substancia amorfa de natureza aromatica e complexa e
faz parte da constituicdo da parede celular e da lamela média dos vegetais
(SALIBA et al., 2011). Em muitos casos, 0 aumento do teor de lignina nas
plantas é importante, pois favorece maior protecdo contra fitopatdgenos por
meio de barreira fisica (HATFIELD; VERMERRIS, 2001). Sabe-se que o
contetdo de Si do tecido pode estar ligado aos teores de celulose e lignina,
moléculas que proporcionam rigidez estrutural as plantas (SCHOELYNCK et

al., 2013). Porém, existem muitas controvérsias sobre a relagdo entre adicdo de
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Si e lignificacdo. Richmond e Sussman (2003) relataram que, em algumas
espécies, o processo de silificacdo parece estar ligado aos locos envolvidos na
lignificacdo. A alta afinidade do &cido silicico por difendis, como o é&cido
cafeico e ésteres, resulta em complexos silicatados altamente estaveis e pouco
sollveis, os quais teriam funcéo estrutural na forma de depdsitos nas paredes de
células lignificadas, balanceando a biossintese de lignina (RAVEN, 1983). Isso
seria vantajoso para a planta, uma vez que a biossintese de complexos de Si
demanda menos energia do que a sintese de lignina (JUNG et al., 1999).

Segundo Fawe et al. (2001), o Si pode conferir resisténcia a planta por
fortificar estruturas da parede celular, conferindo aumento da lignificacdo.
Muitos trabalhos realizados com arroz, por exemplo, mostraram que a adicao de
Si conferiu aumento do teor de lignina na bainha foliar principalmente quando o
tecido era inoculado com algum patégeno (DOMICIANO et al., 2010; SCHURT
et al., 2013), enquanto em outros estudos ndo foram encontrados incrementos no
teor de lignina (CAl et al., 2008; SILVA et al., 2010).

Schaller, Brackhage e Dudel (2012) estudaram o efeito da adicdo de Si
em diferentes tecidos de Phragmites australis e relataram que a relagdo Si-
lignificacdo é dependente do tipo de tecido analisado. No caso, 0s autores ndo
encontraram aumento da lignificacdo das folhas com aplicagdo de Si. Asmar et
al. (2013) também ndo encontraram diferenga significativa no teor de lignina em
mudas de bananeira pré-tratadas com Si, assim como a adi¢do de Si ndo
contribuiu no incremento do teor de lignina da palha de arroz (SILVA; SILVA,;
BOHNEN, 2005).

Como confirmacdo dos resultados encontrados para o teor de lignina,
verificou-se que, em relagdo a enzima PPO, ndo houve diferenga na sua
expressdo em funcgdo da adigdo de Si (Figura 6). A enzima PPO é encontrada em
todas as plantas, notadamente nos plastideos, e esta envolvida na sintese de

lignina (RESENDE et al., 2000). Neste trabalho, assim como para teor de
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lignina, ndo foi observada diferenca na sua expressdo, com excecao apenas
guando se considera a idade da folha. Normalmente, a expressdo/atividade da
PPO é aumentada em condi¢des de estresse visando a protecdo da planta
(SIEGEL, 1993).

Apical Mediana Basal

Figura6 Padrdes de expressdo da enzima polifenoloxidase (PPO) de folhas de
physalis coletadas em trés posicbes na planta (apical, mediana e
basal), aos 60 dias, em fungdo das doses de &cido silicico (0 - 4).
Lavras, 2014

Nas condicOes deste experimento, a aplicacdo de Si ndo surtiu efeitos
nas caracteristicas fisiol6gicas de physalis nem no incremento do teor foliar com
elevacdo das doses, sendo observada diferenca no teor apenas em funcdo da
idade da folha. Ndo existe na literatura o valor especifico de acimulo de Si pelo
physalis, como ja existe para outras culturas. Mesmo na testemunha, verificou-se
presenca de Si e isso também pode indicar que essa espécie ja possua teor
adequado desse elemento, contribuindo assim para a auséncia de efeito.

Em estudo com adicdo de Si em pepineiro, Silva (2012) relata que o
substrato Tropstrato® possui concentracdo de Si (extragdo em CaCl, 0,01M) de,
aproximadamente, 20,40 mg dm?®. Essa também pode ser uma das causas da
auséncia de efeito do Si aplicado, uma vez que o substrato ja apresentava certa
quantidade do elemento que poderia até mesmo ser suficiente para suprir a
necessidade da planta. Esse fato também explica a presenca de Si na testemunha.

Considerando todas essas informag@es, conclui-se que é necessario que

sejam realizados novos trabalhos que testem outras fontes de Si e formas de



138

aplicacdo bem como outros tipos de substrato (solos, solucdo hidroponica, etc.) e
a correlacdo da acéo/efeito do Si na presenca de algum fator de estresse, uma

vez que esses fatores podem influenciar na absorcao.
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4 CONCLUSOES

N&o é observada resposta as doses crescentes de acido silicico sobre as
caracteristicas fisiologicas de physalis.

O actmulo de Si acontece em maior quantidade nas folhas mais velhas
em relacdo as mais jovens.

A physalis apresenta comportamento de planta ndo acumuladora de

silicio nas folhas.
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