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RESUMO

O papel das nanoparticulas de silicio na mitigacdo do efeito da salinidade sobre a
eletrofisiologia e na atividade fotossintese em plantas glicéfitas e ndo acumuladora de
silicio

A salinidade reduz a produtividade das maiorias das culturas agricolas, causando a
inviabilidade da préatica agricola nas &reas afetadas. Existem lacunas ainda ndo totalmente
compreendidas sobre os mecanismos de percepcdo e reposta, entre espécies sensiveis e
tolerantes a salinidade, como a dindmica ibnica e sua influéncia na atividade elétrica. Sendo
assim, obejtivou-se na presente pesquisa, analisar o papel do silicio sobre o potencial de
membrana e fotossintese de planta de tomateiro, tomando como referéncia elétrica, uma
espécie haldfita. Foram realizados quatro pesquisas independentes para avaliar a participacdo
do silicio na atividade elétrica e na atividade fotossintética. No primeiro experimento avaliou-
se a efetividade do silicio em espécie ndo acumuladora sob salinidade, a partir de
caracteristica agrondmicas. No segundo experimento, tratou-se de caracterizar a dinamica
elétrica entre plantas glicofita e haléfitas, para fins de referencial elétrico sob estimulo salino.
J& no terceiro experimento, analisou-se a execitabilidade elétrica do tomateiro, sob situacdo de
rapido e longo estresse salino com aplicacdo de nanoparticulas de silicio. No quarto
experimento analisaou-se a mudanga na fluorescencia ao longo do estresse salino. As
nanoparticulas de silicio sdo efetivas na reducdo da absorcdo de Na* e no aumento dos teores
Ca®* em plantas ndo acumuladora. Também foi observado aumento da eficiéncia do uso da
agua, fatores esses que causaram mitigacdo do efeito do estresse. Assim, a salinidade induziu
exicitabilidade elétrica diferentes no tomateiro e na quinoa. Houve maior nimero de Potecial
de acdo e Potencial de variacdo no tomateiro, bem como uma maior variabilidade do
potencial elétrico da membrana ao longo do periodo de medida, demonstrando habilidade de
regulacao do potencial elétrico em plantas tolerantes a salinidade. Essa menor exicitabilidade
elétrica, caracteristico das haldfitas, também foi observado com as nanoparticulas de silicio no
tomateiro, uma vez que na auséncia de silicio, as plantas de tomateiro apresentaram maior
numero de PAs. Dessa forma, as plantas tratadas com SiNPs apresentaram comportamento
elétrico proximo ao da halofitas, com baixo nimero de PAs, de menores amplitudes e de
rapido reestabelecimento do potencial de membrana, fato esse que pode explicar a atenuacao
os efeitos do Na* sobre a fluorescéncia da clorofila a partir da regulacdo da atividade elétrica
provocada pelo silicio, sendo corroborado pela mudancas drasticas da fluorescencia da
clorofila ao longo do estresse do tomateiro sem SiNPs, como a reducao do Fv/Fm, Qp e Y(II) e
aumento da dissipacdo de energia atraves do NPQ, Fm e gN. O silicio permite ao tomateiro
maior controle do influxo de Na*, oriundo de um ajuste mais rapido do potencial de
membrana e resultando em menor emissdo de sinais elétricos, dindmica também observada
nas haldfitas. Desse modo, a regulacdo resulta em menor perturbacdo da fotossintese e
fluorescéncia e maior tolerancia no tomateiro a salinidade, sendo a mesma ndo acumuladora
de Si.

Palavra-chave: Chenopodium quinoa, Solanum lycopersicum, Sinalizacdo eletrica,
Nanotecnologia
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ABSTRACT

The role of silicon nanoparticles in mitigating the effect of salinity on electrophysiology
and photosynthesis activity in a glycophytes and non-silicon accumulator plants

Salinity reduces the productivity of most agricultural crops, making agricultural
practice in the affected areas unfeasible. There are still gaps that are not fully understood
about the mechanisms of perception and response, between sensitive and tolerant species to
salinity, such as ionic dynamics and its influence on electrical activity. Thus, the objective of
this work was to analyze the role of silicon on the membrane potential and photosynthesis of
tomato plants, taking a halophyte species as an electrical reference. Four studies were carried
out independently to assess the participation of silicon on electrical activity, as well as its
influence on photosynthetic activity. The first study evaluated the effectiveness of silicon, in
non-accumulating species under salinity, based on agronomic characteristics. The second
study aimed to characterize the electrical dynamics between glycophyte and halophyte plants,
for purposes of electrical reference under saline stimulation. The third study analyzed the
electrical feasibility of tomato plants under conditions of rapid and long salt stress, with the
application of silicon nanoparticles. The fourth study aimed to analyze the change in
fluorescence during salt stress. Our results demonstrated that silicon nanoparticles are
effective in reducing Na* absorption and increasing Ca®* levels, in non-accumulating plants,
an increase in water use efficiency was also observed, factors that caused mitigation of the
stress effects. Salinity induced different electrical excitability between tomato and quinoa
species, in which a greater number of PAs and PVs was observed in tomato, as well as greater
variability of the membrane electrical potential over the measurement period, which
demonstrates the ability to regulate the electrical potential in salinity tolerant plants. This
lower electrical excitability, characteristic of halophytes, was also observed with silicon
nanoparticles in tomato, since in the absence of silicon, tomato plants had a higher number of
PAs. Plants treated with SiNPs electrical shown close to that of halophytes, with a low
number of PAs, smaller amplitudes and rapid reestablishment of the membrane potential. This
fact may explain the attenuation of Na* effects on chlorophyll fluorescence from the
regulation of electrical activity caused by silicone. This is corroborated by the drastic changes
in chlorophyll fluorescence during the stress of tomato without NanoSi, such as a reduction in
Fv/Fm, Qp and Y(II) and an increase in energy dissipation through NPQ, Fm and gN. Our
results demonstrate that silicon allows the tomato plant to greater control of the Na* influx,
resulting from a faster adjustment of the membrane potential, resulting in lower emission of
electrical signals, a dynamic that is also observed in halophytes. This regulation, which results
in less disturbance of photosynthesis and fluorescence, and greater tolerance of a glycophyte
species to salinity, which does not accumulate Si.

Keywords:  Chenopodium quinoa, Solanum lycopersicum, Electrical signaling,
Nanotechnology
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1. INTRODUCAO GERAL

A salinidade é um dos grandes problemas na agricultura, causando diminuicdo na
produtividade ou até perda total do cultivo. Estima-se que, cerca de 932,2 milhGes de hectares
em todo mundo sdo afetados pela salinidade, destacando-se as regides de clima arido e
semiarido, tornando-se um dos grandes obstaculos na produtividade agricola, com ampla
ocorréncia mundial, presente nos continentes da Asia, Africa, América do Sul, Norte e por¢éo
da Australia (Rengasamy, 2016a; Sattar et al., 2016; Munns & Tester, 2008). No Brasil, a
grande concentracdo de sais se demostra ser mais recorrente na regido Nordeste, devido a
baixa pluviometria, associada também aos teores elevados de ions de sédio e cloro nas
camadas do solo. Assim, tais condi¢des influenciam diretamente na qualidade da agua de
irrigacdo. Nesses termos, a regido Nordeste apresenta valores de condutividade eletrica (CE)
superiores a 0,75 dS m™ e percentagem de sddio acima de 60 % (Gheyi et al., 2016).

Dessa maneira, 0 aumento nos teores de sodio provoca a reducdo do
desenvolvimento na maioria das plantas (Kravchik & Bernstein, 2013), de modo que em
baixos teores o Na* exerce funcao benéfica, todavia, quando presente em altas concentragoes,
reduz a absorcéo e distribuicdo em destaque dos ions de K*, Ca?* e NOs (Maathuis, 2014).
Logo, grande parte desse Na* é transportado por proteinas da subfamilia HKT, competindo
com o K* pelo sitio de ligacdo, podendo também ser transportado pelos canais NSCCs (canais
ibnicos ndo seletivos) (Maathuis, 2014; Demidchik & Maathuis, 2007). Canais esses que
estimulam o fluxo de Na* a partir da despolarizacdo do potencial de membrana (Kronzucker
et al., 2011), que resulta também no influxo de Ca?*, sendo que o Na* altera relagdo antiporte
de Na* /Ca?* (Maathuis, 2014), na qual existe hipétese que as plantas regulam o fluxo de
sodio através da atividade dos canais transmembrana.

O estresse salino promove mudancas no potencial de membrana, mediante ao fluxo
de ions e o aumento de Na* causa a despolarizacdo do potencial de membrana, abaixo do
potencial de repouso, levando a abertura de canais externos seletivos a K*/Na* (Assaha et al.,
2017). Esse potencial de repouso possui agdo benéfica na absorcdo de nutrientes essenciais,
tais como, Ca?*, Mg?*, K*, NH*, Mn?* e Zn?*, entretanto, esse estado de repouso podera
também provocar um potencial de influxo de fons deletérios como Na*, Cs*, Pb?*, Hg* e Cd?*
(Demidchik & Maathuis, 2007).

Dessa forma, o rapido reestabelecimento do potencial de membrana pode diminuir a
absorcdo de sddio e reduzir o efluxo de potassio, sendo que baixos potenciais de membrana

reduz a capacidade de absorcao de sodio (Maathuis, 2014).
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Outra vertente da despolarizacdo da membrana refere-se ao aumento no efluxo de
ions de potéssio através da ativacdo do canal GORK (Shabala, 2017), possivelmente sendo
causador do desbalanceamento iénico da planta durante o estresse salino. Em contrapartida a
manutencdo da alta relagdo K* /Na* acarreta tolerancia ao estresse salino, uma vez que o
transporte de calcio e potassio pelos canais idnicos estdo envolvidos com a homeostase idnica
em plantas sob estresse salino (Assaha et al., 2017; Maathuis et al., 2014). Assim, a
intensidade dessa variacdo do potencial de membrana pode causa o0 surgimento de sinais
elétricos.

As células dos organismos biologicos originam potenciais elétricos, que induzem o
fendmeno elétrico e geram estimulos externos pelos quais diferem quanto ao seu padrdo
espacial e temporal. (Szechynska-hebda et al., 2017; Volkov et al., 2007). Nisto, a salinidade
promove o Na* proximos as raizes, levando a mudangas na permeabilidade da membrana
plasmatica, que resultam na despolarizacdo da membrana e geracdo de um potencial de acdo
(AP) e que junto com o potencial de variacdo (PV), caracterizam sinais elétrico em plantas
(Bouteau & tran, 2012; Vodeneev et al., 2016). A propagacdo desses sinais elétricos (AP e
VP) afeta diversos processos fisioldégicos na planta e pode induzir ou ndo um aumento da
resisténcia ao estresse (Vodeneev et al., 2015), induzindo também repostas fotossintética
funcionais como, por exemplo, rapido potencial de variacdo e a promocdo da inativacdo da
fotossintese (Sukhov et al., 2014).

A toleréncia ao estresse esta estritamente ligada a faculdade de adaptacdo da planta
as novas condicbes externas. Esse processo carece de uma prescricdo rapida em nivel
intercelular e intracelular, de modo que os sinais elétricos potencial de a¢do (APS) e variacdo
de potencial (VPs) compelidos por estimulos locais, conferem um mecanismo rapido de
resposta da planta a fatores externos (Sukhov et al., 2014). Podendo estes exercerem funcao
de um sinal sisttmico em reposta ao estresse, uma vez que, sinais sisttmicos se propagam em
centenas de segundos mais rapido, em comparacdo com 0s mensageiros madveis, como acido
salicilico e jasmonico (Choi et al., 2017; Truman et al., 2007).

Portanto, esse mecanismo pode ser influenciado pelo silicio sob condicao de estresse
salino, na qual o silicio pode promover a estabilizacdo da atividade da bomba de protons,
aumento da absorcdo de potéssio pela planta, incremento da relagdo H* /Na*, além de
promover o equilibrio i6nico, resultando na homeostase ibnica das células de planta sob
estresse salino (Imtiaz et al., 2016).

Considerado importante nutriente na atenuagdo dos efeitos do estresse salino em
plantas (Torabi et al., 2015; Yin et al., 2016; Zhu & Gong, 2014), o silicio esta presente no
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solo basicamente na forma de &cido silicio, silicatos minerais e acido monosilico (HSiOa)
(Imtiaz et al., 2016; Kim et al., 2016), sendo absorvido e transportado nas formas passiva e
ativa pela planta (Zhu & Gong, 2014).

Dessa forma, plantas sobre estresse salino tém a necessidade de manter nas células,
alta concentracdo de ions de K* e baixa concentracdo de Na*, sendo que a aplicacdo de silicio
reduz a acumulacdo de ions de sodio nas raizes e folhas (Zhu & Gong, 2014). Disto, a
deposicdo de silicio na folha forma uma camada acima da cuticula e reduz a perda de 4gua por
transpiracdo por meio da cuticula (Marschner, 2012).

As nanoparticulas de silicio sdo uma das fontes de silicio comumente utilizada na
agricultura, na qual essas nanoparticulas apresentam propriedades especificas e que pode
influenciar caracteristicas fisico-quimicas da planta, em comparacao aos fertilizantes na forma
granular (Sabaghnia & Janmohammadi, 2015). Em funcdo do tamanho das particulas com
dimensoes infe pluviometria riores a 100 nm (Tripathi et al., 2015b), na qual a reposta da
planta as nanoparticulas é mais eficiente em comparacdo aos fertilizantes convencionais,
devido a alta concentracao de outros nutriente na formulagdo, como o silicato de potassio.

Dessa forma, as nanoparticulas de silicio podem contribuir na reposta de lacunas
existentes nos mecanismos fisioldgicos de percepcao e tolerancia ao estresse salino. Como o
fluxo de ions e ajustamento ibnico, da qual envolvem questdes enigmaticas como por
exemplo, qual o mecanismo que as plantas percebem e monitoram os ions de sédio, uma vez
que baixos niveis de salinidade acarretam na reducdo imediata da absor¢do de agua pela
planta (Maathuis, 2014; Yang & Guo, 2018).

Os mecanismos de restricdo de entrada e transporte de sodio sdo rigorosamente
regulados nas haldfitas, entretanto, ndo completamente conhecidos (Bose et al., 2014).
Havendo a hipotese, de que os sinais elétricos, mediados pelo potencial de membrana, tenham
participacdo nesse mecanismo de tolerancia, pois a sobrevivéncia das plantas hal6fitas em
areas salinas pode ser resultado do mecanismo eficiente de menor perda de K* através dos
canais (KOR e NCCS) e reducdo na sintese de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Bose et
al., 2014). Logo, visto que as plantas glicofitas e halofitas podem deter semelhantes

mecanismo de tolerancia, diferenciando-se quanto acerca da eficiéncia.

JUSTIFICATIVA

A salinidade é um dos grandes problemas mundiais, causando perdas significativas

de produtividade e ocasionando serio impacto econémico nas areas afetadas. O conhecimento
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sobre os efeitos e mecanismos de reposta a salinidade, vem sendo motivo de pesquisas por
grande numero de cientistas. Apesar disso, algumas perguntas permanecem sem repostas, tais
como: de qual forma ocorre absorc¢do e controle dos sais em plantas glicofita e haléfita, como
as plantas percebem o estresse salino, quais o0s papeis do potencial elétrico, do silicio e do K+
sob o estresse salino, etc. A partir dessas lacunas, estudos relacionandos acerca da sinalizacéo
elétrica podem contribuir para resolucdo, através da influéncia da salinidade sobre atividade
de canais i0nicos, que afetam o comportamento do potencial de membrana e sinalizacdo
elétrica, que sdo fatores importantes para compreender como as haldfitas sobrevivem e as
glicofitas ndo e se a aplicacdo de nanoparticulas de silicio em glicofitas propicia um
comportamento semelhante as haldfitas. Assim, é necessario se entender os mecanismos de
tolerancia a salinidade para o desenvolvimento de espécies de importancia agricola mais

tolerante a salinidade.

HIPOTESE

Estudos demonstram que plantas haléfitas absorvem lentamente altas concentragGes
de Na*, lhe permitindo eficiéncia maior nos processos de adaptacdo quando comparado com
com as glicofitas. Logo, postula-se que, esse controle ocorre por meio do rapido
reestabelecimento do potencial de repouso a partir da imposi¢do de NaCl, na qual as bombas
eletrogénicas H*-ATPase e H*-PPase reestabelecem o potencial de maneira mais rapida,
impedindo assim o maior fluxo Na* pelos canais i6nicos e em destaque aos canais NSSCs,
que absorvem mediante voltagem. Dessa forma, o uso de nanoparticulas de silicio pode
suplementar essa atividade da H*-ATPase, sendo a mesma de baixa intensidade em glicofitas,
fator esse que explicaria a reducdo de Na* e aumento de fons K*, Ca*? e Mg*? em plantas
sobre salinidade com uso de silicio, como consta na literatura. Diante disso, espera-se que as
plantas glicofitas com silicio apresentem comportamento elétrico semelhante ao

comportamento das plantas halofitas.

OBJETIVO GERAL

Investigar se as plantas com nanoparticulas de silicio, mesmo ndo acumuladoras,

podem reestabelecer ou atenuar os efeitos da salinidade sobre a sinalizagdo elétrica e
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processos fisiologicos influenciados pela atividade elétrica utilizando como referéncias as

plantas haldfitas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar o papel mitigador das nanoparticulas de silicio em tomateiro ndo
acumuladoras a partir de parametros agronémicos.

Caracterizar o comportamento elétrico de plantas glicofitas e haléfitas sob condicdo
de salinidade.

Avaliar o efeito das nanoparticulas de silicio sobre o potencial de membrana, sua

influéncia sobre a sinalizacdo elétrica e a atividade fotossintética.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A salinidade provoca desordens fisiologicas

A salinidade é considerada um dos grandes problemas da agricultura ao lado do
déficit hidrico, provocando a reducdo significativa da produtividade em regiGes aridas e
semiaridas (Munns & Gilliham, 2015; Zorb et al., 2019), além de afetar mais de 6% dos solos,
com perspectiva de atingir mais 50% dos solos cultivados até 2050 (Munns & Tester, 2008;
Shabala & Cuin., 2007). Estima-se que a salinidade promova perdas econdmica da ordem de
27,3 bilhdes de dolares por ano, afetando atualmente cerca de 1.128 milhdes de habitantes
(Qadir et al., 2014; Mandal et al., 2018). Além disso, contribui para o aumento do problema
da seguranca alimentar, evidenciado pela abrangéncia das areas afetadas por sais, sendo
grande parte dessas areas localizadas nos continentes da Oceania, Asia e Américas, que
correspondem a 88,1% dos solos salinos no mundo (Shabbir et al., 2018). Com 52 milhges de
hectares na Asia afetados pelo sal (Mandal et al., 2018) e 80 milhdes de hectares na Africa
(Shabbir et al., 2018). Disto, na regido sudoeste do México e EUA, estima-se que 200 milhGes
de hectares séo afetados pela salinidade (Shahid, 2013) e 20 milhdes de hectares na regido do
oriente médio (Shabbir et al., 2018).

Na américa do Sul, quase todos paises apresentam area salinizadas, resultando em
aproximadamente 130 milhdes de hectares (Oldeman et al., 1991; Taleisnk & Lavado, 2021).
No Brasil, a regido nordeste apresenta varias areas em processos de salinizacao, em virtude da
natureza fisica e quimica dos solos, associada a alta evaporacdo, chuvas irregulares e manejo
inadequado do solo durante o cultivo (Silva et al., 2011). Além disso, 0 manejo inadequado da
irrigacdo é outro fator que favorece para salinidade no Nordeste. Assim, apesar dos
reservatorios apresentarem condutividade elétricas abaixo de 0,75 dS m, o uso erréneo da
irrigacdo acelera os efeitos da salinidade (Gheyi et al., 2016). Dessa maneira, tais fatores
condicionam um ambiente susceptivel a salinidade, podendo inviabilizar a pratica de
agricultura no nordeste brasileiro.

O surgimento dessas areas salinas causa varias mudancas no solo e também na planta
ao longo do cultivo, como reducgéo na disponibilidade de nutrientes na solugcdo do solo, que
resulta no desbalanceamento nutricional, estresse osmotico ou estresse toxico por Na* (Zorb et
al., 2019), causando efeito imediato no crescimento celular e no metabolismo em fungdo do
tempo de acimulo dos sais na planta (Munns & Tester, 2008). O estresse osmatico oriundo da

salinidade, advém do efeito do excesso de Na* sob a potencial hidrico da planta.
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Solos com condutividade elétrica 4 dS m™* ou 40 mM de NaCl possuem uma presséo
osmotica de 0,2 MPa, dificultando a absorcdo da agua (Shabala, 2017). E causando
perturbacdo nos processos fisioldgico, variando em fungdo da intensidade e tempo e, com
isso, a aplicacdo de NaCl induziu no aumento de aglcar soluvel e proteina, mas causou a
reducdo de proteinas soluveis (Yan et al., 2020). Evidenciado também pela mudanca negativa
da condutividade hidraulica e expressao dos genes da aquaporina em funcao da salinidade no
arroz (Meng et al., 2017).

O excesso de sais no solo promove o desbalanceamento ibnico, através de um
antagonismo com outros nutrientes em destaque o K*. Nestes termos, devido a similaridade
do Na* com o K*, quanto ao raio i6nico e a energia de hidratacdo, ha ocorréncia da
competicdo dos sitios de ligagdo e permeabilidade dos canais i6nicos (Shabala, 2017; Zorb et
al., 2019). Mesmo o Na* possuindo uma camada de hidratacdo mais rigida, que dificulta aos
fons de Na* substituir o K* como cofator de enzimas e proteinas (Benito et al., 2014). O qual
compromete os niveis de K* e suas respectivas funcdes metabdlicas, como por exemplo,
disturbios em enzimas da sintese de amido e proteinas, degradagdo da clorofila e inibicdo da
atividade fotossintética, fechamento estomético e mudancas no pH da célula (Hafsi et al.,
2017; Hedrinch & Shabala, 2018; Hasanuzzaman et al., 2018).

Em consonéncia, quando ocorre também alteracdo do potencial de membrana, em
virtude do transporte de sodio que ocorre por meio dos canais iGnicos, mecanismo esse que
ainda ndo é compreendido. Denota-se que, os canais catibnicos ndo seletivos (NSCCs) sdo
responsaveis por grande parte do fluxo de Na* em dicotiledénea, que difere das
monocotileddneas com os canais HKT seletivos ao Na* (Isayenkov & Maathuis, 2019).
Porém, outros canais idnicos também estdo envolvidos na dindmica de ions, durante o estresse
salino, como atividade antiporte Na*/H* pelos canais NHX (Shabala et al., 2020). Os canais
GORK realizam o efluxo de K* em funcdo da despolarizacdo da membrana, oriundo do
influxo de Na* (Assaha et al., 2017).

Assim, tem-se os canais de transporte, HAK de alta afinidade ao K*, LCT1 de baixa
afinidade e canais CHX trocadores cationicas de H*, NRT transportador de nitrato (Isayenkov
& Maathuis, 2019). Outros canais como CCC estdo envolvidos com o transporte em longa
distancia dos ions de Na*, K* e CI- (Henderson et al., 2015). Além dos canais, conjuntos de
proteinas intrinsecas da membrana plasmatica (PIP), que auxiliam na absorcdo de agua, sdo
também permeaveis ao Na* (Byrt et al., 2017). Pouco se compreende sobre essa dindmica

ibnica nas plantas durante o estresse salino, na qual confere uma lacuna importante que
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necessita de maior investigacdo e, em destaque, o papel dos canais idnicos dependente da
atividade da H*-ATPase e H*-PPase no controle da absor¢éo e transporte de ions.

Em virtude dessa ampla abrangéncia de canais envolvidos, a salinidade ndo somente
afeta a concentragdo de K*, mas aos demais nutrientes. As concentragOes foliares do
nitrogénio, fésforo, potassio, calcio, magnésio, ferro e zinco foram reduzidas em funcéo da
salinidade no tomateiro (Abdeldym et al., 2020), prejudicando a integridade celular em
processos fisiologicos, além de requerer alta demanda de energia, tal como o acumulo e
transporte de solutos através da membrana, energia essa, oriundas das bombas de prétons H*-
ATPase e H*-PPase para transportar contra o gradiente de concentragdo ou eletroquimico
(Neuhaus e Trentmann, 2014; Sulian et al., 2020). Logo, também necessita de altas
concentracdo interna de K*, na qual absorcdo desse ion tende a ser impulsionada, justamente
pela atividade de ambas bombas (Pedersen & Palmgren, 2017).

Em condicdo de estresse salino, 0 mecanismo de exclusdo de ions de Na* e ClI-
também envolve gasto de energia para controle do nivel letal dos ions, com o custo de 1 mol
de ATP para o efluxo de mol de Na*, requerendo a manutencdo da diferenca eletroquimica
através da H*-ATPase (Munns et al., 2019). Ao ponto que, mesmo com atividade em 50% de
performance as V-ATPase absorvem grande parte do ATP intracelular nas raizes (Shabala et
al., 2020), reduzindo assim a disponibilidade energética para os processos de crescimento e
desenvolvimento.

A Salinidade também pode induzir de forma indireta um estresse oxidativo, em
virtude da toxicidade dos ions de Na*. Em baixas concentrac@es na célula, o sédio apresenta
um efeito benéfico na regulacdo da pressdo osmdtica e manutencdo do tugor das folhas
(Barker & Pilbeam, 2007; Marschner, 2012). Todavia, em altas concentracdes, o sddio
provoca o aumento de moléculas de alta oxidacdo, que sdo as espécies reativas de oxigénio
(ROS), com as principais formas sendo: singleto oxigénio (102), superoxido anion (O2.),
peroxido de hidrogénio (H20.) e radical de hidroxila (HO) (Waszczak et al., 2018).

Logo, o0 aumento transitério dessas moléculas desencadeia uma sinalizacdo
necessaria para o processo de aclimatagédo ao estresse (Taiz et al., 2016). Entretanto, em caso
de prolongamento, as ROS inibem processos fisioldgicos e bioquimicos, oxidando o conjunto
de biomoléculas como DNA, lipidios e proteinas suspendendo o estado redox da célula
(Choudhury et al., 2013). As ROS, presentes no cloroplasto, induziram o efluxo de K*
alterando também os canais NSCCs em plantas de trigo sob salinidade (Wu et al., 2015). A
salinidade induziu no aumento da peroxidagéo lipidica, causando o vazamento de eletrélitos

em plantas de tomateiro (Parvin et al.,, 2019). Nisto, os efeitos da salinidade séo
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multifacetados, variando conforme a intensidade e tempo, destacando-se os efeitos osmotico,
ibnico e oxidativo e com a reducdo do crescimento distribuida ao longo de duas fases: fase
rapida da pressdao osmotica e uma fase mais lenta em funcdo do acumulo de Na* (Munns &
Tester, 2008).

2.2 Resposta a salinidade, plantas glicdfitas e halofitas

O crescimento das plantas em ambientes salinos depende de sua capacidade de lidar
com as principais restricdes (estresse osmotico, ibnico e oxidativo) impostas pela salinidade
(Bose et al., 2015), o que diferencia de acordo com familia e espécie de carater botanico.
Logo, sdo denominadas halofitas, as espécies que conseguem sobreviver no ambiente salino,
necessitando de 10 a 500 Mm de NaCl para se desenvolver (Munns & Tester, 2008; Shabala,
2017).

Entretanto, grande parte as espécies agricolas sdo sensiveis ao excesso de sais, sendo
denominada espécies glicéfitas (Zelm et al.,, 2020). Essas plantas diferem quanto a
capacidade de controlar absorcéo, fluxo, compartimentalizacdo e a exclusdo do excesso de
Na* na célula. Plantas hal6fitas absorvem o Na* de forma répida e transitdria, embora liberem
o Na* mesmo sob alta concentracdo no xilema (Zarei et al., 2020). De acordo com Shabala
(2013), esse aumento nas halo6fitas ocorrem com objetivo de atingir de maneira rapida o limite
de sal e induz ao ajuste osmotico mais rapido, mantendo o crescimento normal e condiz ao
principio fisico de levitt (1980) ao estresse, com mudancgas reversiveis, resultando em
tolerancia ao estresse (Schulze et al., 2019).

Por sua vez, as halofitas detém maior capacidade para lidar com as altas
concentragdes de sais no solo e desenvolveram varias adaptacdes para tolerar altas
concentracdes, que incluem compartimentalizagdo de ions nos vacuolos, acumulo de solutos,
glandulas e bexiga secretora de sal (Flowers & Colmer, 2008; Shabala & Mackay, 2012), ao
ponto que, mesmo em condicdo de ndo estresse, as haldfitas demandam niveis altos de Na*
em comparacdo a glicofitas. Plantas de atriplex apresentaram uma concentracdo de Na* no
xilema 10 vezes superior as plantas de feijao (Zarei et al., 2020). Logo, a concentracédo tende a
ser excluida para fora ou compartimentalizada nos vacutolos e o controle desse fluxo de sodio
rapidamente é importante em virtude do efeito antagénico sobre os ions de K*. A aplicacao
de 100 Mm de NaCl causou despolarizacdo do potencial de membrana, seguida de um efluxo
massivo de ions de K* em plantas de moderada tolerancia (cevada) (Shabala et al., 2010). Isso
ocorre em funcdo do influxo de Na*, que aumenta a carga positiva sob o potencial de
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membrana negativo, levando a despolarizacdo do potencial de membrana, seguido do
aumento das bombas ATPase para neutralizacdo da despolarizacao, reduzindo o influxo de
Na* e efluxo de K* (Sun et al., 2009; Zelm et al., 2020).

A exclusdo de sais para estrutura anatbmica denominadas de bexigas é outra
importante adaptacdo das plantas halofitas. Essas bexigas sdo estrutura epidérmica
modificadas, que sdo classificadas como tricomas glandulares, espinhos glandulares de
superficie (Ishida et al., 2008). Desse modo, presentes em plantas da familia Chenopodiaceae
e Amaranthaceae, estdo dispostas em folhas e caules permitindo o sequestro de grande de
quantidade de Na* concentradas regides metabolicamente ativas na planta (Shabala et al.,
2014), que além de funcionar com armazenamento de ion de Na*, as bexigas de sal também
promovem a reducdo da perda de agua e diminuicdo dos danos da luz ultravioleta (Shabala &
Mackay, 2011). Através dessas bexigas as halofitas possuem maior capacidade de sequestro e
exclusdo de ions de Na* em comparacdo com as glicéfitas.

O sequestro do ion de Na* para vacutolo é outro processo importante para tolerancia a
salinidade, tanto espécies glicofitas como halofitas detém este tipo de mecanismo. Todavia,
diferem quanto as altas concentracdes de suporte, processo esse que envolve o transporte
canal antiporte H*/Na* (SOS1), canal vacuolar H*/Na* (NHX1) e o canal (HKT1)
transportador Na*/ K* (Cushman et al., 2020), pela qual a superexpressdo do gene SOS1 Na*/
H* causou aumento da tolerancia em plantas de arabidopsis (Yang et al., 2009). Durante esse
processo, a atividade das bombas vacuolares H*-APTase e H*-PPase sdo importantes, pois
fornecem uma forca motriz para os canais NHX, mantendo uma voltagem proxima entre
canais de rapida e lenta permeabilidade ao Na* (Bonales-Alatorre et al., 2013), possibilitando
gue maior parte do Na* na célula esteja compartimentalizado no vactolo, mantendo assim
atividade metabolica, como por exemplo, a fotossintese.

Na medida que o Na* vai para o vaclolo, a pressdo osmdtica aumenta em
comparacao ao citosol. Dessa forma, as plantas acumulam solutos organicos compativeis com
0 metabolismo, com intuito de manter o equilibrio osmético entre o citosol e vactolo (Munns
& Tester, 2008). Nesse contexto, sdo moléculas de baixo peso molecular como prolina,
alcoois de agucar, aminoacidos, sorbitol e agucares (Zelm et al. 2020). Esse ajustamento da
pressdo osmdtica assegura o tugor da célula, bem como o volume das organelas para o
crescimento (Munns et al., 2020). Todavia, esse processo tende a ser limitado, variando de
intensidade entre as espécies gliofitas e halofitas. Com isso, para a producdo dessas moléculas
€ necessario 0 uso do recurso energetico proveniente da fotossintese, reduzindo os recursos

disponiveis para o crescimento da planta (Munns & Gilliham, 2015; Zelm et al., 2020).
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Dessa forma, as plantas glicofitas reduzem seu crescimento de forma inversamente
proporcional ao acimulo de Na* (Jha et al., 2010). Contudo, em ambas as espécies, 0
mecanismo pelo o qual o Na* é absorvido e transportado ndo é completamente conhecido,
sendo postulado que, aléem do transporte simplastico e transcelular radial, o transporte dos
ions de Na* ocorre atraves de proteinas e efluxo de outros ions pela membrana plasmatica de
celulas radiculares com ou sem gasto de energia (Craing & Mgller, 2010).

Muitas plantas glicofitas sdo incapazes de prevenir grande absorcéo e fluxo de Na*
pelo xilema e quando o mesmo é superior, a concentracdo apoplastica de Na* aumenta
rapidamente, levando posteriormente a inibicdo de reacdes fotossintéticas (Percey et al.,
2014). Além disso, as plantas sensiveis aos sais, realizam o efluxo dos ions de Na* em alta
concentracdo na célula e reduzindo os efeitos. Embora o Na* enviado para fora das células se
acumule na rizosfera, causando uma ciclagem ineficiente de Na* (Shabala et al., 2014), isto
demonstra que os processos de reposta a salinidade em plantas glicofitas sdo limitados em
funcdo da concentracdo de Na* e, quando ultrapassado essa concentracdo, 0S Processos
fisiologicos sdo prejudicados.

A respeito do conhecimento relacionado a dindmica desses processos de resposta a
salinidade em espécie glicofita e haldfita, destaca-se a sua necessidade para desenvolvimento
de plantas tolerantes a salinidade, pois todos os mecanismos de tolerancia a salinidade
utilizados nas espécies hal6fitas também sdo utilizados nas espécies glicéfitas (Bartels e
Dinakar, 2013). Para Bonales-Alatorre et al. (2013), ndo existe um fator chave na resolugédo
dos problemas de salinidade na planta, pois manipular apenas um gene ndo ira promover
tolerancia, mas, sim, quando manipular fatores chaves (genes/processos) e vierem a

complementar.

2.3 Potencial de membrana e sinizali¢éo elétrica

As plantas sdo seres vivos responsivos as mudangas do ambiente, através de uma
complexa rede de reguladores quimicos que interagem com processos fisiologicos de
crescimento e desenvolvimento da planta (Choi et al., 2014) com uma rapida rede de
comunicagdo, mensurada atraveés de variacdo no potencial elétrico da membrana e fluxo
ibnico (Zimmermann et al., 2009). A salinidade, assim como outros fatores ambientais, pode
influenciar no fluxo idnico e também no potencial de membrana. Para Nernst, o fluxo de ions

de Ca*? é o principal fator determinante nesse potencial em condigdo de repouso.
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Conforme observado por Choi et al. (2014), a aplicacdo de NaCl induziu o aumento
transitorio dos niveis de Ca*?, propagando ondas de Ca*?> ao longo da planta. Essa mudanca
no fluxo de Ca*? estd associado alteracdo do potencial de membrana, que pode causar a
emissdo de sinas elétricos como reposta ao estimulo. Além disso, variagdo dos niveis celular
de fons, tais como Ca*?, K* e Cl, pode desencadear potencias de acéo (\VVolkov, 2006).

Esses sinais podem ser categorizados em potencial de acdo (PAs), potencial de
variacdo (VPs) e potencias sistémicos (SPs) (Choi et al. 2016). Podendo levar informacdes
por longas distancias de um 6rgdo para outro 6rgdo, mesmo que essa voltagem diminua ao
longo da propagacéo pela planta (Felle & Zimmermann, 2007; Zimmermann et al., 2009). O
potencial de acdo foi o primeiro sinal elétrico comprovado experimentalmente, através de
estudos realizados por Bose (1964), no qual demostrou a emissdo e propagacao nos vasos
condutores de plantas de mimosa, que pode ser caracterizado por ser um sinal rapido, que
obedece ao principio do "tudo ou nada" apds um limiar de excita¢do, podendo ser percussor
de sinais quimicos (Zimmermann et al., 2009; Vodeneev et al., 2016).

A geragdo desse sinal advém do estimulo de ultrapassar o limiar de excitagdo do
potencial elétrico de repouso da célula, a partir da fase de depolarizacdo do potencial de
membrana, que ocorre através de um influxo de Ca*? transiente, que causa ativacéo e influxo
de CI- e inativacdo transiente da H*-ATPase (From et al., 2007; Vodeneev et al., 2016).
Posteriormente, ocorre a fase repolarizacdo que consiste na reativacdo da H*-ATPases
acompanhada do efluxo de ions de K* (Shukhova, et al., 2017; Vodeneev et al., 2016;
Pyatygin et al., 2008).

Comprovado também por Hodgkin e Huxley (1952), foi demonstrado que a abertura
dos canais de efluxo de K* causa a repolarizacdo e esses canais sdo dependentes de voltagem,
que séo retificadores externos, semelhante aos canais Kv em animais, embora em Arabidosis
thaliana esses canais sdo 0s GORK e SKOR (Hedrich et al., 2016; Riedelsberger et al., 2015).
A manifestacdo e propagacao desse tipo de sinal ao longo da planta pode influenciar diversos
processos fisioldgicos, tais como o aumento da atividade respiratdria (Filek & Koscielniak,
1997), inibigéo transitoria da atividade fotossintética, através inativagdo de enzimas do ciclo
de calvin em funcéo do alto influxo de Ca*? (Koziolek, 2004; Sukhov et a., 2014), aumento
dos niveis de hormonios vegetais associados ao estresse como &cido abscisico e acido
jasmonico (Fisahn et al.,2004). Dessa forma, propagacdo de PAs em mutantes de tomateiro
em ABA, promoveu mudancga nas trocas gasosas (Silva et al., 2020), causando alteracdo no

metabolismo da planta em fun¢éo da intensidade e estimulo.
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Enquanto o potencial de acdo exige maior participacdo do fluxo de ions para geracdo
e propagacdo, o PV € caracterizado por uma duracdo mais longa e de propagagdo nos vasos
xilematicos (Vodeneev et al., 2011; Fromm & Lautner et al., 2006) e estando associado a uma
mudanca transitéria da H*-ATPase durante despolarizacdo, ambos 0s sinais apresentam uma
fase de despolarizacdo semelhante. Nesse caso, ¢ observado acidificacdo do citoplasma e
alcalinizacdo do apoplasto durante a geracdo do PV (Katicheva et al., 2014; Sherstneva et al.,
2015). Assim, a geracdo do PV estd mais fortemente ligada a mudanca da bomba eletrogénica,
do que ao fluxo de ions passivos (Vodeneev et al., 2011), também evidenciado por Katicheva
et al. (2014), demonstrando que o uso de ortovandato de sodio (supressor da H*-ATPase) ndo
promoveu reacao elétrica em destaque a manifestacdo de PV.

A propagacdo do PV ainda ndo é totalmente compreendida e sdo aceitas trés
hipo6teses: A primeira hipétese, supde que o dano aumenta pressao hidraulica, originando uma
onda que se propaga pelo xilema, ao mesmo tempo que induz reacao elétrica. (Stahlberg et al.,
2006; Mancuso, 1999). A segunda hipoétese, relata que o PV é uma reposta elétrica local,
provocado por um fator, podendo ser a pressdo hidraulica ou agente quimico (Davies, 2006;
Stahlberg et al., 2006). Ja a terceira hipdtese, pressupbe que o PV tenha propagacao
semelhante ao principio do PA (Tsaplev et al., 1980).

A emissdo de PVs em plantas de evilha promoveu inativacdo da fotossintese e
elevacdo da atividade respiratoria das folhas (Sukhov et al., 2014), inibicdo da sintese de
proteinas e polissomos (Davies & Stankovic, 2006), aumento da expressdo de genes PIN2 e
maximizacao dos niveis de acido jasménico (Fisahn et al., 2014). Dessa forma, a propagacao
do potencial de variacdo, reduziu simultaneamente a absorcdo de CO2, transporte de elétrons e
o rendimento quantico do PSII (Volkov, 2006).

A emissdo desses sinais elétricos ao longo da planta pode agir de forma benéfica ou
maléfica, dependendo da intensidade do estimulo podendo, assim, aumentar a resisténcia ao
estresse como, por exemplo, modulacdo ou adaptacdo do maquinario fotossintético (Retivin et
al., 1997). Entretanto, a dindmica em relacdo ao comportamento elétrico em plantas sob
salinidade é pouco compreendida, uma vez que mudancas em processos fisiologicos estdo
relacionadas com as geracdes de PAs e PVs e sendo essas dependentes do fluxo passivos de
fons como K*, Ca*? e CI- (Vodeneev et al., 2015), na qual as concentracdes desses mesmos

ions sdo bastante afetadas pelo excesso de sais no solo.
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2.4 Silicio como mitigador aos estresses abioticos

O silicio é o segundo elemento mais presente na terra, compondo 27,7% da costa
terrestre, sendo inferior somente ao oxigénio, presente naturalmente na forma de minerais de
silicatos cristalinos ou amorfo (Sommer et al., 2006; Khan et al., 2019). Por ser um elemento
com fungdes multifacetadas, sdo postulados divergéncia quanto fator de elemento essencial
para plantas.

Para Epistem (1994) e Jones (2012), a dificuldade de privar as plantas de Si
experimentalmente associados com as funcdes fisioldgicas do Si, criam um argumento quanto
essencialidade. Assim, as espécies de plantas diferem quanto a absorcao de silicio, sendo
classificadas em espécies acumuladoras, intermediarias e ndo acumuladoras (Zhu & Gong,
2014) e, em geral, as plantas monocotiledoneas acumulam Si em maior propor¢do do que as
dicotiled6neas. Nesse caso, plantas de arroz, trigo, milho, cana-de-agucar, sdo acumuladoras;
ja as plantas de abdbora, pepino e soja sdo consideradas intermediarias e plantas nao
acumuladoras como o tomateiro, girassol e uva (Hoffmann et al., 2020; Ma et al., 2002;
Barker & Pilbeam, 2015; Bakhat et al., 2018).

O silicio no solo pode variar a forma quimica em funcdo do pH. Dessa forma, solos
com pH baixo encontra-se na forma acido silicico ndo dissociada, ja em pH elevado, a forma
presente do Si &cido silicico dissociado (Barker & Pilbeam, 2015). Em geral, sua absor¢édo
pela raiz ocorre via aploplastica e simplastica, na qual proteinas NIPs, subfamilia das
aquoporinas, sdo responsaveis pela absorcao na rota simpléstica (Murad et al., 2019), sendo o
Lsil responsavel pelo influxo de Si externo para células da raiz, ja o Lsi2 é o responsavel pelo
influxo de Si intracelular (Ma et al., 2006).

Vaérios estudos demonstram o papel atenuador do silicio em plantas sob de estresse,
como exemplo, tem-se 0 incremento nos niveis de prolina, aglcares e proteinas sollveis em
tomateiro sob déficit hidrico (Cao et al., 2017). Logo, o silicio promoveu aumento nos niveis
de clorofila e carotenoides, além da reducdo do efeito da salinidade sobre a expressdo dos
genes PetE, PetF, PsbP, PsbQ, PsbW e Psb28 (Zang et al., 2018), ainda nesse contexto, 0
silicio promoveu a reducao dos niveis de concentracdo de Na* e aumento dos niveis de K* em
plantas de sojas (Farhangi-Abriz & Torabian, 2018), aumentou a biossintese de poliaminas e
reduziu o estresse oxidativo em plantas de pepino sob salinidade (Yin et al., 2019). Assim,
provou aumento da atividade das enzimas antioxidantes e atividade fotossintética (Khan et al.,

2018), reduzindo a absorcéo de Na* e também promovendo o acumulo de prolina (Ibrahim et
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al., 2016), restaurando o equilibrio nutricional e potencial osmético de plantas de trigo sob
estresse salino (Saleh et al., 2017).

Esses estudos evidenciam o papel do silicio como atenuador do estresse, em destaque
na regulacdo iénica, com a reducdo dos niveis Na*. No entanto, 0 mecanismo pelo qual o
silicio interfere nessa dindmica ibnica através dos canais ndo é conhecida. Dessa forma, é
mediante este mecanismo que as plantas haldfitas realizam com alta eficiéncia (Shabala e
Mackay, 2011) e sendo de baixa eficiéncia em planta glicofitas, porém a aplicacao de silicio,
induziu o aumento da H*- ATPase em plantas de cevadas proporcional a exclusdo de Na*
(Liang et al., 2005), podendo o silicio influenciar nas bombas energéticas, importantes no
influxo e efluxo de ions, que reflete em mudancas quanto a sinalizacéo elétrica das plantas.

Para entender esse mecanismo é importante o uso de fonte de altas concentracdo de
Si. Disto, se faz necessario o uso de nanotecnologia através das nanoparticulas de silicio e,
devido ao seu tamanho (de 1 a 100 nm) exibem propriedades quimica e fisica especificas, que
modificam o metabolismo da planta ao provocarem o aumento da tolerdncia ao estresse
(Rastogi et al., 2019). Assim, sua utilizacdo em planta sob estresse salino é bastante
promissora. Resultados comprovam a reducdo dos efeitos da salinidade sobre o crescimento
de ervilhas (Sabaghnia e Janmohammadi 2014), aumento na biomassa de plantas de
manjericdo (Kalteh et al. 2018), aumento da atividade das enzimas antioxidante, SOD, CAT,
POX E APX, e manutencao do nivel de K* (Farhangi-Abriz et al., 2018). Dessa forma, 0 uso
de nanoparticulas como fonte de silicio € bastante promissor, embora 0 mecanismo pelo qual

as nanoparticulas de silicio promovem esses efeitos ainda care¢cam de mais investigacéo.

2.5 Tomateiro como espécie glicéfita e ndo acumuladora de silicio

O tomate é uma importante espécie modelo nos estudos, além de ser uma cultura
agricola relevante economicamente em todo mundo. Nessa forma, é uma espécie pertencente
a familia Solanaceae, originaria da América do Sul, em destaque do Peru e ilhas Galapago
(Jones, 2007). Atualmente, os maiores produtores sdo China (36,570 milhdes de toneladas),
Eua (12,835 milhdes) e india (11,724 milhdes), enquanto o Brasil ocupa a 92 com uma
producdo de 3,607 milhdes de toneladas (FAO 2020), ao mesmo tempo, é considerado uma
espécie modelo para material de pesquisa, em virtude do grande ndimero de fendtipos e
espécies selvagens (total de 13) que auxiliam no cruzamento e papel evolutivo. Além disso, 0
conhecimento obtido no tomateiro pode ser utilizado em outra solanaceas de importancia

econdbmica, como batata, pimentdo, berinjela e tabaco (Kimura & Sinha, 2008). Nesse



29

contexto, € uma espécie modelo para o desenvolvimento de fruto, caracteristica essa ausente
em Arabidopsis e arroz, sendo de facil cultivo em laboratoério a partir do uso de Micro-Tom
(Botella & Botela, 2016).

O processo de domesticacdo do tomateiro levou a uma reducdo da tolerdncia a
salinidade. A analise de associacdo genémica de acesso demostrou diferenca de genes que
codificam grupo HAK/KUP familia de transportador de K* de alta afinidade (Wang et al.,
2020), na qual espécies selvagens como S. galapagense e S. cheesmaniae oriundos das Ilhas
Galé&pagos apresentam alta toleréncia a salinidade, assim como o S. chilense (Pailles et al.,
2020; Gharbi et al., 2016), possibilitando uma investigacdo mais detalhada dos mecanismos
de resposta a salinidade de um grupo de plantas de importancia econémica.

Outro fator importante na utilizacdo do tomateiro como planta modelo esta
relacionado a espécie ndo ser acumuladora de silicio, pois a super expressdo do gene Lsil no
tomateiro provocou maior acumulo de Si nas raizes e ndo nas folhas, apresentando um baixo
nivel de expressao do gene Lsi2 quando realizado o transporte por efluxo (Sun et al., 2020;
Deshmukh et al., 2015). Contudo, em condi¢cdo de estresse a aplicacdo de silicio promove
atenuacéo dos efeitos na cultura (Hoffmann et al., 2020).
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3 NANOPARTICULAS DE SILICIO COMO MITIGADOR DOS EFEITOS DO
ESTRESSE SALINO EM TOMATEIRO

Resumo

O aumento na concentracdo de sais no solo € um problema crescente em varias
regides agricolas, dado o impacto na produtividade e inviabilizar o cultivo de plantas. No
Brasil, a salinidade é recorrente na regido nordeste em funcdo das carateristicas
edafoclimaticas. O uso do silicio nanoparticulardo (SiNPs) em plantas tem sido associado a
melhoria no desempenho fotossintético e na ativacdo de mecanismos de defesas a diversos
estresses abidticos. Todavia, as interacGes do SiNPs em plantas de tomate sob estresse salino
sdo pouco conhecidas. Nesse sentido, neste experimento objetivou-se avaliar o efeito das
SiNPs em processos fisioldgicos de plantas de tomate sob estresse salino. Assim, o
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, em blocos inteiramente cauzalizados, com
fatorial 2 x 3 referente a trés concentragdes de NaCl (0, 25 e 40 mM) com e sem aplicacéo de
nanoparticulas de silicio (0 e 500 mg/L). Apds 15, 25, 35, 45 e 55 dias sob exposicdo aos
tratamentos, foram realizadas medidas biométricas das plantas e aos 45 dias foram avaliados o
potencial hidrico foliar, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a as concentracdes foliares
de nutrientes, sddio e silicio. A aplicacdo de SiNPs mitigou os efeitos da salinidade sobre a
taxa de transpiracdo e condutancia estomatica em virtude das mudancas idnica referente ao
baixo acréscimo a concentracdo de Na* na folha e aumento dos teores de Ca?*, da qual
resultou no aumento da relacdo K*/Na*. Na concentracdo de 25 mM de NaCl, o tomateiro
com SiNPs apresentou maior nimero de folhas, de flores e menor reducdo da biomassa,
guando comparado com tomateiros sem SiNPs, sob a mesma condi¢do de estresse. Todavia,
0 uso de silicio promoveu menor reducdo dos efeitos da salinidade.

Palavra-chave: Solanum lycopersicum, Didxido de silicio, Relacdo K*/Na*, Mitigacéo

Abstract

The increase in the concentration of salts in the soil is a growing problem in several
agricultural regions, due to the impact on productivity and the unfeasibility of plant
cultivation. In Brazil, salinity is recurrent in the northeast region due to the edaphoclimatic
characteristics. The use of nanoparticular silicon (SiNPs) in plants has been associated with an
improvement in photosynthetic performance and in the activation of defense mechanisms of
several abiotic structures. However, how SiNPs interactions in tomato plants under salt stress
are little discussed. In this sense, the present study aimed to evaluate the effect of SiNPs on
physiological processes of tomato plants under salt stress. The experiment was conducted in a
greenhouse, in cauzalized whole blocks, with a 2x3 factorial referring to three levels of NaCl
concentration (0, 25 and 40 mM) and two application levels of silicon nanoparticles (0 and
500 mg / L) . After 15, 25, 35, 45 and 55 days of exposure to the treatments, biometric
measurements of the plants were performed and at 45 days, leaf water potential, gas
exchange, chlorophyll fluorescence and leaf sacrifices of nutrients, sodium and silicon were
performed. The application of SiNPs mitigated the effects of salinity on the transpiration rate
and stomatal conductance. Much due to the ionic changes related to the low increase in the Na
+ concentration in the leaf and the increase in the Ca?* contents, which did not result in any
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increase in relation to K */Na *. Under a salinity of 25 mM of NaCl, tomato plants with SiNPs
presented a higher number of leaves, flowers and a lower biomass reduction, when compared
to plants without SiNPs, under the same stress condition. However, the use of silicon
promoted less reduction in the effects of salinity.

Keyword: Solanum lycopersicum, Silicon dioxide, K* / Na * ratio, Mitigation

3.1 Introducao

A salinidade é considerada um dos grandes problemas da agricultura no contexto
atual por prejudicar o desenvolvimento e produtividade de culturas agricolas ( Van Zelm et
al., 2020). Estima-se que mais de 800 milhdes de hectares de solos sdo afetadas pela
salinidade no mundo (Fao 2005). Em 2050, espera-se que a salinidade possa afetar 50% das
terras cultivadas e até entdo, a agricultura precisara produzir 50% mais alimentos para atender
as necessidades de cerca de 9,73 bilhdes de pessoas (Fao, 2017), alcan¢ando ndo somente uma
problematica econdmica, mas também de seguranca alimentar. No Brasil, a regido nordeste
possui caracteristicas edafoclimaticas que favorecem o surgimento de areas salinizadas, sendo
encontrado valores de condutividade elétrica (CE) superiores a 0,75 dS m=2 e uma
percentagem de sédio acima de 60% (Gheyi et al., 2016). Adicionalmente, o baixo regime
pluviométrico e mal distribuicdo das chuvas ao longo do ano contribuem para o surgimento de
areas mais salinizadas no Brasil.

O estresse salino pode induzir mudancas desde a germinacgdo até a fase reprodutiva
das plantas (Al Murad et al., 2020). Isso porque em altas concentra¢des, 0 s6dio promove um
efeito osmotico, desiquilibrio idnico e efeito tdxico nas células (Steinhorst & Kudla, 2019;
Munns, 2005). O estresse osmotico reduz a expansao celular e o fechamento estomatico
(Munns & Tester, 2008), ja o desequilibrio idnico promove uma desordem nutricional nas
plantas, devido um efeito antagbnico em relacdo ao aumento do Na* e diminuicdo dos niveis
de K* (Loudari et al., 2020). Isso ocorre em funcdo da similaridade i6nica do Na* com K*, os
quais competem pelos mesmos transportadores/canais idnicos ndo seletivos (NSCC) e de alta
afinidade (HTK), modificando o fluxo idnico com o aumento de Na* e diminui¢do de K*,
causando assim mudancas transitdrias do pH do apoplasto, em geral alcalinizacao (Bose et al.,
2017; Shabala & Cui, 2008). Em plantas de milho, por exemplo, a salinidade provocou
mudanca transitéria do pH, levou a redugdo de proteinas envolvida nos processos de
crescimento celular, reduzindo o tamanho das folhas e raiz (Geilfus et al., 2018). O excesso de

Na* tambem pode induzir a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) no cloroplasto,
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provocando o estresse oxidativo (Liu et al., 2021) e danos estruturais as membranas celulares
e organelas como o cloroplasto e a mitocondria (Wungrampha et al., 2018). Dessa forma, um
dos processos fisiologicos mais afetados em plantas expostas ao estresse salino é a
fotossintese. Em estudo realizado por Zhang et al. (2020), o excesso de Na* provoca o
fechamento estomatico e a reducdo da taxa de carboxilacdo em plantas de tomateiro. A
salinidade em plantas de feijdo provocou o aumento dos niveis de ABA, levando ao
fechamento estomatico (Geilfus et al., 2015).

O tomate (Solanum lycopersicum) é uma cultura agricola consumida de vérias
formas e de ampla distribuicdo, tendo grande relevancia econdmica e social, além de ser
utilizada como planta modelo para pesquisas de melhoramento genético relacionado a
tolerdncia a estresses (Bergougnoux 2014). Adicionalmente, é o quarto vegetal mais
consumido no mundo, depois de batata, alface e cebola (Tanveer et al., 2020). Quanto a
salinidade o tomateiro apresenta moderada tolerancia sob uma condutividade elétrica de 2,3
dS m= (Gheyi et al., 2016) e sob concentracdes de 50 e 100 mM de NaCl foi observado
reducdo na altura e no nimero de frutos (Babu et al., 2012). E importante destacar que ao
longo do processo de domesticacdo, o tomateiro reduziu a capacidade de tolerar a salinidade.
Estudos de genbmica de tomateiro domesticado e ancestrais constataram diferenca na
expressao dos genes HAK/ KUP/ KT, os quais estdo relacionados a absorcdo de K* (Wang et
al., 2020).

O silicio tem sido utilizado como uma ferramenta potencial nos estimulos de
multiplas respostas de defesas contra estresse ambientais em plantas. Todavia, a absorcédo de
silicio difere entre as culturas agricolas. Plantas de arroz apresentam alta acumulo de Si, por
sua vez, o pepino e o tomate sdo plantas de moderada e baixo acimulo de Si, respectivamente
(Sun et al., 2020). O Si foi relatado por reduzir os efeitos danosos da salinidade, promovendo
a reducéo da relacdo K*/Na* em plantas de tomate (Farhangi-Abriz et al., 2018), manutencéo
da atividade fotossintética no arroz (Detmann et al., 2012) e aumento nos niveis de clorofila
em plantas de cevadas (Nikolic et al., 2019). Esses efeitos tém sido relacionados com a
regulacdo positiva do Si a genes envolvidos em respostas antioxidantes tais como,
peroxidases, peroxidase do ascorbato, dismutase do superoxido e catalase (Khan et al., 2019),
bem como o efeito do Si na estabilizagéo de estruturas dos cloroplastos, integridade do FSII e
concentracdo de pigmentos (Tripathi et al., 2015; Sun et al., 2016; Maghsoudi et al., 2016). A
aplicacdo de silicio regulou de maneira positiva a expressdo dos genes relacionado a
fotossintese, PsbY, PsaH, PetC, PetH (0s03g57120) em plantas de arroz sob toxidez por Zn

(Song et al., 2014), o que pode resultar em incremento na produtividade e apos a aplicacao de
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Si também foi observado em tomateiro, espécie ndo acumuladora de Si, sob estresse salino
(Costan et al., 2019).

Apesar da abundante disponibilidade de dados na literatura sobre o funcionando do
Si em respostas de defesa contra estresse ambientais em plantas, o uso de nanoparticulas de
silicio (SiNPs) modulando as mudangas fisioldgicas e na nutricdo das plantas de tomate ainda
sdo escassas. O uso de nanoparticulas na agricultura vem aumentando nos Gltimos anos, por
serem substancias de dimensdes entre 1 a 100 nm (Whitesides, 2005), além disso, quando
aplicadas em baixos teores ou concentracOes e faixas especificas de absorcdo, incrementam o
crescimento e produtividade de plantas (Juarez-Maldonado et al., 2019). Estudos recentes
demonstram o aumento da tolerdncia a partir do uso de nanoparticulas no processo de
germinacao sob salinidade ou estresse hidrico (Farhangi-Abriz et al., 2018). Logo, em plantas
de arroz, por exemplo, as nanoparticulas de silicio promoveram a atenuacéo do estresse salino
através do acimulo de osmolitos e o aumento da expressdo das enzimas antioxidante (Abdel-
Haliem et al., 2017). Em plantas de soja em condi¢Ges de salinidade, as SiNPs reduziram a
concentracdo de EROs o que resultou em uma menor toxicidade dos ions de Na* nas células
citoplasma ( Farhangi-Abriz et al., 2018). Todavia, os estudos relacionados aos mecanismos
pelo qual as nanoparticulas atuam em plantas sob salinidade sdo escassos, existindo varias
lacunas. Neste estudo, foi testada a hipdtese que as SiNPs aumentam a tolerancia de plantas
de tomate, uma espécie ndo acumuladora de Si, através da estabilidade fisiologica das plantas
quando expostas ao estresse salino. Desta forma, neste experimento teve-se como objetivo
avaliar o efeito de nanoparticulas de silicio nos processos fotossintéticos e de nutricdo de

plantas de tomate sob estresse salino.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Material vegetal, delineamento experimental e condicdes experimentais

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo do Laboratorio de Estudo de
Plantas Sob Estresse da Universidade de S&o Paulo, Campus ESALQ, Piracicaba, Brasil.
Plantas de tomateiro da variedade IPA 06, de crescimento determinado, adaptadas a condi¢Ges
hidricas da regido, com cultivo predominante no Nordeste (IPA 2020). Foram semeadas 5
sementes por vasos de polietileno contendo 5 kg de substrato constituido de vermiculita e
argila laminada, na relagdo 1:1. Aos 10 dias apds a semeadura foi realizado o debaste,

deixando a planta com maior vigor. A cada dois dias realizou-se a aplicacdo de solucdo
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nutritiva de Hoagland & Arnon (1950), com as respectivas concentracGes de nutrientes
detalhadas na tabela (1). A irrigacdo foi realizada diariamente em quantidade suficiente para
promover a percolagdo em 10 % da capacidade e para manter os vasos na capacidade de
campo. A quantidade de agua foi determinada através da capacidade de vaso (capacidade de
campo) de acordo com a metodologia de Casaroli & Lier. (2018). O composto utilizado como
fonte de silicio foi a nanoparticula de silicio (SiNPs: SiO2, de peso molecular; 60,08 g/mol,
MKNANO®, Mississauga, Canadd), sollvel em A&gua, que consiste no po branco de
propriedade hidrofilica, com granulometria de 20 a 30 nm, apresentando 99,8 % de pureza.

O delineamento do experimento foi em blocos cazualizados (DBC) em esquema
fatorial 3 x 2, correspondente a trés concentracfes de NaCl (0, 25 e 40 mM), que equivale a
condutividade elétrica 0; 2,5 e 4,0 dS m** sem e com aplicacdo de nanoparticulas de silicio (0
e 500 mg/L) com seis repeticBes. A aplicacdo de nanoparticulas de silicio foi realizada 15
dias ap06s a semeadura, sendo aplicado um volume de 200 mL a uma concentracdo de 500
mg/L, ja a irrigacdo com agua salina foi realizada a partir dos 30 dias ap6s semeadura, sendo
suspensa aos 50 dias ap6s a semeadura. O preparo das solucGes em diferentes concentracdes
foi a partir da diluicdo de NaCl PA em &gua deionizada, com base na metodologia de
Richards (1954).
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Tabela 1. Fonte de nutrientes e composicdo quimica do fertilizante Miracle-Gro®, empregado na formulagao
adaptada da solucéo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950).

Fonte Quantidade g L?
Fertilizante Miracle-Gro® 0,46
Cloreto de potassio (KCI) 0,1
Cloreto de célcio (CaCly) 0,26
Cloreto de Magnésio (MgCly) 0,1
Ferro-EDTA 1,0 MI

Composicéo quimica do produto Miracle-Gro®

Nutriente Quantidade (%)
Nitrogénio total 24
Faosforo (P) 8
Potéssio (K) 16

Boro (B) 0,02
Cobre (Cu) 0,07

Ferro (Fe) 0,15
Manganés (Mn) 0,05
Molibdénio (Mo) 0,0005
Zinco (Zn) 0,06

Aos 15, 25, 35, 45 e 55 dias apds semeadura foram realizadas medidas de
crescimento das plantas e aos 45 dias as avaliacdes fisioldgicas e a coleta de material vegetal

para analise da concentracdo foliar de nutrientes, sédio e silicio.

3.2.2 Detalhamento das avaliagdes
3.2.2.1 Potencial hidrico

O potencial hidrico foliar (Ww, MPa) foi medido na camara de pressdo do tipo
Scholander (modelo 600, West Coast, Albany, Estados Unidos) de acordo com a metodologia
descrita por Scholander et al. (1965). As leituras foram realizadas as 4 (pré dawn) e 11 horas

da manha.

3.2.2.2 Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Foi utilizado o medidor de gases por infravermelho portatil (IRGA), da LI-COR

modelo LI1-6400 XT (Li-cor ®, Nebraska, EUA), com a radiacdo fotossintéticamente ativa
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constante (RAF) (1000 umol m2s?t), concentragédo de CO> (400 umol mt), temperatura (29°
C) e umidade relativa (~60%). As medidas foram realizadas nos horéarios das 8 as 12 horas da
manhd, no primeiro foliolo da terceira folha a partir do apice da planta (Tatagiba et al., 2014).
As variaveis mensuradas foram a taxa fotossintética (A, pmol CO; m? s7?), taxa de
transpiracdo (E, mmol H2O m2 s!) condutancia estomatica (gs, mol H2O m? s!) e a
concentracdo intercelular de CO2 (Ci, umol m s1). A eficiéncia no uso da 4gua (EUA, pmol
CO2 m s) foi calculada através da razdo A/E e a eficiéncia instantanea de caborxilacdo (mol
H.0 m? s1) através da razéo de A e Ci.

As avaliacOes de fluorescéncia da clorofila foram realizadas nas mesmas folhas
utilizadas para as avalicdes das trocas gasosas. As medi¢des no escuro foram realizadas a
partir das 4 horas da manha (pre dawn), com adaptacdo da folha ao escuro 8 horas antes da
realizacdo da medicdo. As variaveis analisadas foram: fluorescéncia méxima (Fm) e
fluorescéncia minima (F0). A partir desses valores foi calculado razdo fluorescéncia variavel
sobre fluorescéncia maxima (Fv/Fm) (Genty et al., 1989), permitindo calcular a eficiéncia
quantica efetiva do fotossistema II (F’/Fm’) e o rendimento quantico de dissipagdo regulada
[NPQ = (Fm — Fm’) /Fm’)] (Genty et al., 1989). O Fv'/Fm' foi utilizado ainda para estimar a
taxa aparente de transporte de elétrons (ETR = Fv'/Fm'x PAR x LeafABS x 0,5) (Bilger et al.,
1995), onde PAR é o fluxo de fétons (umol m=2 s1) incidente sobre a folha; LeafABS
correspondente a fracdo de luz incidente absorvida pelas folhas e 0,5 a fracdo de energia de
excitacdo distribuida para o FSII (Laisk e Loreto, 1996). O coeficiente de extingcdo
fotoquimica [qP = (Fm’ — F)/Fm’-F0’) ] foi calculado de acordo com Kooten & Snel (1990).

3.2.2.3 Concentracdo foliar de nutrientes, sodio e silicio

Para a determinacdo da concentracdo de potassio, calcio, magnésio, sédio e silicio
nas folhas, foi coletada a quinta ou a sexta folha a partir do &pice do tomateiro,
aproximadamente entre 5 a 6 g de material foliar seco em estufa de circulagdo de ar forgcada a
65 ° por 75 horas. Posteriormente o material foi moido em em moinho do tipo IKA modelo
Al1l Basic e realizado a preparacdo dos extratos para posterior analise do tecido vegetal. Os
teores de potéassio, calcio, magnésio e sodio foram analisados de acordo com a metodologia
proposta por Miyazama et al. (2009). O teor de silicio foi obtido a partir da extracdo de acordo
com a metodologia descrita por KrasKa e Breitenbeck (2010), ja as leituras foram realizadas

através de espectrometria, sob onda de 410 nm, conforme descrito por Kondorfer et al (2004).
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3.2.2.4 VVariaveis de crescimento e biomassa

Aos 55 dias ap0os a semeadura as plantas foram mensuradas para a determinacdo da
altura (AL, cm), diametro do caule (DL, mm), nimero de folha (NF). Aos 50 e 70 dias foi
realizado a contagem do namero de flores (NFL) e as medidas de area foliar (AF) utilizando
0 medidor de area foliar da LI-COR® modelo Li3000A, respectivamente. Posteriormente, a
planta foi coletada e mensurado a biomassa fresca (MFPA, g), em seguida colocada em estufa
de circulacao forcada de ar (65°C) até peso constante, para obtencdo da massa da matéria seca
da parte aérea (MMSPA, g).

3.2.3 Andélise estatistica

Os dados foram submetidos a testes de normalidade e homoscedasticidade e
realizado a andlise de variancia. As doses de silicio e as concentra¢cbes de NaCl foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5 % probabilidade . Os teores de nutrientes também foram
submetidos a analise de correlacdo. Para realizacdo das analises foi utilizado o software R,
versdo 3.5.1 (2019).

3.3 Resultados
3.3.1 Potencial hidrico

A aplicacdo de SiNPs ndo promoveram diferencas significativas no potencial hidrico

das plantas de tomateiro (Tabela 3), bem como o estresse salino (Figura 1).
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Figura 1. Potencial hidrico foliar (¥w) de plantas de tomateiro controle e tratadas com nanoparticulas de
silicio, submetidas a diferentes doses de NaCl, por um periodo de 45 dias. Médias seguidas de, pelo
menos, uma letra maidscula entre dose de SiNPs e mindscula dentro da concentracdo de NaCl, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a nivel p<0,05, n=6.

3.3.2 Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Foi observado efeito significativo na taxa fotossintética (A) (Fig. 2A) em funcdo do
aumento da salinidade. Além disso as SiNPs influenciaram a condutancia estomaética (gs)
(Fig. 2B), taxa de transpiracdo (E) (Fig. 2C) e na eficiéncia instantanea no uso da dgua (EUA)
(Fig. 2D). O aumento da concentracdo de NaCl promoveu reducdo nas variaveis avaliadas das
plantas de tomateiro sem exposicdo ao SiNPs, ja as plantas tratadas com SiNPs néo
apresentaram diferenca significativa, em funcdo da concentracdo de NaCl, quando comparado
ao controle. Por outro lado, os tratamentos com NaCl, na concentracdo de 25 mM, associado a
aplicacéo de Si, permitiu a manutencdo na gs e na E. Nesse sentido, maiores valores de EUA
foram registrados nas plantas de tomateiro tratadas com 40 mM de NaCl (Fig. 2D).

As variaveis de fluorescéncia da clorofila a FO, Fm, FO’, Fm’, Fv/Fm ¢ NPQ nao
diferiram significativamente (tabela 2), por outro lado, a taxa aparente de transporte de
elétrons (ETR) (Fig. 2E) e o coeficiente de extin¢do fotoquimica (qP) (Fig. 2F) apresentaram
interacdo significativa entre a aplicagcdo de SiNPs e as condi¢Oes de cultivo. Valores de ETR e
gP se mantiveram diante as concentragdes de NaCl e aplicacdo de SiNPs semelhantes aos
respectivos controles, porém foram reduzidas diante a combinacdo de 40 mM de NaCl e
SiNPs.
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Figura 2. Taxa fotossintética (A), taxa de transpiracdo (B), condutancia estomatica (C), eficiéncia do uso
da 4gua (D), taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) (E), e coeficiente de extingdo fotoquimica
da fluorescéncia (qP) de plantas de tomateiro submetido ao estresse salino, com aplicagdo de
nanoparticulas de silicio. Médias seguidas de pelo menos uma letra mailscula entre dose de SiNPs e
mindscula dentro concentracdo de NaCl, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
probabilidade (p<0,05), n=6.

3.3.3 Concentracdo de nutrientes, sddio, silicio e o balanco nutricional em plantas

de tomateiro

Os teores de potassio (K*), silicio (Si), calcio (Ca*?), sédio (Na*), magnésio (Mg*?) e
as razOes sodio/potassio (Na*/K*), sédio/calcio (Na*/Ca*?) e sddio/magnésio (Na*/Mg+2)
apresentaram interacdes significativas diante a aplicacdo de SiNPs e as concentracfes de
NaCl (Anexo I, tabela 3). O teor de K* foi menor nas plantas de tomate expostas a 40 mM e
com aplicagéo de SiNPs (Fig. 4A). Por outro lado, com a aplicagédo de SiNPs nas plantas de

tomate tratadas com 40 mM de NaCl aumentaram os teores de Ca*? (Fig. 4B), Si (Fig. 4 C) e
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Mg*? (Fig. 4D). Assim, em relacdo ao teor de Na*, a aplicacdo de SiNPs nas plantas tratadas
com NaCl promoveram valores semelhante ao respectivo controle (Fig. 4 E), ao contrario do
que se observou nas plantas sem aplicacdo de SiNPs a aplicagdo do estresse salino induziu o
aumento da relacdo (Na*’K*) no tecido foliar (Fig. 3 F) quando comparado as plantas irrigadas
com NaCl e com aplicacdo de SiNPs. Por outro lado, a SiNPs promoveu a reducdo das

relacdes Na*/Ca*? e Na*/Mg?* em fun¢éo do aumento na concentracdo de NaCl.
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Figura 3. Teores de de elemento minerais de plantas de tomateiro com uso de nanoparticulas de silicio sob
condicdo de estresse salino: Teor de potassio (A), teor de célcio (B), teor de silicio (C), teor de sédio
(D), teor de magnésio (E), relacdo na*/K* (F), relacdo na*/Ca*? (G) e relagdo na*/Mg*2. Médias
seguidas de pelo menos uma letra maitscula entre dose de SiNPs e minGscula dentro da concentracao
de NaCl, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 0,05 de probabilidade (p<0,05), n= 6.

E possivel observar correlagdo positiva da concentracdo de Na* e a relagdo idnica
Na* /K*, indicando que o aumento do sodio nas folhas influenciou também no aumento da

relacdo Na* /K*, o que evidencia o desequilibrio idnico entre a concentracdo de Na* e K*. No
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entanto, um efeito contrario foi observado a partir da correlagdo negativa entre Ca* e a relagédo
Na*/Ca*, na qual, possivelmente demonstra que 0 aumento na concentracdo de Ca* nas folhas
possibilitou um decréscimo da relagdo Na*/Ca*. Outro fator preponderante é a correlacdo
negativa entre a concentragédo do Si e Na* nas folhas, podendo indicar que o aumento na

concentracdo de silicio influencia na reducédo da concentracdo de sodio.
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Figura 4. Matriz de correlacdo entre a concentracdo de K+ Ca*?, Mg*?, Na*, Si e a relagdo idnica entre Na*
/K*, Na* /Ca?* e Na* /Mg?* de plantas de tomateiro controle e tratadas com nanoparticulas de silicio,
submetidas a diferentes doses de NaCl, por um periodo de 45 dias. O tamanho, cor (vermelho ou azul)
e intensidade de cor representam o quéo as variaveis sao correlacionadas (r2 de Pearson).

3.3.4 Andlises biométricas

A altura da planta, diametro do caule, massa fresca e seca do caule ndo diferiram em
plantas de tomateiro tratadas com diferentes doses de NaCl e submetidas as SiNPs (Anexo I,
Tabela 4). Ja o numero de folhas, nimero de flores, area foliar, massa fresca e seca da folha
foram reduzidos sob estresse salino, entretanto, as SiNPs permitiram a manutencdo destas
variaveis de forma similar ao controle (Figura 5 e 6). Para o numero de folhas, a salinidade
reduziu cerca de 62% em comparacdo com plantas controle sem silicio, ja com o uso de
SiNPs houve uma atenuacgéo do efeito da salinidade, resultando no aumento em 63,60 % em
comparagdo com as plantas sem silicio, sob a concentracdo de 25 (mM) de NaCl, esse mesmo

efeito foi observado na concentragdo maxima de NaCl.
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O aumento na concentracdo e NaCl promoveu a reducdo no nimero de flores (Figura
5 D) em torno de 83,4 % em comparacao com o controle sem de silicio. No entanto, o uso de
SiNPs houve uma reducédo de 38,22 % nas plantas expostas a concentragdo maxima de NaCl.
A salinidade também afetou a area foliar das plantas de tomateiro sem o uso de SiNPs (Figura
5 E), foi observado uma reducéo de 73,88 % e entre as concentracdes de 0 e 25 mM de NaCl.
Todavia, plantas tratadas com SiNPs, o efeito da salinidade foi atenuado em destaque sob a
concentracdo de 25 (mM) de NaCl, com um incremento médio 77,44 % em comparagdo com
a planta de tomateiro sem silicio. Além disso, em condicOes de estresse salino, o uso de SiNPs
promoveu diferenca de 683,9 e 436,8 cm?, correspondente aos niveis de 25 e 40 mM de NaCl

em comparacao a planta sem aplicacdo da substancia.
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Figura 5. Diametro do caule (A), Altura de planta (B), nimero de folhas (C), nimero de flores (D), Area
foliar (E) de plantas de tomateiro com aplicagdo de nanoparticulas de silicio sob condicdo de estresse
salino. Médias seguidas de pelo menos uma letra maitscula entre dose de Nano-Si pelo teste t Student,
e minuscula entre entre concentracdo de NaCl , ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
0,05 de probabilidade (p<0,05), n= 6.
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De acordo com a Figura 6 (A), o uso de SiNPs promoveu o incremento de massa
fresca da folha sendo respectivamente de 46,08 e 42,04 sob irrigacdo com 25 e 40 mM de
NaCl, o que corresponde ao aumento em 59, 35 e 60,99 % em comparagdo com os valores
médio da planta sem silicio. O aumento da salinidade promoveu uma reducdo de 56,91 %
entre os niveis de 0 a 40 Mm de NacCl, nas plantas ausente de SiNPs. O aumento da salinidade
provocou uma reducdo de 56,89 % da massa seca da folha entre os niveis de 0 a 40 Mm de
NaCl (Figura 6 C), entretanto as plantas com nanoparticulas de silicio, obtiveram um
incremento médio 54,29 e 60,14 % respectivamente sob os niveis de 25 e 40 Mm NaCl, em
comparacdo com as plantas sem uso de silicio. Na figura 6 (D) a matéria seca do caule nao
teve efeito significativo quanto ao uso de nanoparticulas em funcdo da concentracdo de NaCl

na dgua de irrigacéo.
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Figura 6. Biomassa de plantas de tomateiro com aplicacdo de nanoparticulas de silicio sob condigdo de
estresse salino; Massa fresca da folha (A), Massa fresca do caule (B), Massa seca da Folha (C) e Massa
seca do caule (D). Médias seguidas de pelo menos uma letra mailscula entre dose de SiNPs pelo teste
e minuscula entre concentragdo de NaCl , ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 0,05 de
probabilidade (p<0,05), n=6.

3.4 Discussao

A inducdo de tolerdncia a estresses abidticos ap0s a aplicacdo de SiNPs tem sido
reportada em diversas plantas cultivadas (Farhangi-Abriz et al., 2018; Detmann et al., 2012;

Nikolic et al., 2019). No entanto, resultados que demonstram o efeito protetor dessa
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substancia em plantas de tomate, uma espécie ndo acumuladora de Si e de importancia
comercial, sobretudo quando expostas a salinidade, ainda sdo incipientes. Neste estudo,
observamos que o ajustamento no Ww ¢ uma estratégia de tolerancia ao estresse salino da
espécie estudada. Isso pode ter ocorrido em virtude do ajustamento osmotico que pode utilizar
0 K* (Munns et al., 2020) e/ou compostos organicos oriundos da fotossintese para aumentar a
turgidez das células das raizes e folhas e manter o crescimento das plantas e captacdo de agua
(Van Zelm et al., 2020). O ajustamento osmdtico foi demonstrado em acessos de arroz
submetidos a salinidade, destacando-se o acumulo de prolina nas plantas estressadas (Nounjan
et al., 2018). Além disso o sequestro dos ions de Na* e CI, tem efeito adicional a reducao do
potencial hidrico (Thorne et al., 2020).

Sob estresse salino, é esperado mudancas nas taxas de assimilacdo de CO> devido a
reducbes na abertura estomatica (conforme observado na gs de plantas de tomate tratadas com
25 mM de NaCl) ou pelo aumento progressivo de sais nos tecidos do mesofilo, afetando os
processos de fotossintese nos cloroplastos (Munns et al., 2005). Stepein & Johnsom (2009),
por exemplo, observaram que gendtipos de Arabidopsis apresentou reducdo na fotossintese
apos exposicao a 150 mM de NaCl. A reducdo na gs também ocasionou menores valores de
taxas transpiratorias nas plantas sob estresse salino. Esse mesmo efeito foi observado por
Amjad et al (2015), na qual duas cultivares de tomate reduziram a transpira¢do em funcdo Na*
mesmo tratadas com potassio. Nessa situacdo, as plantas tendem a diminuir a E, gs e a area
foliar para reduzir a perda de &gua (Verslues et al 2006), corroborado pela reducdo da
eficiéncia no uso da &gua observada em nossos resultados. Apesar das mudancas nas trocas
gasosas, o estresse salino ndo afetou a ETR e gP das plantas de tomate. A manutencao do FSII
deve ser vista como uma estratégia importante para manter o crescimento e desenvolvimento
de plantas sob condicdes de estresse. Lu et al., (2003) também ndo observaram efeitos da
salinidade nas reagdes fotoquimicas do FSII de plantas de Sueda salsa.

Ja a aplicacdo de SiNPs no tomateiro remediou o estresse salino e manteve a A
similar as plantas controle, efeito similar foi observado em plantas de morango irrigadas com
35e 70 mg L de Si (Muneer et al., 2017). Esses autores associaram essa melhora a regulacéo
positiva nos niveis de expressdo de duas proteinas fotossintéticas componentes do FSI e FSII,
a PsaA e PsbA. Adicionalmente, o Si pode induzir a estabilizagdo das estruturas do
cloroplasto, integridade do FSII e o aumento na concentracdo de pigmentos (Tripathi et al.,
2015; Maghsoudi et al., 2016). Melhorias nas taxas de gs e E também foram observadas nas
plantas com aplicacdo de SiNPs, sobretudo na dose de 25 mM de NaCl, o que pode ter

ocorrido em resposta a diminui¢do nos niveis de ABA, como observado em plantas de soja
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com Si e sob estresse salino (Lee et al.,2010). A eficiéncia no uso da agua (Figura 2D) no
tomateiro sem silicio reduziu entre os niveis 0 a 40 mM de NaCl, podendo esta associado
indiretamente a reducdo da assimilacdo e da taxa de transpiracdo (Figura 2AB). As plantas
com SiNPs ndo apresentaram diferencas na EUA em funcdo da salinidade, podendo estar
associado indiretamente com a constancia na absor¢ao da dgua proporcionado pelo SiNPs. A
adicdo de 2,5 mM de silicio em plantas de tomateiro sob 80 mM de NaCl, aumentou em 40 %
o teor de &gua nas folhas em comparacdo com as plantas sem silicio (Romero-Aranda, 2006).

O uso SiNPs também promoveu mudangas na dindmica nutricional do tomateiro
sobsalinidade. O aumento no teor de célcio pode ter contribuido, pelo menos em parte, na
reducdo nos danos, que seria ocasionado pelo estresse salino. I1sso porque além do célcio
contribuir na reducdo dos niveis de soédio na célula, também influencia na geracdo e
transducéo de sinais em respostas ao estresse salino (Manishankar et al., 2018; Ji et al., 2013).
Mahmoud et al., (2017), por exemplo, observaram que a aplicacdo de Si em plantas de arroz,
expostos a uma concentracdo de 100 NacCl, induziu incremento nos niveis de Ca*? e redugdes
nos niveis de K*. O aumento nos niveis de calcio promoveu o aumento da area foliar do
tomateiro sob salinidade (Tanveer et al., 2020). Adicionalmente, o Si possibilita o
ajustamento i6nico pelo sinergismo com outros nutrientes. O sinergismo do Si com Ca*? e K,
por exemplo, facilita o balanco da permeabilidade e seletividade da membrana plasmatica
durante o estresse (Liu et al., 2019). Isso possivelmente ocorre através da interacdo do Si e
Ca*2 pelas proteinas kinases (MAPKs). E conhecido que o Si regula algumas MAPKs,
através do fator de transcricio WRKY e histidinas ligantes, na qual o mecanismo de
sinalizacdo da MAPKSs é mediada por fons de Ca?* (Luyckx et al., 2017). A superexpressao de
WRKY25 e WRKY33 aumentou a tolerancia ao sal na parte aérea de Arabidopsis (Jiang et
al., 2009). Dessa forma o Si contribui de maneira positiva nas vias MAPKSs, facilitando a
sinalizagdo por calcio.

O teor de silicio foliar aumentou em funcdo da aplicacdo SiNPs no tomateiro sob
salinidade, da qual corrobora para mitigacdo da salinidade. Estudos recentes demonstram a
presenca de um fluxo unidirecional bastante complexo quanto absorcao de distribuicdo de Si
em plantas. De forma geral, a absorcdo do Si é realizada pelos transportadores de influxo Lsil
e o de efluxo Lsi2, todavia é observado no tomate uma baixa atividade do Lsi2 podendo
contribuir para baixo acumulo de Si no tomateiro (Sun et al.,, 2020). Todavia, nossos
resultados demonstram o mesmo efeito do silicio em plantas acumuladoras. Assim, em estudo
realizado por Khan et al (2019), também foi demostrado que as SiNPs regulam positivamente

0S genes peroxidase, ascorbato peroxidase, superdxido dismutase e catalase no tomateiro.
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Neste estudo, também observamos que o SiNPs promoveu reducdes no teor de Na*
nas folhas em comparacdo com a plantas de tomateiro sem silicio sob mesma concentracéo de
NaCl. Farhangi-Abriz and Torabian (2018) também observaram redugdo no teor de Na* e
aumento no teor de K* em plantas de soja tratadas com nano-SiO> e sob salinidade. O estudo
realizado por Bosnic et al. (2018) demostrou o efeito do Si na reducdo da expressao dos genes
SOS1 e do canal i6nico transportador de alta afinidade (HKT1) em plantas de milho. Outro
fator é atividade da SOS1 é elevada pela fosforilacdo da quinase SOS2, que por sua vez, pode
afetar a atividade dos canais transportadores HKTs e NHXs que estdo envolvidos com a
captacdo e compartimentalizacdo do Na* (Isayenkov & Maathuis, 2019; Thorne et al., 2020),
contribuindo para um ajustamento idnico, quanto a concentracdo de Na* e K* na planta. Em
contrapartida, o aumento na concentracdo de NaCl, promoveu maiores teores de sodio nas
folhas do tomateiro, similar ao observado por Abdeldym et al (2020), que constatou o
aumento nos niveis de Na* e CI- e redugéo nos niveis de N, P, K*, Ca*?, Mg*?, Fe* e Zn* em
acessos de tomateiro.

Esses resultados corroboram com o observado na relacdo ib6nica Na*/K* que
aumentou em funcdo da concentracdo de NaCl, entretanto, a aplicagdo de SiNPs induziu uma
menor relacdo idnico, indicando um efeito mitigador do estresse salino. Farhangi-Abriz &
Torabian (2018), observou efeito semelhante da aplicacdo de SiNPs com a diminuicdo de Na*
e aumento de K*, que resultou em uma menor relacdo Na*/K*. A proximidade molecular entre
Na* e K*, promove a substituicio do K* pelo Na*, em fungdo da infinidade de canais
transportadores antiportes (Van Zelm et al., 2020). Nisto, assim como consta na literatura,
nosso estudo demostra a capacidade de o silicio promover um efeito mitigador do estresse,
através da reducdo da concentracdo de Na* e aumento de ions como Ca?*, Mg** e K*. A
reducdo de Na* no citoplasma coincide com o aumento do K* no citoplasma, atraves da
exclusdo do Na* ou retencdo do K* é um fator chave para tolerancia a salinidade (Pavlovic et
al. 2019; Kumar et al. 2009).

O aumento do sodio nas folhas, influencia diretamente o balanco da concentracdo de
ions de K* na célula, através da correlacdo positiva entre 0 aumento de Na* e aumento da
relacdo Na*/K*. Todavia, baixas razfes citosilicas Na*/K* é considerado ponto chave para a
tolerancia das culturas, na qual em altas concentragdes externas, o sodio inibe a absor¢do de
potéssio na forma competitiva, nisso diversos processos fisiologicos sdo afetados em fungéo
da baixa concentracdo de potassio (Assaha et al., 2017; Shabala & Potossin, 2014).
Entretanto, a aplicagdo de SiNPs promoveu correlagdo negativa entre o Si e a concentracéo de

sodio. Esse efeito corrobora com os demais resultados no papel do Si na mitigacao dos efeitos
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deletérios do estresse salino e, em destaque, as SiNPs. A partir de varios estudos nutricionais
envolvendo o silicio, Ali et al. (2020) relatam que esse elemento desempenha um papel
modulador quanto na absorcéo e na translocacdo dos macronutrientes.

Apesar de uma baixa reducdo altura e diametro da planta, a salinidade reduziu 62% o
numero médio de folha (Figura 5 C). Essa reducdo pode estar envolvida na particdo do gasto
energético da planta, durante fase de adaptacdo e tolerancia. Sob estresse salino, as plantas
promovem mudangas quanto arquitetura das raizes, maior atividade idnica na membrana
plasmatica e no tonoplasto pois o controle dos canais idnicos demanda grande custo
energético (Munns et al., 2020). Porem, a partir do uso de nanoparticulas de silicio as plantas
sob irrigagdo com 40 mM de NaCl obteve um aumento em 63,0 % quanto ao nimero de
folhas das plantas sem silicio. Neste caso, as plantas com silicio possivelmente, demandam
menor gasto energético sob salinidade, contribuindo em diferentes processos, todavia quanto a
manutencdo do status de dgua, advém da polimerizacdo do acido silicico no apoplasto (Exley,
2015).

Além da reducdo no numero e folhas, a salinidade também provocou a redu¢do no
namero de flores (Figura 5 D) sob a irrigacdo com 40 mM de NaCl. Esse efeito negativo
também foi observado por Johannes et al (2016) e Ghanem et al., 2009. Podendo estar
relacionado com a reducdo na disponibilidade de nutriente (Figura 3) em virtude da alta
concentracdo de ions de levam ao efeito toxico. Entretanto, o uso das nanoparticulas de silicio
promoveu atenuacdo do efeito dos ions de Na* (Figura 3D), que resultou em uma menor
reducdo do numero de flores. Esse efeito, quanto a diminuicdo da concentracdo de ions,
também ¢é relatado em outras culturas sob estresse salino como: Cana de agucar, sorgo e arroz
(Asharf et al., 2010; Yin et al., 2013; Gong et al 2006), tais culturas sdo plantas acumuladoras
de silicio. Todavia esse mesmo efeito foi observado em planta ndo acumuladora, como em
mudas de tomate (Li et al., 2015) e Costan et al. (2019) avaliando o efeito de silicio em
plantas de tomate sob salinidade em cultivo hidropdnico.

De acordo com a figura 5 (E), o aumento na concentracdo de NaCl na &gua de
irrigacéo foi inversamente proporcional a reducdo da area foliar, assim como foi observado no
numero de folhas e namero de flores. Esse mesmo efeito foi observado Babu et al. (2012),
avaliando o efeito da salinidade sobre o tomateiro. Essa reducdo pode ser em virtude do
desbalanceamento nutricional provocado pela salinidade. Também observado por Bacha et al
(2017), no tomateiro submetido a regimes de estresse salino diferente. Ghanem et al (2009),
avaliando o acimulo de Na* nas flores, também demostra uma redugdo do numero de folha e

da area foliar em funcéo da salinidade, em virtude do aumento da concentracdo de Na* e CI-
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na raiz e a reducdo de ions como K*, Ca** e Mg?* (Li et al 2015). Conquanto as plantas
tratadas com nanoparticulas de silicio, apresentaram valores superiores as plantas sem silicio,
sob mesma condi¢do de estresse, podendo ser oriundo do efeito regulador do silicio, quanto
ao desbalanceamento nutricional. A adicdo de silicio pode diminuir a permeabilidade do ion
de sodio, através do aumento da fluidez da membrana plasmatica, mediante o aumento da H*-
ATPase (Wang et al., 2015; Liang et al 2006). Todavia, é importante ressaltar que esse
mecanismo ainda ndo é completamente conhecido.

A salinidade provocou a reducdo da matéria fresca da folha (Figura 6 A) em funcéo
do aumento da salinidade e plantas de tomateiro e esse mesmo efeito foi observado por
Maggio et al. (2007). Logo, a reducdo pode ocorrer em virtude das mudancas fisiologicas e
morfolégicos provocada pelo estresse. Assim, como foi observado por Gao et al. (2015), ap6s
um periodo de irrigacdo com &gua de 50 mM de NaCl, ocorreu diminuicdo da molécula de
clorofila e rompimento dos envelopes de cloroplasto. Nisto, o uso de nanoparticulas de silicio
foi eficaz no ganho de biomassa fresca de planta sob salinidade, efeito semelhante ao
encontrado por Liu et al (2014), em plantas de sorgo tratadas com silicio. A aplicacdo de
silicio promoveu o aumento da expressao dos genes LHA1, LHA2 importante membros da
H*-ATPase da membrana plasmatica que, por sua vez, importante regulacdo de protons em
condicdo salina (Khan et al 2019; Fuglsang et al., 2009). Além disso, o silicio possui uma
regulacdo positiva das aquaporinas sob a salinidade, conforme foi observado por Liu et al
(2015), o aumento da expressao de genes da aquaporina em plantas de sorgo sobre estresse
salino.

O conteudo de massa seca das folhas (Figura 6 C) das plantas de tomateiro sem uso
de nanoparticulas de silicio reduziu em funcdo do aumento da salinidade, entretanto com o
uso SiNPs ocorreu efeito contrario. Esse mesmo efeito, acerca da reducdo em funcdo da
salinidade, também foi observado por Abdeldym et al. (2020), no qual avaliou diferente
acessos de tomateiro em funcdo da salinidade. Dessa forma, ocorre porque a salinidade induz
a interrupcdo momentéanea do crescimento, como forma de adaptacdo ao estresse, conforme o
observado por Geng et al (2013) no intervalo de 8 a 13 h apos aplicacdo de NaCl. Por sua vez
aplicacdo de nanoparticulas de silicio repercute positivamente quanto ao ganho de biomassa
seca em condigdo ou ndo de estresse salino. Em um estudo de protrebmica, observou-se a
regulacédo negativa do grupo de 40 proteinas, todavia a implementagéo de silicio repercutiu de
forma positiva na regulacdo desse mesmo grupo de proteinas (Ma et al., 2014). Essa
capacidade de regulacdo possibilita ao silicio atuar em varios processos, quanto de percepcao,

escape ou tolerancia ao estresse salino.
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3.5 Conclusédo

A salinidade influenciou negativamente sobre as variaveis de trocas gasosas; taxa
fotossintética, transpiragdo e eficiéncia no uso da agua. Além disso, verificou-se reducéo da
concentracdo do ion de célcio e aumento da relacdo K*/Na*, reducdo no nimero de folhas,
flores e area foliar além do decréscimo da matéria fresca e seca das folhas. A aplicacdo de
nanoparticulas de silicio, atenuou os efeitos da salinidade no de numero de folhas, nimero de

flores e area foliar, com aumento de massa fresca e seca das folhas.
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4 CARACTERIZACAO E DINAMICA DA SINALIZACAO ELETRICA EM
PLANTAS GLICOFITA (Solanum lycopersicum) E HALOFITA (Chenopodium
guinoa) SOB ESTRESSE SALINO

Resumo

O excesso de sais acarreta em danos e reducdo da produtividade para maioria das
culturas agricolas, todavia algumas espécies possuem maior tolerancia a salinidade. As
espécies haldfitas sdo altamente eficientes no controle da absor¢do de ions de Na* em
comparacdo com as glicofitas. Dessa forma objetivou-se realizar a caraterizacdo elétrica e
mudanca do potencial de membrana de plantas haldfitas e glicofitas. O experimento foi
realizado em casa de vegetacdo no delineamento em blocos causalizados, no fatorial 2x2
referente a duas concentracdes de NaCl (0 e 100 mM) e duas espécies, tomateiro e quinoa.
Foram avaliados a condutividade elétrica do substrato, o potencial hidrico da folha, potencial
de superficie e geracdo de sinais elétricos. Sob a concentracdo de 100 mM de NaCl, foi
observado maior reducdo do potencial hidrico, em destague no tomateiro. A condutividade
elétrica do substrato aumentou em funcdo da salinidade: 85,8 e 74, 65% respetivamente nas
plantas de quinoa e tomate submetidas a 100 mM de NaCl. Foi observado a reducdo nos
valores de potencial hidrico de plantas de tomate sob a concentragdo de 100 mM de NaCl. Por
outro lado, a condutividade elétrica do substrato aumentou em plantas de quinoa (85,8 %) e
tomate (74,65%) sob 100 mM de NaCl. Potenciais de acéo e de variacdo foram propagados na
direcdo basipeta no tomateiro e acropeta na quinoa. Além disso, também foram observadas
diferencas quanto ao eletrodo de origem dos PAs e PVs entre as espécies, bem como na
dindmica do potencial de membrana. Plantas de tomateiro e quinoa apresentam diferenca
quanto ao comportamento do potencial de superficie em funcdo das concentracbes de NaCl.

Palavras-chaves: Salinidade, Potencial de membrana, ions, Sédio

Abstract

The excess of salts causes damage and reduced productivity for most agricultural
crops, however some species have greater tolerance to salinity. Halophyte species are highly
efficient in controlling the absorption of Na+ ions compared to glycophytes. Thus, the
objective was to perform the electrical characterization and change the membrane potential of
halophyte and glycophyte plants. The experiment was carried out in a greenhouse in a causal
block design, in a 2x2 factorial, referring to two NaCl concentrations (0 and 100 mM) and
two species, tomato and quinoa. The electrical conductivity of the substrate, the leaf water
potential, surface potential and generation of electrical signals were evaluated. Under the
concentration of 100 mM NacCl, a greater reduction in water potential was observed,
especially in tomato. The electrical conductivity of the substrate increased as a function of
salinity: 85.8 and 74, 65% respectively in quinoa and tomato plants subjected to 100 mM
NaCl. A reduction in water potential values of tomato plants was observed under the
concentration of 100 mM NaCl. On the other hand, the electrical conductivity of the substrate
increased in quinoa (85.8%) and tomato (74.65%) plants under 100 mM NacCl. Action and
variation potentials were propagated in the basipetal direction in tomato and acropetic
direction in quinoa. Furthermore, differences were also observed regarding the electrode of
origin of the PAs and PVs between species, as well as in the dynamics of the membrane
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potential. Tomato and quinoa plants show differences in surface potential behavior as a
function of NaCl concentrations.

Keywords: Salinity, Membrane potential, fons, Sodium

4.1 Introducéo

Os problemas com salinidade na producdo agricola vém sendo bastante recorrentes
na atualidade. Estima-se que, 33 % dos solos araveis do mundo sdo afetados pela salinidade,
além disso 97,5 % de toda agua do mundo é salina (Adolfo et al., 2013; Gaurino et al., 2020).
Dessa forma, grande parte das espécies agricolas sdo sensiveis ao excesso de sais (Gheyi et
al., 2016). Disto, a salinidade provoca mudancas diretas e indiretas, causando distlrbios em
processos fisiologicos de crescimento e de desenvolvimento nas plantas. O excesso de sais
dificulta a absorcdo de agua e nutrientes, devido ao efeito osmotico (Gheyi et al., 2016;
DevKar et al., 2020) e isso provoca 0 aumento das espécies reativas de oxigénio, levando a um
estresse oxidativo de macromoléculas (Munns & Tester 2008; Ahanger et al., 2020;), como
por exemplo, a integridade da membrana plasméatica e, assim, causando também
desbalanceamento da concentracdo de ions de K* e a toxicidade por ions de Na* (Shabala &
Potossin 2014).

As similaridades ibnicas entre potassio e sddio possibilitam mudancas oriundas da
concentracdo celular dos ions. De maneira que, o sédio compete com 0 potassio por zonas
alostéricos de enzimas e mudancas de corrente externa retificadoras de canais de potéassio
(Volkov & Amtmann, 2006). Desse modo, isso provoca a despolarizagdo da membrana
através da ativacdo do canal i6bnico KOR e efluxo de K* por meio dos canais NCCSs
(Jayakannam et al., 2013; Bose et al., 2015). Além disso, grande parte desses canais
transportadores sdo dependentes da voltagem da membrana.

Dessa forma, o transporte de ions através de influxo ou efluxo na membrana, consiste
em um fator chave para a tolerancia a salinidade (\VVolkov, 2015), como exemplo, aplicagdo de
NaCl na raiz promove o rapido aumento do Ca*? transiente e propagacdo de ondas de calcio
ao longo da planta (Choi et al., 2014). Esse aumento do Ca*? leva a despolarizacdo da
membrana plasmatica e, dependendo da intensidade, origina sinais elétricos como potencial
de agdo (PA), potencial de variagdo (PV) e potencial sisttmico, que envolve a fase de

despolarizacdo do PA inclui o influxo de Ca*?, e na repolarizacéo que efluxo de CI- e efluxo
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de K*, assim como o VP, todavia, com maior participacdo da H*-ATPase (Vodeneev et al.,
2016; Vodeneev et al., 2015).

Esses sinais elétricos podem causar mudancas de processos fisiologicos na planta em
funcdo do estimulo. Em estudo realizado por Sukhova et al. (2018), foi demostrado a
influéncia do PV diminui o fluxo de energia de luz no PSII e aumento do NPQ. Logo, em
planta de girassol, ocorreu a reducdo na taxa de assimilacdo de CO., de ETR e Qp em funcéo
do potencial de variacdo (PV) (Capelin, 2016), quanto ao PA, induziu a reducdo do pH,
provocando a inibicdo da fotossintese e acréscimo do NPQ, Fv/Fm e evolucdo do O:
(Bulychev & Komarova, 2017). Em casos de excesso de Na* ou Cl-, essas mudancas elétricas
podem induzir a ativacdo de mecanismo de tolerancia ao sal como o controle do carregamento
de ions no xilema (Zarei et al 2020).

Todavia, alguns grupos de espécies diferenciam-se dos outros em resposta a
salinidade. Plantas haléfitas acumulam menos Na* em comparacéo a plantas glicofitas, tanto a
curto quanto a longo prazo (Wang et al., 2006). Nesse aspecto, o tomateiro demonstra maiores
mudanga em fungéo do excesso de sais, como por exemplo, a reducdo da expressdo dos genes
SIPIP, envolvido na atividade da aquoporinas (Jia et al., 2020). Por sua vez, plantas haléfitas
como quinoa (Chenopodium quinoa Willd.), possuem eficiente mecanismo de sequestro de
ions Na*, ajustamento osmotico, idnico, aumento no teor de clorofila, retencdo de ions K*
(Cai & Gao, 2020; Klani-Pouya et al., 2020; Potossin et al., 2018; Adolf et al., 2013). A
dindmica eletrofisioldgica e, consequentemente, a cinética i6nica dessas espécies contribui
para uma compreensdo dos processos que regulam a resposta ao excesso de sal, pois, cerca de
50 % das plantas haléfitas ndo utilizam do mecanismo de exclusdo de sais, 0 que ressalta a
possibilidade de um controle da permeabilidade da membrana mais efetivo do que outras
espécies. Plantas halo6fitas absorvem menor ions de Na* possibilitando o ajustamento
osmético e plantas glicofitas apresentam uma maior absor¢do de Na*, elevando a
concentracdo de EROs (Zarei et al., 2020).

A dinamica do potencial de membrana e 0s eventos de sinais elétricos podem ser
indicador importante de tolerancia a salinidade em funcéo do transporte de ions, uma vez que
a permeabilidade da membrana é um fator sensivel a alteracdes de lipidios e de proteina da
membrana, pois plantas sensiveis demonstram mais danos a salinidade (Mansour, 2013).
Nesses termos, objetivou-se no presente experimento investigar a dindmica iénica através das
oscilacbes do potencial de membrana e diferencas quanto aos sinais elétricos de espécies

glicofita e halofita sob estresse salino.
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4.2 Material e métodos
4.2.1 Condigdes do experimento e material vegetal

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo do Laboratério de Estudos de
Plantas sob Estresse da Universidade de S&o Paulo, Campus ESALQ no municipio de
Piracicaba-SP. Sementes de tomate da variedade IPA 06 (espécie sensivel aos estresse salino
desenvolvida pelo Instituto Agronémico de Pernambuco) esementes de quinoa vermelha
(oriundas do Peru, espécie tolerante ao estresse salino) foram semeadas em vasos com volume
de 350 dm3 com substrato comercial Basaplant© e vermiculita expandida na relagdo 1:1. No
preparo do substrato, foi realizado adubacdo na dosagem de 1 g L* de NPK na proporc¢éo
10:10:10 e 4 g L* de calcario dolomitico (MgCOs + CaCOs). A cada sete dias foi realizada a
aplicacdo de solucéo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950), com os respectivos valores de
nutrientes estabelecidos na tabela (1). O delineamento experimental foi em blocos
inteiramente causalizado, com fatorial 2 x 2, sendo duas espécies (Tomate e Quinoa) e dois
niveis de concentracdo de NaCl (0 e 100 mM), que equivale a 0 e 10 dS m’, com 8

repetices, totalizando 36 unidades experimentais.

Tabela 1. Fonte de nutrientes e composi¢do quimica do fertilizante Miracle-Gro®, empregado na formulacéo
adaptada da solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950).

Fonte Quantidade (g L™?)
Fertilizante Miracle-Gro® 0,46
Cloreto de potassio (KCI) 0,1
Cloreto de calcio (CaCly) 0,26
Cloreto de Magnésio (MgCly) 0,1
Ferro-EDTA 1,0

Composicdo quimica do produto Miracle-Gro®

Nutriente Quantidade (%)
Nitrogénio Total 24
Faosforo (P) 8
Potassio (K) 16

Boro (B) 0,02
Cobre (Cu) 0,07

Ferro (Fe) 0,15
Manganés (Mn) 0,05
Molibdénio (Mo) 0,0005

Zinco (Zn) 0,06
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Ap0s o cultivo foi realizado em casa de vegetacdo as plantas foram transferida para o
ambiente controlado, com o fotoperiodo 12/12 horas (dia/noite), sob intensidade de luz 300 a
350 umol m s com temperatura de 25 a 28 °C e umidade relativa de 40 a 60 %. Cada bloco
foi cultivado com intervalo de 7 dias, para diminuir a diferenca de idade durante as analises
eletrofisiologicas. A irrigacdo foi realizada diariamente e em quantidade suficiente para
promover a percolacdo e manter os vasos na capacidade de campo. A quantidade de agua
aplicada foi determinada através da capacidade de vaso (capacidade de campo), de acordo
com a metodologia de Casaroli & Lier (2018). Aos 30 dias apds a semeadura as plantas, foi
realizada a irrigacdo com NaCl (0 e 100 mM) diariamente 30 minutos depois do inicio as
medicdes eletrofisiologicas das plantas. As solucdes com diferentes concentracdes de NaCl
foram formuladas a partir do uso do cloreto de sodio com agua deionizada de acordo com
USDA-ARS-US Salinity Laboratory (Richards, 1954).

4.2.2 Avaliagdes
4.2.2.1 Condutividade elétrica do substrato

Apos a realizacdo das medidas elétricas de caraterizagéo foi realizado a determinagéo
da condutividade elétrica do substrato com auxilio do medidor de condutividade e
temperatura do solo Hanna modelo H198331. Para as medidas de condutividade elétrica do
extrato de saturacdo, foi coletado o volume de 150 mL do extrato de saturacdo dos vasos.
Posteriormente as amostras foram encaminhadas para o Cena/USP, e analisadas com auxilio
do medidor de condutividade elétrica.

4.2.2.2 Potencial hidrico

As medicdes do potencial hidrico foram realizadas pelo método da camara de
pressdo de acordo com a metodologia de Scholander et al. (1965). As leituras foram
realizadas 12 horas apds as medidas elétricas, sendo realizada no terco médio da planta na

sexta folha, com contagem a partir do apice da planta, os valores foram expressos em MPa.
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4.2.2.3 Obtencdo das medidas eletrofisioldgica das plantas

Os registros das medidas eletrofisiologicas foram realizados de acordo com
Paszewski e Zawadzki (1973), adaptado por Macedo (2015) para condicOes locais. Aos 27
dias, apos a semeadura, as plantas foram aclimatadas no Laboratério de Estudo de Plantas sob
Estresse (LEPSE) dentro das gaiolas de Faraday com dimensfes A x L x C (110 x 85 x 120
cm), com blindagem de 1 cm? para assegurar o isolamento eletromagnético no intervalo de 65
horas antes do inicio da avaliagcdo. Elas foram mantidas sob intensidade de luz de 300 pmol
m2 st através de luzes de LED, com condi¢Ges de umidade, temperatura e CO2 semelhante as
condicdes da casa de vegetacao.

Dessa forma, 12 horas antes do inicio das leituras elétricas foram inseridos eletrodos
de registro do tipo Ag/AgCl, com uso do fio de prata, com didametro variando 0,50 mm para
plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum) e 0,25mm para plantas de quinoa (Chenopodium
quinoa). Antes de serem inseridos nas plantas, os eletrodos foram clorados com solucdo 3M
KCI e, posteriormente, foram inseridos na planta de acordo com a disposi¢do da figura 1.
Cada elétrodo foi conectado ao LAB TRAX-4/24T (World Precision Instruments®) com
quatro canais e amplificador, com resisténcia de entrada de cada canal de 100 GQ e conectado

a um computador através do software Labscribe.

Figura 1. Disposicéo dos eletrodos na planta de tomateiro e quinoa sob as concentra¢des de 0 e 100 mM de
NaCl. Eletrodo de referéncia (R); eletrodo de aterramento (EI).

As variaveis eletrofisiologicas avaliadas foram a amplitude do sinal (mV), duracao
de pico e velocidades para os potencias de acdo e potencias de variacdo. Nos calculos de

velocidade, foram levados em consideracdo a distancia entre, pelo menos, dois eletrodos de
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medidas (E1,2,3,4) dividido pelo tempo necessario para o sinal atravessar os eletrodos no
segmento do caule e foliar (Macedo et al., 2015; Zawadzki et al., 1991). As medidas foram
realizadas durante 64 horas (Macedo, 2015; Zawadzki et al., 2008).

Tabela 2. Distribuicdo e distanciamento dos eletrodos ao longo das plantas de tomate e quinoa submetidas a 0 e
100 mM de NaCl.

Eletrodos Tomate (Solanum lycopersicum)  Quinoa (Chenopodium quinoa)
E1-E2 (cm) 1,5 15

E2-E3 (cm) 15 15

E3-E4 (cm) 15 15

E4-ER (cm) 3 3

ER-Substrato (cm) 6 10,75

Média da altura da

planta (cm) 16,66 21,37

Folha 283 3 2242

E1-E4: distancia entre eletrodos de medidas. ER: eletrodo de referéncia.

4.2.3 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de varidancia apds uma analise de
normalidade dos dados. As médias foram submetidas ao teste de Tukey a 5 % probabilidade.

Foram utilizados os softwares R®, versdo 3.5.1 2019 e Agroestat®.

4.3 Resultados
4.3.1 Potencial hidrico

A salinidade diminuiu do potencial hidrico foliar (Figura 2), em destaque nas plantas
de tomateiro sob 100 mM de NaCl, que reduziu 64,06 % em comparacdo a 0 mM de NaCl.
Por sua vez, as plantas de quinoa sob a concentragdo maxima apresentaram uma reducao
cerca de 31,62 % em comparagdo as plantas de quinoa sob 0 mM de NaCl. Essa baixa
reducdo da quinoa indica maior habilidade para suportar o estresse através de mecanismos

fisioldgicos.
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Figura 2. Potencial hidrico foliar (¥w) de plantas de tomateiro controle e quinoa, submetidas a diferentes doses
de NaCl, apds 64 horas da imposi¢do do estresse. Médias seguidas de pelo menos uma letra, minascula entre a
concentragdo de NaCl, mailscula entre espécies ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a p<0,05.n=8

4.3.2 Condutividade elétrica do substrato

Nas duas espécies, a condutividade elétrica do substrato (Figura 3) aumentou em
funcdo da salinidade, em 85,8 e 74, 65% respetivamente nas plantas de quinoa e tomate
submetidas a 100 mM de NaCl. Sob a concentracdo minima, a condutividade elétrica do
substrato das plantas de quinoa diferiu em 6% do substrato das plantas de tomate. Esse
resultado sugere que plantas de tomateiro (glicéfita) tendem a absorver maior quantidade de

sais em comparagao com a quinoa (halofita).
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Figura 3. Condutividade elétrica (dS m™) do substrato de plantas de tomateiro controle e tratadas com
nanoparticulas de silicio, submetidas a diferentes doses de NaCl, ap6s 24 horas da imposi¢do do estresse. Médias
seguidas de pelo menos uma letra, mindscula entre a concentragdo de NaCl, maidscula entre espécie ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de probabilidade (p<0,05), n= 8.
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4.3.3 Potencial de variagdo em plantas tomate e quinoa.

As plantas de tomate exibiram maior resposta a salinidade em funcdo do namero total
de PV, com um aumento em 69 % que equivale a diferenca de 9 PVs entre o tomateiro e a
quinoa, ambas as espécies sob 100 mM de NaCl. Todavia, ndo foi uma diferenca significativa
das espécies sob a concentracdo de 0 mM de NaCl e esse mesmo efeito sob a concentracao de
100 mM de NacCl foi observado no numero de PV diurno do tomateiro, com a diferenca de
64,2 % em comparacdo com a quinoa. No periodo noturno, o tomateiro sob 100 mM de NaCl,
apresentou maior namero PVs, que diferiu em 73 % das plantas de quinoa, ambos irrigados
com 100 mM de NacCl.

As plantas de tomateiro irrigadas com 100 mM de NacCl, apresentaram valores de
amplitude superiores a 40 % das plantas de quinoa, com uma diferenca de 14,51 mV (tabela
3). Esse mesmo efeito foi observado na duracdo do PV com uma diferenca 9,02 min, que
corresponde 0 aumento em 23,6 % do PV no tomateiro em compara¢do com a quinoa, ambos
sobre a concentracdo de 100 mM. Os valores de amplitude e duracdo dos PVs em funcéo do

nivel de NaCl (0 e 100 mM), nédo diferiram de maneira significativa.

Tabela 3. Namero total de PV (NPVs), nimero de PV diurno, nimero de PV noturno, amplitude (mV), duracéo
do PV (min), dos potencias de variacdo em plantas de tomateiro (glicéfita) e quinoa (haléfita) sob diferentes
concentracdes de NaCl (0 e 100 mM ), durante 72 horas de medidas continuas da atividade elétrica.

Tratamento NPVs PVsdiurno  PVsnoturno AMP (mV) Duracéo ( min)
Tomate -NaCl 6,4 aA 2,8aA 3,6 abA 35,40 Aa 34,48 aA
Quinoa -NaCl 6,6 aA 4,0 aA 2,6 bA 32,12 aA 38,56 aA
Tomate +NaCl 13aA 5,6 aA 74 aA 36,12 aA 38,20 aA
Quinoa +NaCl 4 aB 2,0aB 2,0 bB 21,61 aB 29,18 aB
Média 75 3,6 39 31,31 35,11

Médias seguidas de mesma letra minudscula entre concentracdo de NaCl e maiUsculas entre espécie ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey ao nivel de probabilidade (p<0,05), n= 8.

De acordo com a figura 4, é observado uma dindmica do potencial de membrana
diferente entre as espécies glicofita (tomate) e halofita (quinoa), sendo observado também
propagacdo do potencial de variacdo na forma basipeta no tomateiro com e sem estresse
salino (Figura 4 A e C), que difere das plantas de quinoa apresentaram propagagdo acropeta
(Figura 4B). Ademais, em condic¢do de 100 mM de NaCl n&o ocorreu propagagéo do potencial
de variagdo em plantas de quinoa. Ja, para o tomateiro com 0 e 100 mM de NaCl e quinoa sob
0 mM de NaCl foi observado que 25 % do namero total de plantas propagaram PV e para as
plantas de quinoa sob 100 mM de NaCl ndo propagaram PVs. Aléem disso, outro fator
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importante, trata-se que na escala grafica 10 mV/300 segundos (Figura 4 A e B) as plantas de
quinoa apresenta uma maior amplitude de despolarizacdo seguida de uma fase lenta de

repolarizagéo, o que diferiu do tomateiro em mesma condicao.
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Figura 4. Potencial de variacdo propagado em plantas de quinoa e tomateiro apés a irrigacdo com NaCl, durante
64 horas de medida. Eletrodos ( E1, E2, E3 e E4).
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Na figura 5 (A, C), o potencial de variacdo ndo propagado no tomateiro sob a
concentracbes de 0 e 100 mM de NaCl, originou no eletrodo 1, inserido na folha.
Diferentemente na quinoa, os PVs originaram no eletrodo 2 inserido no caule (Figura 5 B, D).
Planta de tomateiro sob salinidade (Figura 5) apresentou cinética do potencial de membrana
semelhante ao tomateiro sem estresse, esse mesmo comportamento ndo foi observado nas

plantas de quinoa com ou sem estresse salino.
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Figura 5. Imagem representativa do potencial de variagdo (PV) ndo propagado em plantas de Quinoa e tomateiro
apos a irrigacdo com NaCl, durante 64 horas de medida. Eletrodos ( E1, E2, E3 e E4).
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4.3.4 Potencial de acdo em plantas de tomate e quinoa.

As plantas de tomateiro sob e 100 mM de NaCl apresentaram maior nimero de PAS,
valor esse superior em 58 % das plantas de quinoa, sob mesma concentracdo de NaCl (tabela
3). Esse mesmo efeito foi observado na concentragdo de 0 mM de NaCl, com uma diferenca
de 64%. Nesse caso, os valores de PAs diurno e noturno ndo diferiram de maneira
significativa entre as concentracGes de NaCl, todavia, houve diferenca entre as espécies de
tomate e quinoa, respectivamente, de 66,6 % no periodo diurno e no periodo 64,2 % noturno.

As amplitudes dos PAs foram maiores em plantas de tomate sob 0 mM de NaCl, ndo
diferindo significativamente dos PAs da quinoa sob mesmo nivel de NaCl (tabela 3). Ja sob o
nivel de 100 mM de NaCl, as plantas de tomateiro apresentam os PAs com maior amplitude
com uma diferenga de 12,02 mV em comparagdo com as plantas de quinoa e, por sua vez, a
duracédo dos PAs foram mais longas nas plantas de quinoa sobre 0 mM de NaCl .

Com relacdo a duracdo do PAs, as plantas de tomateiro sob 0 mM de NaCl
apresentaram menor tempo de duragdo em comparacdo com a quinoa, com uma diferenca de
51,7 s, todavia, ndo foi observado diferenca significativa entre o tomateiro e a quinoa sob a
concentracdo de 100 mM de NaCl.

Tabela 4. Numero total de PA (NPAs), nimero de PA diurno, nimero de PA noturno, amplitude (AMP),
duracédo (ti2 s) dos potencias de agdo em plantas de tomateiro (glicéfita) e quinoa (hal6fita) sob diferentes
concentragdes de NaCl (0 e 100 mM), durante 64 horas de medidas continuas da atividade elétrica.

Tratamento NPAs  PAsdiurno PAs noturno AMP (mV) iz (s)
Tomate -NaCl 5,6 abA 3,0aA 2,6 aA 34,42 aA 15,77 bB
Quinoa -NaCl 2,0cB 1,0aB 1,2aA 27,91 aA 67,56 aA
Tomate + NaCl 6,2 aA 3,4 aA 2,8 aA 24,37 abA 27,21 abA
Quinoa + NaCl 2,6 bcB 1,8 aA 1,0aB 12,35 hB 24,12 abA
Média 4,1 2,3 1,9 24,76 33,67

Meédias seguidas de mesma letra mindscula entre concentracdo de NaCl e maiUsculas entre espécie ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey ao nivel de probabilidade (p<0,05), n= 8.

De acordo com a figura 6 (A) o potencial de acéo foi propagado de maneira basipeta,
originario na folha de tomateiro sob 0 mM de NaCl, ocorreu propagacao de PA em 75 % das
plantas avaliadas. Comportamento semelhante foi observado na figura 6 (C), entretanto, a
propagacao ocorreu a partir do eletrodo 2 no caule que, por sua vez, a proporcao desse sinal
foi 62,5 % nas plantas avaliadas. Diferentemente do tomateiro, a planta de quinoa (Figura 6

B) apresentou uma propagacao acropeta a partir do eletrodo 4, na qual foi observado que 25
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% das plantas propagaram. Na quinoa sob 100 mM de NaCl nao foi observado propagacao de
PAs.

Na figura 6 (A, B) a amplitude do potencial de acdo no tomateiro foi superior em
comparagdo com a planta de quinoa. O tomateiro (Figura 6 C) sob 100 mM de NaCl
apresentou propagacdo do PA que, por sua vez, as plantas de quinoa sob mesma concentracdo

ndo foi observado propagacédo do PA.
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Figura 6. Imagem representativa do potencial de acdo propagado em plantas de quinoa e tomateiro
submetido apds a irrigacdo com NaCl, durante 64 horas de medida. Eletrodos ( E1, E2, E3 e E4).
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Na Figura 7, os potencias de acdo ndo propagados apresentaram diferenca de
variacdo do potencial de membrana entre as espécies de tomate e quinoa, apresentando fase
rapida de despolarizagdo e repolarizagdo no tomateiro (Figura 7 A, C). Assim, na planta de
quinoa foi observado despolarizagdo mais longa do PA (Figura 7 B, D). Dessa forma, sob
uma concentracdo de 100 mM de NaCl (Figura 7 D), a planta de quinoa apresentou maior
amplitude do PA em comparacdo a quinoa sob 0 Mm de NaCl. Esse comportamento do
potencial de membrana foi diferente nas plantas de tomateiro sem e com estresse (Figura7
AQC).
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Figura 7. Imagem representativa do potencial de acdo ndo propagado em plantas de quinoa e tomateiro

submetido apds a irrigacdo com NacCl, durante 64 horas de medida. Eletrodos (E1, E2, E3 e E4).
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Na figura 8 (A), os PAs em plantas de quinoa com ou sem estresse, apresentaram
diferenca quanto aos eletrodos de origem do sinal, sob 0 mM de NaCl a maioria dos sinais
foram originario no intervalo de 2 ao 4 eletrodo, diferentemente sob 100 mM de NaCl foram
do 1 ao 3, respectivamente. As plantas de tomateiro apresentaram comportamento semelhante
com PAs originario entre os 1 ao 3 eletrodo.

Nos casos dos PVs (figura 8 B), as plantas de quinoa apresentaram diferenca em
relacdo ao tomateiro, de maneira que as plantas de quinoa, os PVs foram originarios dentro do
intervalo de 2 a 4 eletrodo, sob os niveis 0 e 100 Mm de NaCl. J& as plantas de tomateiro a

maiorias do PVs foram observadas no intervalo do 1 ao 3 eletrodo.

Eletrodo
Eletrodo

| R |8 E ]

1 2 3 4 1 2 3 4

Tratamento Tratamento

Figura 8. Box plot da distribuicdo dos sinais elétricos (PAs e PVs) ao longo dos eletrodos de medidas em
plantas de tomateiro e quinoa sob estresse salino, durante o periodo de medida de 64 hotas. T1; Tomate sob
0 mM de NaCl, T2: Quinoa sob 0 nM de NaCl, T3: Tomate 100 mM de NaCl, T4: Quinoa sob 100 nM
NaCl.

4.3.5 Potencial de superficie do tomate e quinoa sob salinidade

De acordo com a figura 9, as plantas de tomate e quinoa apresentaram
comportamento semelhante durante as 64 horas do periodo de medida sob uma condicéo de
ndo salinidade (0 mM de NaCl). Todavia, plantas de tomateiro irrigadas com 100 mM de
NaCl, demostraram variagdo do potencial de membrana mais intensa, com maior
excitabilidade ao longo dos 4 eletrodos de medida, comportamento esse que diferiu da planta
de quinoa sob mesma condicdo de salinidade, na qual apresentou um dindmica do potencial de

membrana similar a quinoa sem salinidade.
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Tomate 0 mM de NaCl 100 mv A

Quinoa 0 MM de NaCl B

Tomate 100 mM de NacCl C

E4

It

Quinoa 100 mM de NaCl D

Figura 9. Potencial elétrico da membrana de plantas de tomateiro e quinoa sob diferentes concentragdes (0 e 100
Mm de NaCl) mensurados durante o periodo diurno (barra cinza) e noturno (barra preta) durante 64 horas.
Eletrodos (E1,2,3,4).
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4.4 Discussao

A salinidade afeta diretamente a concentracédo de nutriente no solo, através da adi¢ao
de sais, resultando na reducdo da disponibilidade hidrica. Nossos dados demonstram uma
reducdo em 64 % no potencial hidrico de plantas de tomateiro (Figura 2), sendo superior a
reducdo na quinoa entre os niveis de 0 e 100 mM de NacCl, o que pode estar relacionado com
a diferenca de influxo de ions de Na* entre as espécies tomate e quinoa. Espécies essas, que
englobam o mesmo nivel de tolerdncia a salinidade do feijdo (sensivel) e da atriplex
(tolerante) (Gheyi et al., 2016), na qual no trabalho realizado por Zarei et al (2020), foi
demostrado que acimulo de Na* foi constante na atriplex (halofita) ao contréario do feijoeiro
(glicdfita), que variou de acordo com a concentracao de NaCl.

A diferenca da condutividade elétrica do substrato (Figura 3) entre as plantas de
quinoa e tomateiro também corrobora com a hip6tese de que as plantas glicéfitas (tomate)
apresentam maior absorcdo de sddio no inicio do estresse. As hal6fitas tendem a ser mais
eficientes quanto aos mecanismos de tolerancia a salinidade. Dentre esses mecanismos, 0
controle de ions na seiva do xilema realizado através de canais i6nicos é importante para
equilibrio i6nico da planta (Bose et al., 2013; Zarei et al., 2020). Esses canais i6nicos estdo
relacionados com potencial de membrana. Parte desses transportadores sdo canais de ativacao
lenta ou ativacdo rapida, sendo ambos controlados por voltagem de cations divalentes e
polivalentes (Bonales-Alatorre et al., 2013), resultando em mudancas na diminuicdo do
potencial de membrana, mudanca de equilibrio idnico via despolarizacdo e deslocamento de
ions para células subjacentes (Pyatygin et al., 2008), levando através das ondas de célcio a
sinalizacdo sistémica do estresse salino (Choi et al., 2014).

Nossos resultados demonstram diferencas quanto a cinética do potencial de
membrana (Figura 4 a 7) em sinais elétricos como PAs e PVs, bem como caracteristicas de
amplitude e duracdo (Tabela 3 e 4) que corroboram com a hipétese que as plantas halofitas
sdo mais eficientes no controle da absor¢do de ions e destaque o de sédio. Em plantas de
atriplex, o conteddo de Na* na folha ndo diferiu apds 2 semanas sob salinidade, efeito
contrario ao observado no feijdo (Zarei et al., 2020), sendo que os sinais elétricos sdo
originarios de alteracdo de fluxo i6nico, como exemplo, PA é oriundo de mudangas do fluxo
passivo de ions de Ca*?, K* e Cl-, associado também a inativacdo da ATPase (Vodeneev et al.,
2015) que, por sua vez, 0 aumento da atividade da H*-ATPase da membrana plasmatica esta

ligado a tolerancia das espécies halofitas (Shabala et al., 2016).
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A diferenca quanto a geracdo e propagacdo do potencial de variacdo entre tomate e
quinoa no controle (Figura 4 AB) pode estar relacionado com aspectos fisioldgicos das
espécies, uma vez que o sodio estéa ligado a mais fungdes na quinoa. O potencial de membrana
em raiz de quinoa foi em torno -141 mV mais negativo que em Arabidopsis sendo -121 mV,
que resulta numa forca motriz maior para absorcdo de Na* para espécies halofitas em
comparacdo com as glicofitas (Bose et al., 2013), podendo também ter influenciando nos
valores médios do potencial hidrico da quinoa (Figura 1) no controle.

Os PVs observados no tomateiro sob a concentracdo 100 mM de NaCl (Figura 4C),
podem ser oriundos da mudanca de pH em funcéo da concentracéo de sodio. Essas mudancas
de pH extracelular e intracelular, induzem a inativacdo transiente da H*-ATPase induzindo a
geragdo de PVs (Sukhov et al., 2013; Vodeneev et al., 2015). Quanto ao mecanismo de
propagacdo do PV, este ndo é completamente compreendido, mas um fator chave refere-se a
regulacdo bioquimica da H*-ATPase, modulada por multiplos fatores e interaces (Choi et al.,
2016). Em plantas de Cucurbita pepo L. a propragacdo do PV foi associado a alcalinizacdo do
apoplasto e acidificacdo do citoplasma, provocando mudancas fotossintéticas (Sherstneva et
al., 2015).

Fato importante a ressaltar € que parte dos PVs propagados e ndo propagados
originaram nos eletrodos inseridos na folha (eletrodo 1) ou no caule (eletrodo 2), proximo da
folha do tomateiro (Figura 4, 5 e 8B). Esses PVs podem causar a inativacdo de reacdes
bioquimica da fotossintese, como mecanismo de resposta inicial (Sukhov et al., 2016). Em
contrapartida, as plantas de quinoa sob 100 mM de NaCl foi observado maioria dos PVs nédo
foram originarios do eletrodo inserido na folha (Figura 8B), esse dado corrobora com a
hipbtese que, plantas hal6fitas compartimentalizam de forma mais eficiente Na* no vacuolo
de células da raiz e células companheiras dos vasos xilematicos (Shabala, 2013). Através do
canal i6nico HKT ocorre o carregamento e descarregamento do Na* no xilema (Wu et al.,
2018; Shabala et al., 2014). Segundo trabalho de Lan et al. (2010), demostrou que um grupo
desse canal, denominado HKT2 atua como um canal ndo seletivo permeavel ao Ca?*, o que
pode contribuir na hipotese que a partir dos PAs ou PVs, ocorre uma mudanca transiente de
ions em destaque o Ca*, levando ativacdo de canais como HKT uniporte que realizam o
descarregamento do Na* ao longo dos vasos xilematicos.

O PV no tomateiro sob 100 mM (Figura 4, 5), exibiu uma dindmica do potencial de
membrana semelhante ao tomateiro e a quinoa sem estresse, evidenciado pelos valores de
amplitude e duracdo do PV (tabela 3). Comportamento semelhante dos PVs em plantas de

trigos com e sem estimulo por queima (Katicheva et al., 2015). Todavia, esse mesmo
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comportamento ndo foi observado nas plantas de quinoa, na qual em condicéo de salinidade
essa diferenca pode ser vital quanto a eficiéncia de resposta ao estresse, pois na fase de
repolarizacdo do PV, além do efluxo de ions de K*, também ocorre a reativagdo da H*-
ATPase, esse processo ocorre atraves do bombeamento dos prétons com gasto de ATP
(Sondergaard et al., 2004; Katicheva et al., 2015).

Por sua vez, quanto mais longa a fase despolarizacdo do PV, maior atividade da
bomba de prétons e maior gasto de ATP. Em virtude dos transportadores eletrogeneticos, que
englobam a ATPase e os canais i6nicos sinporte e antiporte (Sukhova et al., 2017), de forma
que, aplicacdo de ortovanadato reduziu atividade da H*-ATPase ndo existindo a fase de
repolarizacdo (Katicheva et al., 2014). Nossos dados demonstram que plantas de tomateiro
diferenciam da quinoa quanto ao numero de PV, amplitude e duracdo (Tabela 3), na qual os
PVs em plantas de quinoa foram de menor amplitude, e ndo ocorreu propagacao entre 0s
eletrodos (Figura 4 e 5). Esse fato pode ser explicado pelo fato das plantas de quinoa
possuirem mecanismos de ajustamento idnico, osmoético e transporte por vesiculas, que
demandam gasto energético. Segundo estudo realizado por Hariadi et al. (2011), as folhas
jovens demonstram de 80-85 % do ajustamento osmotico sob o intervalo de 0 -500 mM de
NaCl. Plantas de quinoa sob 300 mM NaCl promoveram o aumento do conteddo de prolina
(Ruiz-Carrasco et al., 2011). O acimulo de Na* do citosol é direcionado para o tonoplasto e o
vacuolo através do canal NHX (Shabala et al., 2011).

Além da emissdo de PV, a espécie de tomateiro demonstrou alta excitabilidade
através da emissdo de PAs, com maior taxa de propagacao, tanto em condi¢cdo de 0 e 100 mM
de NaCl, que contrapdem as baixas taxas de propagacdo da quinoa (Figura 6). Esses PAs sdo
resposta bioelétrica, oriunda de mudancas de potencial de membrana, deslocamentos de ions
apo6s uma despolarizacéo, através de alteracdo no fluxo ou desbalanceamento idnico causado
por despolarizacdo (Pyatygin et al., 2008; Pyatygin et al., 2006), transmitindo de maneira
rapida em longa ou curta distancia, provocando mudancas fisiologicas ao longo da rota de
propragacéo (Opritov et al., 1991). Dessa forma, os PAs origindrios no tomateiro, pode ser em
resposta a alteracdes de concentracdo ou fluxo Na*. Em plantas de Arabidopsis (Glicofita), a
imposicdo de 100 Mm de NaCl, provocou maior despolarizagdo do potencial de membrana
em comparacdo com erva sal e quinoa (Halofitas) (Bose et al., 2014).

Na figura 7 o potencial de agéo do tomateiro apresentou diferenca para a quinoa sob
0 e 100 mM de NaCl. Em geral, com uma fase de despolarizagdo mais acentuada e uma fase
de repolarizacéo rapida, evidenciado pela diferenca da duracéo do PA (tabela 4), podendo esta

relacionada com a concentracdo de ions de K* e Na* diferente entre o tomate e a quinoa. Na
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qual, plantas de atriplex (hal6fita) apresentaram uma concentracdo de K* 7 vezes maior em
comparacdo ao feijdo (glicofita) (Zarei et al., 2020). Outro ponto importante, trata-se que o
tomateiro sob salinidade, apresentou PAs com carateristica da repolarizacdo oriundo de um
possivel efluxo de K*, o que ndo foi observado na quinoa, estando relacionado a diferenca
quanto relacdo idnica entre K* e Na*. Em um estudo realizado por Bose et al. (2014),
demostraram um efluxo de ions de K* em raizes de Arabidopsis, oriundo da despolarizacéo da
membrana ocasionado pelo Na*, ndo observado em plantas haldfitas.

Essa diferenga de resposta a salinidade foi evidenciada pelos nossos resultados do
potencial de acdo (PA), que demonstram uma maior resposta por parte da espécie glicofita
(tomate), apresentando um maior numero de PAs, com maior amplitude do sinal (mV) e
duracdo (ti2 s) (Tabela 4), que evidencia uma maior e rapida sensibilidade a salinidade por
parte do tomateiro em comparacdo com a quinoa, em funcéo do fluxo de Na* e efluxo de K*.
Em plantas de arabidopsis, o efluxo de K* foi duas vezes maior do que da erva sal e quinoa
(Bose et al., 2014), ja em planta de atriplex mantiveram a concentracdo constante de Na* nas
folhas, diferentemente do feijoeiro, que aumentou em funcéo da concentracdo de NaCl (Zarei
et al., 2020). Ambos os processos (influxo ou efluxo) estdo relacionados com a sinalizagédo
elétrica. Na fase de despolarizacdo do PA, envolve os processos de influxo do Ca?*, efluxo de
Cl- e efluxo de K* na fase de repolarizacdo (Pyatygin et al., 2008; Vodeneev et al., 2016).
Esse efluxo do K* durante o PA, pode representar menor tolerancia salinidade, conforme as
funcdes do K sobre atividade enzimética e osmorregulador, mantendo um equilibrio entre
absorcdo e translocacdo de ions de Na* e K* (Shabala et al., 2016). Dessa forma, plantas
tolerantes, tendem a ter menos eventos de depolarizacdo em funcao do estimulo da salinidade,
assim como nossos dados de PAs e PVs nas plantas de quinoa (Tabela 3 e 4), pois durante a
depolarizagdo os canais GORK, realizam o efluxo de K* (Assaha et al., 2017). Disto, as
células evitam a despolarizacdo, para manutencdo de um potencial de membrana mais
negativo, impedindo o efluxo de K* (Falhof et al., 2016), podendo conferir um mecanismo de
controle ibnico que resulta na tolerancia da planta.

Fato esse também observado na dinamica da poténcia de membrana ao longo do
periodo de mensuracdo (Figura 9), na qual a imposicdo do estresse salino provocou maior
variagdo do potencial de membrana no tomateiro, resultando em menor estabilidade elétrica
em comparacdo com o tomateiro sem salinidade. Essa mudanca, em fungéo da salinidade, ndo
foi observada no potencial de membrana da quinoa, com dindmica similar a quinoa sem
salinidade. Dssa forma, esse controle do potencial de membrana pode estar diretamente

relacionado com a tolerancia das plantas halofitas ao estresse salino, visto que o contetido de
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lipidios totais de plantas Crithmum maritimum (Halofita) foi alterado somente apds 5 semanas
de exposicdo a 200 mM de NaCl (Bem Hamed et al., 2005). J4 as plantas de Triticum
aestivum apresentaram alteracdo na concentracdo de lipidios em 1 semana sob 50 mM de
NaCl (Magdy et al., 1994), na qual essas mudancas lipidicas influenciam na resposta da planta
quanto a regulacdo da fluidez e permeabilidade da membrana (Tsydendambaev et al., 2013),
corroborando com 0s nossos resultados referentes ao potencial de membrana. Assim, isto
sugere, entdo, repostas diferentes das espécies glicofitas e haldfias indiretamente ao fluxo de

ions, demonstrando menor efeito da salinidade na espécie tolerante.

4.5 Conclusdo

Nossos resultados relacionados a sinalizacdo elétrica (PAs e PVs) denotam que, as
diferencas de respostas elétricas entre as espécies sdo importantes para sobrevivéncia da
planta, durante o estresse salino, em funcdo de um possivel controle do potencial de
membrana mais eficiente pelas plantas hal6fitas (quinoa). Assim, é evidenciado pela diferenca
do potencial de membrana entre tomate e quinoa longo do periodo 64 horas de medida sob
concentracdo de 0 e 100 mM de NaCl. Grande parte dos sinais elétricos gerados (PAs e PV5s)
no tomateiro partiram dos eletrodos proximos ao apice da planta, todavia, em plantas de
quinoa foi observado a partir de eletrodos préximo ao colo da planta. A guinoa possue uma

dindmica bioelétrica diferente dos tomateiros.
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5 EFEITO DAS NANOPARTICULAS DE SILICIO SOBRE ATIVIDADE
ELETRICA EM PLANTAS NAO ACUMULADORA, SOB ESTRESSE SALINO

Resumo

As plantas sdo responsivas ao estimulo do seu habitat através de uma rede complexa
de mecanismos nao totalmente conhecido. Logo, um desses estimulos € a salinidade, por ser
capaz de provocar danos a maioria das culturas agricolas. Dessa forma, objetivou-se analisar
o papel das nanoparticulas de silicio sobre o potencial de membrana e fotossintese de plantas
sob salinidade. Nestes trabalhos, as plantas de tomate foram submetidas por dois tempos de
exposicdo 0 e 7 dias de irrigacdo com NaCl, com uso de SiNPs. Assim, foram realizadas as
medidas eletrofisiologicas, simultaneamente, com trocas gasosas durante 7 horas. A priori,
também foram realizadas medidas de potencial hidrico e diagnose nutricional. A salinidade
influenciou negativamente o potencial hidrico tomateiro e em destaque sob 75 mM de NaCl
aos 7 dias de irrigacdo, entretanto, o uso da SiNPs atenuou os efeitos no potencial hidrico. O
tomateiro sem silicio apresentou maior propor¢do do nimero total de sinais tanto ao 0 e 7 dias
de irrigacdo que, por sua vez, as plantas tratadas com SiNPs foram menos responsivas a
salinidade, mesmo o tomateiro sendo uma planta ndo acumuladora de silicio. As SiNPs
promoveram menor acumulo Na* no tomateiro, a0 mesmo momento que contribui tambem
para reducdo das relacdes Na*/ K*, Na*/Ca*? e Na*/Mg?*. O excesso de sais aumentou a
dissipacdo de energia para vias ndo fotoquimicas. O silicio mitigou os efeitos da salinidade
com uma menor excitabilidade elétricas das plantas, na concentracdo de nutriente e atividade
fotossintética.

Palavra-chave: Eletrofisiologia, Trocas gasosas, Nanotecnologia, Salinidade

Abstract

Plants are responsive to the stimulus of their habitat through a complex network of
mechanisms not fully understood. Therefore, one of these stimuli is salinity, as it is capable of
causing damage to most agricultural crops. Thus, the objective was to analyze the role of
silicon nanoparticles on the membrane potential and photosynthesis of plants under salinity.
In these works, tomato plants were subjected to two exposure times 0 and 7 days of irrigation
with NaCl, using SiNPs. Thus, they were performed as electrophysiological measurements,
simultaneously, with gas exchange for 7 hours. A priori, measurements of water potential and
nutritional diagnosis were also carried out. Salinity negatively affects the tomato water
potential, especially under 75 mM NaCl at 7 days of irrigation, however, the use of SiNPs
attenuated the effects on water potential. The silicon-free tomato plant showed a higher
proportion of the total number of signs both at 0 and 7 days of irrigation, which, in turn, the
plants treated with SiNPs were less responsive to salinity, even though the tomato plant is a
non- silicon accumulating plant. The SiNPs promoted to lower Na * accumulation in tomato,
at the same time that it also contributed to a reduction inthe Na*/K*,Na*/Ca*?and Na*
/ Mg? * ratios. Excess salts induced an increase in energy dissipation to non-photochemical
pathways. Silicon mitigated the effects of salinity with lower excitability of plants, nutrient
concentration and photosynthetic activity.

Keyword: Electrophysiology, Gas exchange, Nanotechnology, Salinity
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5.1 Introducao

As plantas, apesar de seres vivos com caracteristica sessil, sdo altamente responsivas
a fatores externos do ambiente, através de estimulos e mediante complexa rede de reguladores
quimicos que, juntos, coordenam todos os processos fisioldgicos e bioquimicos de células,
orgédo ou a planta como um todo (Choi et al., 2014). Dessa forma, mudancas na concentracdo
de ions, acucares, espécie reativas de oxigénio ou hormonios, desencadeiam reacdes como
forma de sinalizacdo, oriundos de principios quimicos, hidraulico ou elétrico. Sendo assim, o
calcio € um importante regulador de processos fisioldégicos, mediante canais i0nicos
permeaveis (Demidchik et al., 2018), que geram respostas essenciais para sobrevivéncia das
plantas aos constantes estimulos (luz, déficit hidrico, sais, temperatura, herbivora e patdgenos)
por meio de um padrédo de fluxo de corrente elétrica entre células e 6rgdo. Disto, as plantas
detectam de forma seletiva as variagdes do ambiente, permitindo assim uma rapida adaptacao
(Szechynska-Hebda et al., 2017).

Nesse contexto, essas mudancas na corrente elétrica influenciam no potencial de
membrana, originando os sinais elétricos, na qual, sdo consideradas alteracGes transitorias no
gradiente do potencial elétrico mediante a membrana plasmatica (Sukhova et al., 2017;
Vodeneev et al., 2015) e que diferem quanto ao padrdo espacial e temporal, em funcao desses
estimulos externos (Szechynska-Hebda et al., 2017), podendo ser considerado como potencial
sistémico (SP), potencial de acdo (PA) e potencial de variacdo (VP) (Vodeneev et al., 2016) e
provocando mudancas em processos fisiolégicos, como inibicdo da fotossintese, aumento da
respiragdo (Pyatygin, 2003), mudancgas de pH intra e extracelular (Sherstneva et al., 2016) e
diminuicao dos rendimentos quanticos do fotossistema | e 1l (Sukhov et al., 2019).

O excesso de sais promove diversos efeitos danosos nas plantas, que podem resultar
em estimulos elétricos. Logo, esses efeitos podem provocar desbalanceamento nutricional,
estresse osmotico e estresse oxidativo, através do excesso de Na* (Bose et al., 2014; Gheyi et
al., 2016), que afetam, de maneira geral, a disponibilidade, absorcéo e transporte de agua e
nutriente pela planta, fixagdo de CO> pelas folhas e biossintese de carboidratos (Perri et al.,
2019). Em resposta ao acumulo de Na*, as plantas apresentam mecanismos de controle,
exclusdo ou translocacdo com a participacao de canais ionicos e bomba ATPases.

Dessa forma para translocagdo do Na* para os vacuolos atraves dos canais NHX
precisam ser energizados pela H*ATPase e H*-PPase (Shabala et al., 2019). Atividade essa da
H*-ATPase ligadas também geracao de sinais elétricos, de maneira que a geracdo de potencial
de acdo (PA) esta ligada com a inativacao reversivel da H*-ATPase, ja o potencial de variagédo
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(PV) é associado a mudanca transitoria da H*-ATPase (Pyatygin et al., 2008; VVodeneev et al.,
2016).

Algumas espécies como Glaux maritima, Atriplex barclayana, Suaeda esteroa,
Salicornia bigelovii e Chenopodium quinoa, tolerantes a salinidade e s&o denominadas de
espécie haldfitas, todavia, grande parte das espécies agricolas sdo afetadas pela salinidade,
sendo considerada espécies glicofitas (Gheyi et al., 2016). Dentre elas o tomateiro, com
grande parte de variedades sensiveis a salinidade, mas também com espécies ancestrais
tolerantes a salinidade, tais como, S. chilense, S. pimpinellifolium, S. peruvianum, S. hirsutum,
e S. pennellii (Kashyap et al., 2020; Ghabi et al., 2017 b; Gharbi et al., 2017a). Nesse aspecto,
a sua utilizacdo como planta modelo, advem de fatores como a presenca de racgas locais,
variedades selvagens e importancia econdémica (Pailles et al., 2020; Berni et al., 2018).

O silicio é o segundo elemento mais presente na biosfera, na qual plantas privadas
desse elemento apresentam maior susceptibilidade ao estresse bidtico e abidtico (Epstein,
1999), em virtude dos efeitos atenuadores frente aos estresses por déficit hidrico (Thorne et
al., 2020; Parveen et al., 2019; Ali et al., 2018), temperatura (Khan et al., 2021), salinidade
(Khan et al., 2019; Mahmound et al., 2017; Carey et al., 2014) e, como por exemplo, uma
menor reducdo dos teores de clorofila e carotenoides, aumento da eficiéncia fotossintética do
PSII e do transporte de elétrons no tomateiro sob déficit hidrico (Zang et al., 2018). Logo, sob
condicdo de salinidade, a aplicacdo de silicio resultou na diminuicdo dos niveis de Na* e CI-,
além do aumento da transpiracdo e condutancia estomatica de plantas de tomateiro (Li et al.,
2015).

Porém, o uso de nanoparticulas de silicio é pouco investigado, em destaque na
cultura ndo acumuladora. Todavia, sua utilizacdo é vantajosa em funcédo do tamanho, além de
uma alta solubilidade e reatividade, sendo habil diferentes formas de absorcdo pelas raizes e
folhas (Usman et al., 2020; Jitao et al., 2019). Entretanto, 0 mecanismo pelo qual o silicio
promove a reducdo dos ions de Na* e Cl- ndo é totalmente compreendido. Dessa forma, o
presente trabalho tem como objetivo investigar o papel das SiNPs indiretamente nos canais
ibnico, através potencial de membrana, também avaliando a atividade fotossintética do

tomateiro sob curto e longo periodo de estresse salino.
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5.2 Material e Métodos
5.2.1 Condicdes do experimento e material vegetal

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo do Laboratério de
hormdnio vegetal da universidade de S&o Paulo, Campus ESALQ, no municipio de
Piracicaba-Sao Paulo. O delineamento experimental utilizado foi em blocos causalizados, no
esquema fatorial 2x 2 x 3, referente a dois tempos de avaliacdo eletrofisiologica a partir da
imposicdo do estresse salino sendo aos 0 e 7 dias, dois niveis de aplicacdo de nanoparticulas
de silicio (0 e 500 mg/l) e trés concentracdes de NaCl (0, 10 e 75 mM), que equivale a 0: 10 e
75 dS m, com seis repeticdes. As sementes foram semeadas em vasos com volume de 350
dm3, com substrato comercial Basaplant© e vermiculita expandida na relacdo 1;1. No
preparo do substrato, foi realizado adubacdo na dose de 1 g L' de NPK na proporgédo
10:10:10 e 4 g L de calcério domolitico (MgCOs + CaCOs). O cultivo foi realizado em casa
de vegetacdo e em ambiente controlado, com fotoperiodo 12/12 horas com intensidade de luz
300 a 350 pmol m2 s temperatura de 25 a 28 °C e umidade relativa de 40 a 60%. ....

A irrigagéo foi realizada diariamente, com valores de lamina e obtidos a partir da
determinacédo da capacidade de vaso de acordo com Casaroli & Lier. (2018). Cada bloco era
cultivado com intervalo de 7 dias e com vistas a diminuir a diferenca de idade durante a
analise eletrofisioldgicas. A irrigacdo foi realizada diariamente e em quantidade suficiente
para promover a percolacdo e manter 0s vasos na capacidade de campo. A cada sete dias foi
realizada a aplicacdo de solucdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950), com os respectivos
valores de nutrientes estabelecidos na tabela 1.

As solucdes com diferentes concentracdes de NaCl, foi formulada a partir do uso do
cloreto de sddio com agua deionizada, de acordo com USDA-ARS-US Salinity Laboratory.
As plantas com irrigacdo 7 dias, a irrigacdo com agua salina foi realizada aos 23 dias, ap6s a
semeadura da planta.
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Tabela 1. Fonte de nutrientes e composi¢do quimica do fertilizante Miracle-Gro®, empregado na
formulagdo adaptada da solucéo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950).

Fonte Quantidade (g L?)
Fertilizante Miracle-Gro® 0,46
Cloreto de potassio (KCI) 0,1
Cloreto de célcio (CaCly) 0,26
Cloreto de Magnésio (MgCly) 0,1
Ferro-EDTA 1,0

Composicédo quimica do produto Miracle-Gro®

Nutriente Quantidade (%)
Nitrogénio Total 24
Faosforo (P) 8
Potéssio (K) 16

Boro (B) 0,02
Cobre (Cu) 0,07

Ferro (Fe) 0,15
Manganés (Mn) 0,05
Molibdénio (Mo) 0,0005
Zinco (Zn) 0,06

5.2.2 Detalhamento das avaliagdes
5.2.2.1 Condutividade elétrica do substrato e do extrato de saturacao

Ap6s a realizacdo das medidas elétricas de caraterizacdo, foi realizado a
determinacdo da condutividade elétrica do substrato com auxilio do medidor, condutividade
e temperatura do solo Hanna modelo HI98331, j& as medidas condutividade elétrica do
extrato de saturacdo foi-se coletado o volume de 150 mL do extrato de saturacdo dos vasos.
Assim, posteriormente as amostras foram encaminhadas e analisadas para o Cena/USP, com
auxilio do medidor de condutividade elétrica.

5.2.2.2 Potencial hidrico

As medi¢bes do potencial hidrico, foram realizadas pelo método da cémara de
pressdo, de acordo com a metodologia de Scholander et al. (1965). As leituras foram
realizadas 12 horas apds as medidas elétricas, sendo realizada no terco médio da planta na

sexta folha, com contagem a partir do apice da planta e os valores foram expressos em MPa.
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5.2.2.3 Obtencao das medidas eletrofisioldgica das plantas

Os registros das medidas eletrofisioldgicas foram realizados de acordo com o
protocolo de medida do Laboratdrio de Biofisica da Universidade Maria Curie-Sklodowska da
Pol6nia, proposto por Paszewski e Zawadzki (1973), sendo adaptado por Macedo (2015) para
condicdes locais. Aos 27 dias, apds a semeadura, as plantas foram aclimatadas no Laboratério
de Estudo de Plantas sob Estresse (LEPSE), acondicionadas em gaiolas de Faraday com
dimensdes A x L x C (110 a 85 por 120 cm), com blindagem de 1 cm? para assegurar o
isolamento eletromagnético no intervalo de 12 horas antes do inicio da avaliagdo e sendo
mantidas sob uma intensidade de luz de 300 pmol m= s?, através de luzes de LED, com
condi¢des de umidade, temperatura e CO2 semelhante a condicao de casa de vegetacao.

Dessa forma, 12 horas antes do inicio das leituras elétricas, foram inseridos eletrodos
de registro do tipo Ag/AgCI, com uso do fio de prata e com didmetro variando 0,50 mm para
plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum). Antes de serem inseridos nas plantas, 0s
eletrodos foram clorados com solucdo 3M KCI, posteriormente foram inseridos na planta de
acordo com a disposicdo da figura 1. Sendo assim, cada eletrodo foi conectado ao LAB
TRAX-4/24T (World Precision Instruments®), com 4 canais e amplificador, com resisténcia
de entrada de cada canal de 100 GQ ¢ ele foi conectado a uma unidade de processamento

através do software Labscribe.

Figura 1. Disposic¢éo dos eletrodos na planta de tomateiro sob as concentracfes de 0, 10 e 75 mM de NaCl.
Eletrodo de referéncia (R); eletrodo de aterramento.

Entre os pardmetros eletrofisiologicos avaliados estdo a amplitude do sinal (mV),

duracdo de pico e velocidades para os potencias de acdo e potencias de variagcdo. Nos
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calculos, foram levados em consideracdo a distancia entre dois eletrodos de medidas
(E1,2,3,4) e o tempo necessario para o sinal atravessar os eletrodos no segmento do caule e
foliar. As medidas foram realizadas pelo monitoramento por 8 horas (Macedo, 2015;
Zawadzki et al., 2008).

Tabela 2. Distribuicdo e distanciamento dos eletrodos ao longo das plantas de tomate com aplicacdo de
nanoparticulas de silicio sob os niveis de concentragdo de NaCl de 0, 10 e 75 Mm.

0 dias 7 dias
Eletrodos Tomatg Tomatg Tomat_e Tomatfa
sem Si com Si sem Si com Si
E1-E2 (cm) 2 2 2 2
E2-E3 (cm) 2 2 2 2
E3-E4 (cm) 2 2 2 2
E4-ER (cm) 3 3 3 3
ER-Substrato (cm) 7,84 7,94 51 45
Média da altura (cm) 21,06 19,99 14,96 16,68
Folha 28 28 28 28

5.2.2.4 Avaliacao de trocas gasosas

As medidas de trocas gasosas foram realizadas de forma simultanea com as medigdes
eletrofisioldgica. Foi utilizado o medidor de gases por infravermelho portétil (IRGA), da LI-
COR modelo LI-6400 XT (Li-cor ®, Nebraska, EUA), com a razdo fotossintéticamente ativa
constante (1000 umol ms?), concentragdo de CO, (400 umol m?), temperatura (29° C) e
umidade relativa (~60%). As medidas foram realizadas nos horarios das 8 as 1 horas da
manhd, no primeiro foliolo da terceira folha, a partir do apice da planta (Tatagiba et al., 2014).
Os pardmetros mensurados foram a taxa fotossintética (A, pmol CO2 m? s?), taxa de
transpiracdo (E, mmol H2O m? s'-) condutdncia estomatica (gs, mol H,O m? s?) e a
concentracdo intercelular de CO; (Ci, umol m st). Disto, a eficiéncia no uso da dgua (EUA,
umol CO2 m? st) foi calculada através da razdo A/E e a eficiéncia instantanea de
caborxilagédo (mol H,O m2 s1) através da razéo de A e Ci.

5.2.25 Concentracéo foliar de potéassio, calcio, magnésio, sodio e silicio

Apos 12 horas da medida elétrica, foi realizada a amostragem composta para
diagnose nutricional. Para a determinacdo da concentracdo de nutrientes, sodio e silicio nas

folhas, foi coletada a 5 ou a 6 folhas a partir do apice do tomateiro, aproximadamente entre 5
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a 6 g de material foliar seco em estufa de circulacdo de ar forcada a 65 ° por 75 horas.
Posteriormente, o material foi moido em moinho do tipo IKA, modelo Al1 basic e realizado a
preparacdo dos extratos para posterior analise do tecido vegetal. Os teores de potassio, célcio,
magnésio e sédio foram analisados de acordo com a metodologia proposta por Miyazama et
al. (2009) e o teor de silicio foi obtido a partir da extracdo, conforme a metodologia descrita
por Kraska e Breitenbeck (2010). Ja as leituras foram realizadas através de espectrometria,

sob onda de 410 nm, conforme descrito por Kondorfer et al (2004).

5.2.2.6 Medidas de fluorescéncia da clorofila por imagem

Para as medidas de fluorescéncia da clorofila ao longo do tempo, as plantas foram
cultivadas sob mesmas condi¢Bes das plantas utilizadas para medicdes elétricas, sendo
acondicionadas a condi¢gdes do laboratério com 3 dias antes. As imagens foram obtidas
durante os dias 0 e 7 de imposicdo do estresse, com inicio a partir dos 30 dias apds a
semeadura. As medicGes de florescéncia foram obtidas atraves do fluordmetro imaging-Pam
(Walz, Effeltrich, Alemanha), as medicdes foram realizadas em folhas totalmente expandida
de plantas saudaveis. Foi utilizado AOI, do tipo circulo, para avaliar a heterogeneidade
espacial a partir dos trés pontos demarcado nas folhas.

Antes do inicio das medidas, todas as plantas foram colocadas no escuro por 20
minutos, para determinacdo dos parametros de fluorescéncia Fv/Fm € Fm no escuro, através do
pulso de saturacdo azul. Esse pulso foi 8.000 umol fotons m™2 s! por 1 s. Também foi
utilizado um pulso de luz de baixa frequéncia (0,5 umol fotons m 2 - s ') para determinar a
fluorescéncia inicial Fo. Assim, os demais parametros ® PSII, Fv, Fn' NPQ, gN, qP ¢ ® NO
(Y No) foram obtidos através da iluminagdo actinica (336 pmol fétons m —2-s ~!) e todos 0s

parametros de fluorescéncia da clorofila foram calculados pelo software Imaging Win v2.32.

5.2.3 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F a nivel de 1 e 5 % de
probabilidade, ap6s uma analise de normalidade dos dados (Ver teste). As medias referentes
ao tratamento foram submetidos ao teste de média de Tukey a nivel de 5 % probabilidade. Os

teores de nutrientes também foram submetidos a andlise de correlacdo. Foi utilizado o
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software R®, versdo 3.5.1 2019 e software Agrostat ®. Os gréaficos e tabelas foram realizados

no software SiglmaPlot ® versdo 12 e software Excel® 2016.

5.3 Resultados
5.3.1 Condutividade elétrica e potencial hidrico

A condutividade elétrica do extrato de saturacdo aumentou em funcédo dos niveis de
NaCl aos 0 dias de irrigagdo (Figura 2A), elevando em 66,6 % entre o0s niveis 0 e 75 mM.
Esse aumento também foi observado nas plantas irrigadas, durante 7 dias, com as
concentracdes de NaCl (0;10 e 75 mM) respectivamente de 64,0 % entre os niveis 0 e 75 mM.
Os tratamentos com SiNPs nao apresentaram diferenca significativa, sendo apenas no nivel de

75 mM aos 0 dias de irrigacao apresentou uma diferenca 12,5 %.
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Figura 2. Condutividade eletrica do extrato de saturagdo e do substrato de vasos cultivado com plantas de
tomateiro submetida a diferentes niveis de concentragdo de NaCl (0; 10 e 75 mM) e aplicacdo de
nanoparticulas de silicio. A: plantas irrigadas 0 dias com NaCl, B: plantas irrigadas 7 dias com NaCl.
Médias seguidas de pelo menos uma letra, minUscula entre a concentragdo de NaCl, maidscula entre doses
de SiNPs ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de probabilidade (p<0,05), n= 6.

O aumento da concentracdo de NaCl, também promoveu elevacdo da condutividade
elétrica do substrato (Figura 3 A), com o incremento médio de 69,37%, entre o0s niveis 0 e 75
mM, nas plantas irrigada ao 0 dia com NaCl. Esse aumento também foi observado na CE do
substrado apds 7 dias de irrigagdo com NaCl, com o aumento em 89% entre os niveis 0 a 75
mM de NaCl. A aplicacdo de nanoparticulas de silicio ndo causaram mudancas significativa

da CE do substrato em funcdo das concentraces em dias de irrigacao.
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Figura 3. Condutividade elétrica do substrato de vasos cultivado com plantas de tomateiro, submetida a
diferentes niveis de concentracdo de NaCl (0; 10 e 75 mM) e aplicagdo de nanoparticulas de silicio. A: plantas
irrigadas O dias com NaCl, B: plantas irrigadas 7 dias com NaCl. Médias seguidas de pelo menos uma letra,
mindscula entre a concentracdo de NaCl, mailscula entre doses de SiNPs ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de probabilidade (p<0,05), n=6.

De acordo com a figura 4 (A), o aumento da concentracdo de NaCl foi inversamente
proporcional ao potencial hidrico mais negativo, com reducdo de 52,1% nas plantas ausentes
de SiNPs e de 45% nas plantas com SiNPs entre os niveis 0 e 75 mM de NaCl. Apoés 7 dias de
irrigacdo com NaCl (Figura 4B), foi observado uma reducdo em 52,6 % entre os niveis 0 e 75
mM, na qual foi superior as plantas com SiNPs, redugdo de 49 %.

A aplicacédo de SiNPs nas plantas de tomateiro irrigada por 7 dias com NaCl (Figura
4B) influenciou de maneira significativa o potencial hidrico, sendo menores em 36,3 %; 21,8
% e 43% em comparacdo com as plantas se aplicacdo de SiNPs, sobre os niveis de 0, 10 e 75
mM de NaCl. Esse mesmo efeito foi observado no periodo de O dias de estresse, todavia, ndo

foi de maneira significativa.
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Figura 4. Potencia hidrico foliar de plantas de tomateiro submetida a diferentes niveis de concentracdo de
NaCl (0; 10 e 75 mM) e aplicagdo de nanoparticulas de silicio. A: plantas irrigadas 0 dias com NaCl, B: plantas
irrigadas 7 dias com NaCl. Médias seguidas de pelo menos uma letra, mintscula entre a concentragdo de NaCl,
maiuscula entre doses de SiNPs ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de probabilidade (p<0,05),
n=~6.

5.3.2 Potencial de agdo em curto e longo estresse salino

A cinética de variacdo do potencial de membrana, classificada como um potencial de
variacdo, ndo foi observada nas plantas avaliadas durante as condicdes de O e 7 dias de
irrigagdo, com diferentes niveis de concentracdo de NaCl. Entretanto, 50% das plantas
avaliadas responderam a irrigacdo com NaCl (0, 10 e 75 mM) sob o estresse curto (O dias de
irrigacdo), sendo que os tratamentos sem silicio sob 10 e 75 mM de NaCl, apresentaram maior
percentagem de 15,38 % (Tabela 3). Na condicdo de 7 dias de irrigacdo com NaCl, as plantas
de tomateiro, ausente de SiNPs e sob a concentracdo de 75 mM de NacCl, apresentaram maior
percentagem do numero total de sinal, correspondente a 26,32 %, enquanto as plantas com

SiNPs, sob mesma concentracdo, corresponderam por 21,05 %.

Tabela 3. Percentagem no total de sinais (PAs e PVs ) por tratamento, referente ao tempo de irrigacéo e
com diferentes concentragdes de NaCl, 0 e 7 dias em plantas de tomateiro e com aplicacdo de nanoparticulas
de silicio (SiNPs).

0 dias 7 dias

Tratamento % n° total de sinal % n° total de sinal
0 mM de NaCl/com Si 11,54 21,05
0 mM de NaCl /Sem Si 3,85 10,53
10 mM de NaCl/ com Si 11,54 10,52
10 mM de NaCl/ Sem Si 15,38 10,52
75 mM de NaCl/ Com Si 11,54 21,05

75 mM de NaCl/ Sem Si 15,38 26,32
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Além dessa diferenca quanto a percentagem do ndmero total de sinal, também foi
observado diferenca dos PAs, quanto ao comportamento do potencial de membrana das
plantas tratadas com SiNPs e ausentes (Figura 5), de maneira que as plantas ausentes de
SiNPs, irrigadas com 10 e 75 mM de NaCl, obtiveram um padrdo semelhante dos PAs,
todavia, esse comportamento diferiu das plantas com SiNPs, em destaque sob a concentragéo
de 75 mM de NaCl, diferenciando quanto a duracéo da fase repolarizacao e amplitude do PAs
associado com propagacao basipéta do sinal entre os eletrodos 3 e 2.

Sob a concentracdo de 0 mM de NaCl, as plantas tanto com nanoparticulas de silicio
e ausentes (Figura 5), demonstraram uma excitabilidade do potencial de membrana, com
rapidas fases de repolarizacdo, originando PAs na proporcdo de 11,54 e15,38%,

respectivamente, com e sem silicio (Quadro 2).

Sem Silicio Com Silicio
0mv 0mv
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Figura 5. Potencial de agdo (PAs) de plantas de tomateiro submetido a diferentes niveis de concentragdo de
NaCl (0; 10 e 75 mM) com aplicagdo de nanoparticulas de silicio sob irrigacdo inicial (0 dias).
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As plantas de tomateiros ausentes da aplicacdo de SiNPs, apresentaram maior
excitabilidade a irrigacdo com NaCl pelo periodo de 7 dias, também evidenciado pela
propor¢do de 26,32% do numero total de PAs observados (Quadro 2). Esses PAs diferiram
nas plantas com SiNPs, caraterizado por apresentar menor amplitude associado com uma
repolarizacdo rapida do potencial de membrana sob a concentracdo de 10 e 75 mM de NaCl.
Na planta ausente de silicio, o PA caracterizou por apresenta uma maior amplitude, bem como

uma fase de repolarizagdo mais lenta em comparacao as plantas com SiNPs (Figura 6 C D).
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Figura 6. Potencial de agdo (PAs) de plantas de tomateiro submetido a diferentes niveis de concentragdo de
NaCl (0; 10 e 75 mM), com aplicacéo de nanoparticulas de silicio sob irrigacdo inicial (7 dias).

Sob o periodo de estresse curto (Tabela 3), a salinidade promoveu 0 aumento em 72,

6% no nuamero de PAs entre os niveis 0 e 75 mM de NacCl, sendo respcetivamente, 1,0 e 3,6
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PAs em plantas de tomateiro ausente de SiNPs. Todavia, com aplicacdo de SiNPs, esse
aumento foi de 23 % sendo, respectivamente, 1 e 1,3 PAs entres os niveis 0 e 75 mM de
NaCl. Fato esse, também observado nas plantas de tomateiro sob 75 mM de NaCl, com uma
diferenca de 63, 6% das plantas sem e com SiNPs. A salinidade também induziu o aumento
na amplitude do PAs, em destaque nas plantas sob 75 mM de NaCl ausentes de silicio, com
amplitude média de 28,38 mV, da qual representa um aumento de 58 % entre os niveis 0 e 75
mM de NaCl. Por sua vez, o tomateiro com SiNPs 0,91 mV, que corresponde ao aumento de
7,1 % entre os niveis 0 e 75 mM de NacCl.

A interacdo entre salinidade e tempo de exposi¢do, promoveu uma maior
execitabilidade das plantas de tomateiro ausente de SiNPs (tabela 3), observado atraves do
aumento do numero de PAs de 54,5 % entre os niveis 0 e 75 mM de NaCl durante 7 dias de
irrigacdo. Contudo as plantas tratadas com SiNPs apresentaram menor numero de PAs em
comparacdo com o tomateiro sem SiNPa, diferenca essa de 45,5 % sob a concentracdo de 75
mM de NaCl. Os PAs de maiores amplitudes, foram observados sob o nivel de 10 mM de
NaCl em plantas com e sem SiNPs. O tomateiro ausente de SiNPs, apresentaram PAs de
maiores duracgdes de 77, 5 e 43,3 s sob os nives de 10 e 75 mM de NaCl, da qual diferiu em

43,5 e 25,6 s respectivamente das plantas SiNPs.
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Tabela 3. Numero total de PA (NPAs), amplitude (AMP), duracéo (t1/2 s) dos potencias de a¢gdo em plantas de
tomateiro sob diferentes concentracfes de NaCl (0 e 100 mM), com aplicacdo de nanoparticulas de silicio
durante 8 horas de medidas continuas da atividade elétrica.

Estresse Curto (0 dias)

Tratamento NPAs AMP(mV) t1/2 (s)
Tomate (+Si/0 mM NacCl) 1,0 bA 10,76 bA 84,60 aA
Tomate ( -Si/0 mM NacCl) 1,0 bA 11,80 bA 44,61 abA
Tomate(+ Si /10 mM NaCl) 1,33 bA 8,15 bA 41,23 abA
Tomate(- Si /10 mM NaCl) 1,33bA 16,16 abA 44,61 abA
Tomate(+ Si /75 mM NaCl) 1,33bB 12,71 bB 49,23 abA
Tomate(- Si /75 mM NaCl) 3,66 aA 28,38 aA 15,08 bB
Média 1,61 14,66 47,26
Estresse Longo ( 7 dias)

Tratamento NPAs AMP(mV) t1/2 (s)
Tomate (+Si/0 mM NacCl) 1,5bA 8,40 bA 31,60 bA
Tomate ( -Si/0 mM NacCl) 2,5bA 9,43 bA 29,90 bA
Tomate(+ Si /10 mM NaCl) 1,5bA 20,45 aA 34,0 bB
Tomate(- Si /10 mM NaCl) 1,5bA 15,91 abA 77,5 aA
Tomate(+ Si /75 mM NacCl) 3,0bB 8,48 bB 17,72 bB
Tomate(- Si /75 mM NaCl) 55 aA 13,31abA 43,32 bA
Média 2,5 12,66 39,007

Médias seguidas de mesma minuscula entre concentracdo de NaCl e mailsculas entre doses de silicio ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de probabilidade (p<0,05).

Na figura 7 A, a aplicacdo de SiNPs, promoveu diferenca quanto aos eletrodos de
origem do PA. De maneira que, sob a concentracdo 10 mM de NaCl, a maioria do PAs foram
oriundos do eletrodo 4, entretanto os PAs das plantas com SiNPs, foram originarios entre 0s
eletrodos 2,3 e 4. Ja na concentracdo de 75 mM de NaCl com SiNPs, os PAs foram
originarios dos eletrodos 2 e 3, na qual diferiu das plantas ausentes de silicio, com PAs
oriundos dos eletrodos 1,2 e 3.

Em uma condicdo de irrigacdo por 7 dias com NaCl (Figura 7B), as plantas sob a
concentracdo de 10 e 75 mM de NaCl com uso de SiNPs, apresentaram a maioria do PAs
entres os eletrodos 1 a 3, mesmo comportamento das plantas sem silicio sobre 10 mM de
NaCl. As plantas ausentes da aplicacdo de SiNPs irrigadas com 75 mM de NaCl, originou

PAs ao longo de todos os eletrodos (1,2, 3, e 4).
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Figura 7. Box plot da distribui¢do dos potencias de acdo (PAs) ao longo dos eletrodos de medidas em plantas
de tomateiro submetido a diferentes niveis de concentracdo de NaCl, no intervalo de curto estresse (A) e
de longo estresse (B), com aplicacdo de nanoparticulas de silicio. Tratamento T1; 10 Mm de NaCl com
Si, T2; 10 Mm de NaCl sem Si, T3; 75 Mm de NaCl com Si, T4; 75 Mm de NaCl sem Si, T5; 0 Mm de
NaCl com Si, T6; 0 Mm de NaCl sem Si, n = 6.

5.3.3 Concentracdo foliar de potassio, calcio, magnésio, sddio e silicio

A salinidade influenciou no balanceamento nutricional do tomateiro sob condigéo de
rapido estresse (Figura 8). O teor de potassio aumentou 31 e 20,5% no tomateiro com e sem
SiNPs, em funcéo da concentracdo de NaCl. Por outro lado, o teor de sodio também aumentou
em funcdo da salinidade sendo 28%, logo, valor esse superior ao tomateiro com SiNPs, que
foi de 18,6%, respectivamente. O tomateiro com aplicacdo SiNPs, apresentou teor de silicio
superior as plantas sem aplicagdo, sendo 45, 16 e 32%, respectivamente, em funcdo da
salinidade (0, 10 e 75 mM de NaCl).

O silicio diminuiu em 11 % da relacdo Na*/K* sob os niveis de 0 a 75 mM de NaCl
(Figura 8). Assim, se tornando efeito contrario ao tomateiro ausente de silicio, na qual foi
constatado um aumento de 20% em funcdo do aumento da concentracdao de NaCl, além disso,
0 aumento da salinidade também aumentou as relacées Na*/Ca?* e Na*/Mg?*, sendo de 28 e

8% respectivamente no tomateiro sem SiNPs.
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Figura 8. Teores de de elemento minerais de plantas de tomateiro com uso de nanoparticulas de silicio sob
condicdo de estresse salino: Teor de potassio (A), teor de célcio (B), teor de silicio (C), teor de sodio (D),
teor de magnésio (E), relacdo Na*/K* (F), relacdo Na*/Ca*? (G) e relacdo Na*/Mg*2. Médias seguidas de
pelo menos uma letra mailscula entre dose de SiNPs, e mindscula dentro da concentragdo de NaCl, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 0,05 de probabilidade (p<0,05), n= 6.
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A imposicdo do estresse salino por longo periodo (Figura 9), promoveu 0 aumento
das mudancas nas concentracGes de nutrientes no tomateiro sem aplicacao de SiNPs, ao ponto
que, a concentracao de célcio reduziu 27% no tomateiro sem SiNPs entres os niveis 0 e 75
mM de NaCl, todavia, as plantas com silicio ndo apresentaram mudancas na concentracdo de
Ca?* sob os mesmos niveis de salinidade. A concentracdo de sddio aumentou 60 e 64%,
respectivamente, no tomateiro com e sem SiNPs, entre os niveis 0 e 75 mM de NaCl. Alem
disso, sob o nivel de 75 mM de NaCl, o silicio promoveu uma reducdo de 30% da
concentracdo de s6dio em comparagdo com o tomateiro sem SiNPs.

A concentracdo de Mg?* reduziu em funcdo ds niveis de salinidade (Figura 9), na
qual as plantas ausentes de Si, apresentaram uma maior reducao de 36 % entre 0s niveis 0 e
75 Mm de NaCl. Todavia, as plantas com SiNPs apresentaram uma menor reducdo dos niveis
de Ca?* de 24 % sob os mesmos niveis de NaCl. Logo, foi observado diferenca na relagdo
Na*/ K*, da qual as plantas sem SiNPs foram superiores em 54, 14 e 30%, sob os niveis de 0,
10 e 75 mM de NaCl em comparacdo com as plantas com Si. Esse mesmo efeito da
salinidade também foi observado nas relacées Na*/ Ca?* e Na*/ Mg?*, da qual as plantas com
Si aprentaram um inferiodidade de 47 % da relacdo Na* Ca?* e de relacdo 31 % Na*/ Mg?*,

em comparagdo com as plantas sem Si, ambas sob o nivel de 75 mM de NaCl.
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Figura 9. Teores de elemento minerais de plantas de tomateiro com uso de nanoparticulas de silicio sob
condicdo de estresse salino por 7 dias: Teor de potassio (A), teor de célcio (B), teor de silicio (C), teor de sbdio
(D), teor de magnésio (E), relacdo Na*/K* (F), relagdo Na*/Ca*? (G) e relagdo Na*/Mg*2. Médias seguidas de,
pelo menos, uma letra maidscula entre dose de SiNPs e mintscula dentro da concentragdo de NaCl, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 0,05 de probabilidade (p<0,05), n= 6.
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Os dados dispostos na matriz de correlacdo (Figura 10A), evidenciam o
desbalanceamento nutricional no tomateiro em funcdo da salinidade a curto prazo, a partir de
correlagOes positivas do Na* e as relagBes ibnicas de Na*/ K*, fato esse também observado nas
relacdes Na*/Ca?* e relacdo Na* demonstra que o aumento do teor Na* promove maior
particacdo, diminuindo absorcéo dos ions K*, Ca?* e Mg?* nas respectivas relacdes idnicas. A
correlacdo negativa entres os niveis de K* e Na* demonstra um efeito antagonico, sendo o
aumento de Na* inversamente proporcional aos teores de K*. Todavia, o teor de silicio foi
inversamente proporcional a relacdo Na*/ K*, ou seja, & medida que a concentracdo de silicio
aumentou, ocorreu a diminuicdo da particdo do ions Na* sobre o K*. Assim, também foi
observado correlacdo negativa entre o teor de K* e a relacdo Na*/ K*, sendo de maneira
inversamente propocional, a medida que ion de K* aumenta a relagcdo Na*/K* diminui.

O prolongamento da salinidade (Figura 10B), intensifica o desbalanceamento
nutricional atraves da relacdo antagdnica provocada pelo sodio. Observado atraves das
correlagdes positivas entre Na* e as relagdes Na*/K*, Na*/Ca?* e Na*/Mg?*, que resulta em
uma maior concentracdo de Na* em comparacao aos demais nutrientes. Todavia a aplicagao
de SiNPs provoca uma corregagdo negativa com Na*, da qual quanto maior a concentracao de
Si menor a concentracdo de Na*. Alem disso tambem foi observado uma correlacdo positiva
entre os Si e K*, que tambem contribui para um menor desbalanceamento iénico durante o
estresse salino. Tanto o Ca?* como o Mg?* apresentaram correlacdes negativas com as
relacdes Na*/K*, Na*/Ca?* e Na*/Mg?, na qual a medida que aumenta a concentragdo Ca®* e

Mg?* ocorre o descrescimo das respectivas relagdes iénicas.
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Figura 10. Matriz de correlagdo entre a concentracdo de K*, Ca*2, Mg*?, Na*, Si e a relagdo ibnica entre
Na* /K*, Na* /Ca?* e Na* /Mg?* de plantas de tomateiro controle e tratadas com nanoparticulas de
silicio, submetidas a diferentes doses de NaCl, na condi¢do de estresse salino curto (A) e estresse longo
(B). O tamanho, cor (vermelho ou azul) e intensidade de cor representam o qudo as variaveis sdo

correlacionadas (r2 de Pearson).
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5.3.4 Silicio atenuar os efeitos da salinidade na fotossintese

A salinidade imposta de maneira rapida afetou diratemente as variaveis das trocas
gasosas (Figura 11). De maneira que, as plantas de tomateiro ausentes de SNPs irrigadas com
as concentracgdes de 10 e 75 mM de NaCl, apresentaram maior reducdo da assimilagéo de CO>
em comparacdo com as plantas com aplicacdo de SNPs sob mesma concentracdo (Figura
11A). Sob a concentragdo de 75 mM de NaCl, as plantas de tomateiro com SiNPs
apresentaram uma maior condutancia estomatica ao longo do tempo, em comparagdo com as
plantas ausente de SiNPs (Figura 11 B).

A salinidade tambem promoveu a reducdo na taxa de transpiracdo ao longo do periodo
de medida (Figura 11 D). Na qual sob a concentracdo alta de sais (75 mM de NaCl) foi
observado a reducdo da taxa de transpiracdo, com maior reducdo em plantas ausentes de

SiNPs ao longo do periodo de medida.
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Figura 11. A; Taxa fotossintética (A, umol CO,; m=2 s1), B; Condutancia estomatica (gs, mol H,O m2 s1),
C; Concentracdo intercelular de CO; (Ci, umol m* s1) e D; Taxa de transpiracdo (E, mmol H,O m- s!-) de
plantas de tomateiro sob diferentes concentragcdes de NaCl, imposta por curto tempo (0 dias), com uso de
nanoparticulas de silicio (SNPs), n = 6.
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O maior tempo de imposicdo da salinidade promoveu mudanca negativa na atividade
fotossintética (Figura 12). Da qual as plantas de tomateiro ausentes de SiNPs, apresentaram
reducdo e os menores valores da taxa fotossintética (Figura 12 A) sob os niveis de
concentragOes de 10 e 75 mM de NaCl. Por sua vez os tratamentos com SiNPs apresentaram
0s maiores valores de taxa fotossintética (Figura 12 B), com uma baixa reducao ao longo do
periodo de medida. A salinidade tambem promoveu a reducdo da condutancia estomatica, em
destaque no tomateiro ausente de Si sob a concentracdo de 75 mM de NaCl. Entretanto a
aplicacdo de SiNPs promoveu uma menor reducdo da condutancia estomatica ao longo do
periodo medida sob os niveis de 10 e 75 mM de NaCl.

A concentracdo interna de CO; alterou em funcéo da salinidade (Figura 12 C). Sendo
constatado o0 aumento do CO», em destaque nas plantas com e sem SiNPs sob 0s niveis de
concentragdo de 10 e 75 mM de NaCl. O excesso de sais em fungdo do tempo provocou a
reducdo da taxa de transpiracdo (Figura 12 D), nas plantas ausentes de SiNPs sob o nivel de
concentracdo de de 75 mM de NaCl. Todavia as plantas de tomateiro tratadas com silicio,
apresentaram valores de taxa de transpiracdo superiores as nédo tratadas sob a concentracdo de
75 mM de NaCl.
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Figura 12. A; Taxa fotossintética (A, umol CO, m?2 s1), B; Condutancia estomética (gs, mol H,O m2 s?),
C; Concentracdo intercelular de CO; (Ci, umol m= s1) e D; Taxa de transpiragdo (E, mmol H,O m-2 s*-) de
plantas de tomateiro sob diferentes concentracfes de NaCl, imposta por longo tempo (7 dias), com uso de
nanoparticulas de silicio (SNPs), n = 6.
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O aumento da salinidade provocou mudancas nos parametros de fluorescéncia da
clorofila (Figura 13), ao ponto que a fluorescéncia inicial (Fo) no tomateiro sem SiNPs
aumentou em 37,5 % entre os dias 1 a 7 de estresse, que também diferiu em 28,6 % superior
as plantas com SiNPs aos 7 dias de estresse e que, por sua vez, plantas tratadas com SiNPs
ndo apresentaram diferenca significativa entre intervalo de 1 a 7 dia de estresse. A
fluorescéncia méaxima (Fm) foi superior nas plantas com Si aos 7 dias de estresse (Tabela 4),
diferindo 13,2% das plantas ausentes de Si sob mesma condig&o.

Também foi observado mudanga visual da razdo Fv/Fm, das plantas de tomateiro
ausente de Si em funcao do tempo (Figura 13), com uma reducao 21,5% sobre os dias 1 e 7 de
imposicdo do estresse. Assim, o efeito contrario ao tomateiro com SiNPs, que ndo diferiu
significativamente Fv/Fm em fungédo tempo de imposicdo do estresse (Tabela 4). Dessa forma,
sob a salinidade por 7 dias, o silicio promoveu manutencdo da razdo Fv/Fm, sendo 20,1%
superior ao Fv/Fm das plantas ausentes de Si (Tabela 4), parametro esse importante para
identificar o grau de desordem (entropia). Nesse contexto, valores na faixa de superiores o
dentro do intervalo de 0,75 a 0,83 de F./Fm sdo indicativos da ndo ocorréncia de fotoinibi¢ao
(Capelin, 2016; Bjorkman, 1987).

O excesso de Na* também afetou diretamente o rendimento quantico PSII efetivo (Y
I1) em destaque do tomateiro sem Si aos 7 dias de imposicdo da salinidade. Todavia, as
plantas tratadas com Si apresentaram mudanca menos drésticas (Figura 13 e 14), pela qual
néo foi observado diferenca significativa e comparagdo com o tomateiro no 1 dia de estresse,
valor esse superior em 0,182 entres plantas com e sem Si, representando uma diferenca de
56%. Logo, o0 mesmo efeito observado para o quenching fotoquimico (gP), diferenca essa de
42,6% entres as plantas com Si e sem Si (Tabela 4).

A salinidade induziu o aumento da dissipacdo de energia para vias ndo fotoquimica,
demostrado através das mudancas quanto a extin¢do ndo fotoquimica (NPQ), o coeficiente de
extin¢do ndo fotoquimica (qN) (Figura 13), sendo que as plantas de tomateiro ausentes de Si,
apresentaram os maiores valores tanto no NPQ como no gN, com uma diferenca de 28, 8%
(NPQ) e 40,1 (Qn) em comparagdo com plantas de tomateiro com silicio ap6s 7 dias de

imposicdo da salinidade.
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7 dia sob salinidade

Sem Si

Figura 13. Imagens de fluorescéncia da clorofila; Fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia maxima (Fm),
fluorescéncia variavel sob fluorescéncia méaxima (Fv/Fm), rendimento quantico PSII efetivo (Y (1l)),
extingdo ndo fotoquimica (NPQ), o coeficiente de extingdo ndo fotoquimica (qN), coeficiente de
extincdo fotoquimica (gP) de folhas de tomateiro submetidas ao estresse salino no intervalo de 7 dias,
com aplicagdo de nanopartibculas de silicio.
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Tabela 4. Pardmetro fluorescéncia da clorofila; fluorescencia inicial (Fo), fluorescencia varidvel sobre
fluorescencia maxima (Fv/Fm), fluorescencia variavel (Fv), fluorescencia maxima (Fm), o rendimento quantico
PSII efetivo (Y (I)), extincdo ndo fotoquimica (NPQ), o coeficiente de extincdo ndo fotoquimica (gN),
coeficiente de extincdo fotoquimica (qP) de plantas de tomateiro sob estresse salino, com aplicacdo de

nanoparticulas de silicio (SiNPs).

0 dia 7 dia

Fluorescéncia +Si/ NaCl -Si/NaCl +Si/NaCl -Si/ NaCl Média
Fo 0,140bA 0,142bA 0,162bB 0,227 aA 0,168
FVIFM 0,782aA 0,776 aA 0,769aA 0,614 bB 0,735
FV 0,305bA 0,368 bA 0,465aB 0,519 aA 0,414
FM 0,640 abA 0,634abA 0,704aA 0,611 bA 0,647
Yl 0,317aA 0,286 aA 0,325aA 0,143bB 0,268
NPQ 0,085cB  0,152aA 0,124bB 0,174 aA 0,134
Y NO 0,577bA  0,552bA  0,551bB 0,837 aA 0,629
gN 0,158 bA  0,272bA  0,248bB 0,414 aA 0,273
qP 0,486 aA 0,401 bA 0,431abA 0,247 cB 0,391

Médias seguidas de mesma minuscula entre tempo de imposicdo do estresse e mailsculas entre com ou sem aplicagdo de
silicio ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de probabilidade (p<0,05), n=5.

Com Si/ NaCl

0 DIA

7 DIA

Sem Si/ NaCl

Figura 14. Efeito da salinidade no crescimento de planta de tomateiro submetido ao estresse salino durante
sete dias, com aplicacdo de nanoparticulas de silicio.
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5.4 Discussao

O aumento da condutividade elétrica (CE) do extrato de saturacdo (Figura 2) em
funcdo da concentracdo de NaCl, evidencia que aplicacdo de nanoparticulas ndo influenciou
nos fatores quimico e fisico do solo, ndo apresentando efeito significativo na concentragdo
dos nutrientes no solo e pH, durante o cultivo de milho (Sirisuntornlak et al., 2021), também
corroborado pelo o aumento da condutividade elétrica do substrato (Figura 3) com aplicacédo
de SiNPs e auséncia. Todavia, o pH do solo pode afetar a disponibilidade de silicio, com
maior solubilidade em pH baixos (Hanyes, 2014).

A aplicacdo de SiNPs promoveu os maiores potenciais hidricos em comparacéo as
plantas ausentes de silicio, tanto aos 0 como aos 7 dias de irrigacdo com NaCl (Figura 4), com
diferenca significativa do potencial hidrico sob a concentragdo 0, 10 e 75 mM de NaCl aos 7
dias (Figura 4B), evidenciando o efeito atenuador do silicio na salinidade. Esse mesmo efeito
foi observado por Romero-Aranda et al. (2006), na qual o potencial de tugor das folhas foi
maior em plantas tratadas com Si sob NaCl. Assim, a elevacdo de sais promove reducdo do
potencial hidrico da folha, causando a reducdo do tugor e originando o estresse osmatico
(Navada et al., 2020), tendo o estresse osmético potencial de afetar de forma imediata e a
longo prazo o crescimento da planta (Sheldon et al., 2017), demonstrado pela reducdo na
altura das plantas ao longo de 7 dias com NaCl (Tabela 2).

Mesmo o tomateiro ndo sendo uma planta acumuladora de silicio e nem tolerante a
salinidade, o silicio quando aplicado no tomateiro, atenuou a redugdo do Ww através da
regulacdo das aquoporinas, pois plantas de tomateiro possuem a proteina homologa da
aquoporina Lsil que, quando superexpressado no tomateiro, coincide com maior acimulo de
silicio nas raizes (Hoffmam et al., 2020; Su et al., 2020), provocando também o aumento da
atividade das aquoporinas e manutencdo da relacéo hidrica durante o estresse. Dessa forma, a
aplicacdo de silicio promoveu maior teor de &gua na folha de tomateiro sob salinidade
(Romero-Aranda et al., 2006). O silicio provocou 0 aumento da absorcao de dgua, volume das
raizes de plantas de tomateiro submetido a salinidade (Haghighi & Pessarakli et al., 2013).
Esse efeito da SiNPs pode favorecer ao ajustamento osmotico e idnico da planta durante o
estresse salino.

A atividade das aquoporinas, da bomba H*-ATPase e Ca’**-ATPase regulam a
disponibilidade de nutrientes e agua nas raizes (Cabafiero et al., 2006) e podem resultar em

mudancas eletroquimicas nas células, desencadeando potencial de acdo (PA). A geracdo desse
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PA esta ligada a fase inicial da acdo do estimulo, alusivo ao principio do tudo ou nada,
desencadeando resposta funcionais na planta (Pyatygin et al., 1992; Pyatygin et al., 2008).

Nossos resultados demonstram, que os PAs oriundos dos tratamentos com silicio, se
comportaram de forma diferente das plantas ausentes de silicio (Figura 5 e 6), constatado
também pela baixa proporcdo de PAs emitidos nas plantas com SiNPs (Tabela 2). Essa
diferenca pode ocorrer a partir de mudancas do potencial de membrana, através da
concentracdo de Ca?* ou da H*- ATPases, pois, os potencias de acdo (PAs) estdo associados a
geracdo de sinal de Ca?* cyt, levando rapido aumento transitdrio dos ions de Ca%*, em funcéo,
por exemplo, do Na* ou CI-(Choi et al., 2014; Edel et al., 2017).

Os PAs sdo propagados através do cortex, tecidos endodérmicos da raiz ao caule,
como reposta sistémica ao estresse salino (Choi et al., 2014). Além disso, as plantas, para
eliminar ions de Na* ou CI-, necessitam de uma baixa atividade da H*-ATPase, porém, para
gue ocorra 0 ajustamento osmotico, € necessaria alta atividade da H*-ATPase (Martinéz-
Ballesta et al., 2003).

As plantas sem silicio, apresentaram maior estimulo sob répida exposicdo a
salinidade (Figura 5), com maior nimero de PAs e de maiores amplitudes (Tabela 3),
podendo estar relacionado com o aumento nos niveis de Na* e CI- nas células, fato esse
corroborado pela reducéo do potencial hidrico (Figura 4A), condutividade elétrica do extrato
de saturacdo (Figura 2A) e do substrato (Figura 3A). Dessa forma, esse efeito também foi
observado por Gharbi et al. (2017), com tomate Solanum lycopersicum e com a concentracdo
foliar de Na*, duas vezes superior ao tomateiro selvagem Solanum chilense sob salinidade.

Esse padrdo de modulacdo do PAs ndo foi observado nas plantas com NanoSi
(Figura 5), isso sugere influéncia das nanoparticulas de silicio sobre o potencial de membrana
das plantas. Sendo um regulador positivo da atividade da H*-ATPase e H*-PPase (Liang et al.,
2005). Assim, como demostrado por Ghassemi-Golezani et al.(2020), o excesso de Na* afetou
negativamente atividades das bombas de H*-ATPase e H*-PPase na raiz e na folhas da planta
ausente de nanoparticulas de ferro, efeito esse importante para fase de repolarizacdo do PA,
como demostrado nas plantas com silicio sob 75 mM (Figura 5). Essa fase de repolarizacéo é
caraterizada pela ativagdo da H*-ATPase, levando a remogdo do Ca?*cyt e o influxo do K*
(Vodeneev et al., 2016). Logo, o rapido reestabelecimento do potencial de membrana é
necessario para baixo fluxo de ions de Na*, como adaptacdo ao estresse. Durante a
despolarizacdo do PA, canais dependentes de voltagem de Na* pode ser ativado, amplificando
o sinal e aumentando o influxo de Na* (Hedrich et al., 2016). Dessa forma, o silicio induz PAs

de menor duragdo (Tabela 3) através, possivelmente, do aumento da H*-ATPase,
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reestabelecendo a poténcia de membrana e diminuindo o influxo de sédio. O estudo de Bose
et al (2015), demostrou que o tempo de absorcdo do Na* em arabidopsis foi superior 4 vezes e
comparacdo com absorcédo da quinoa.

As SiNPs também foram efetivas sobre a excitabilidade e modulagdo do PA em
funcdo do estresse prolongado (Figura 6 e tabela 3). Assim, nossos resultados demonstram
que as plantas de tomateiro ausente de silicio, apresentam maior proporcao de sinais totais
observados sob 75 mM de NaCl (Tabela 2), e PAs com amplitude diferentes das plantas com
silicio sob os niveis de 10 e 75 mM de NaCl (Tabela 3 e figura 6). Esse efeito pode estar
relacionado com o aumento nos niveis de Na*, nas células das plantas ausente de Si, causando
a emissdo de PAs como forma de resposta ao Na*, pois tanto o gradiente de concentracédo
como a voltagem do potencial de membrana contribuem para entrada passiva de ions de Na*
no citoplasma (Cheeseman, 1982). Os PAs séo resposta bioletrica, carreando informacdes aos
tecidos e oOrgdos em repouso (Pyatygin et al., 2008). Choi et al. (2014) demostrou que
aplicacdo de NaCl, ocasionou no aumento rapido dos niveis de Ca?*. Sendo o fluxo de Ca?*,
Cl, K* e o fluxo de H*-ATPase), responsavel pela geracdo dos PAs (Opritov et al., 1991;
Pyatygin et al., 2005).

Demostra que a presenca do silicio contribui para menor acimulo de Na,
possivelmente, pelo aumento da H*- ATPase, pois a aplicacdo de silicio induziu o aumento da
atividade das bombas de H*-ATPase e H*-PPase, contribuindo para efluxo de Na* em plantas
de cevadas (Liang et al., 2005). Esse aumento energiza o transporte ativo do efluxo de Na*/H*
via antiporter SOS1(Gaxiola, 2007). Dessa forma, a importancia do reestabelecimento e
manutencdo do potencial de membrana induzido pelo silicio, ocorrendo porque a estabilidade
do potencial de membrana através da H*-ATPase, diminui o influxo de Na+ no canais NSCCs
via despolarizagéo efluxo de K* via KORS e NSCCs (Sun, 2009).

A salinidade também induziu mudanca na distribuicdo de ocorréncia do sinal elétrico
nos eletrodos de medida, com uma ampla distribuicdo de ocorréncia do PAs na planta
ausentes de silicio ap6s 7 dias de irrigacdo com 75 mM de NaCl (Figura 7). Mudangas na
concentracdo de ions de potassio, sodio e cloro em funcdo do estresse, modificam a
excitabilidade do potencial de membrana em plantas de girassol (Storlaz & Dziubinska,
2017), estando relacionado como mecanismo de reposta a salinidade via sinalizacéo elétrica,
considerando o PA um sinal bioletrico, carreando informagdes ao longo do floema que induz
disturbios funcionais transitorios, envolvendo fatores como RNAs, hormonios, metabolicos
(Pyatygin et al., 2008; Kehr, 2013). Logo, em func¢éo da salinidade, os PAs podem promover

reducdo transitéria da atividade fotossintética como forma de pré-adaptacdo ou estimulo
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danoso em funcdo do excesso de sais, sendo uma reposta local ou sistémica, causando
mudancgas no processo de assimilacdo, taxa de transpiracdo, diminuicdo fluxo pelo floema
(Hebda et al., 2017). Dessa forma as plantas de tomateiro com SiNPs, responderam de forma
menor ao estimulo da salinidade, consequentemente o silicio pode ter promovido, menor
absorcéo dos ions de Na™.

Dessa forma, nossos resultados dos teores nutricionais corroboram para o papel do
silicio na atenuacdo do estresse. Sob as condi¢fes de estresse salino curto (Figura 8) e longo
(Figura 9), as SiNPs promoveram o acumulo de silicio no tomateiro independentemente do
nivel de salinidade ou intensidade do estresse. Assim, associando esse efeito, as plantas com
SiNPs apresentaram menor acumulo de s6dio em comparacdo com o tomateiro sem Si sob 0s
niveis de concentracdo de NaCl, tanto na condicao de estresse curto e longo (Figura 8 e 9). Da
qual tambem foi envidenciado atraves das correlagdes negativas (Figura 10). A aplicacéo de
silicio promoveu a reducao do nivel de sédio em pepino sob salinidade (Wang et al.,2015). O
silicio também promoveu a reducdo da concentracdo de Na* em plantas de arroz sob 50 mM
NaCl (Gong et al., 2006).

Em uma condicdo de estresse curto (Figura 8), o teor de calcio ndo apresentou
diferenca, todavia, a salinidade prolongada (Figura 9) promoveu a reducédo do teor de Ca?*.
Contudo, as SiNPs atenuaram a reducdo do Ca?* em funcdo da salinidade, sendo esse um
importante nutriente para tolerancia das plantas a salinidade, devido a sua participacdo na
exclusdo do Na*, através da relacdo antiporte Na* / H* SOS1, que sdo ativados pela quinase
SOS2/CIPK24 que, por sua vez, sdo regulados por proteinas sensoras de Ca?* SOS3/CBL4
(Manishankar et al., 2018). Além disso, a salinidade leva a oscilagcbes no potencial de
membrana e niveis de Ca?*, resultando em mudangas no equilibrio i6nico, hormonal e
alteracdo na pressdo osmotica (Seifikalhor et al., 2019).

A salinidade elevou a relacdo Na*/K* nas plantas de tomateiro ausente de SiNPs,
entretanto a adicdo de silicio influenciou na reducdo da relacdo Na*/K*, em comparacdo com
0 tomateiro sem Si em ambos o0s periodos de estresse (Figura 8 e 9), de tal forma que quanto
maior a relagdo, maiores os niveis de Na* na planta (Figura 10). Todavia tambem observamos
relacdo antagonicas entre K* e Na*, evidenciada pela correlagdo negativa (Figura 10). Em
contrapartida, 0 aumento nos niveis de K* limita a absorcdo de Na*, levando a reducdo da
relacdo Na*/K* que garante o equilibrio idnico (Zhang et al., 2018).

A atividade fotossintética da planta foi afetada diretamente pela salinidade tanto a
curto prazo (Figura 11) e a longo prazo (Figura 12). A imposi¢édo da salinidade a nivel de 75

Mm de NaCl, causou a reducdo da taxa fotossintética, condutancia estomatica e transpiragdo
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nas plantas sem SiNPs em comparacdo com os demais tratamentos, tanto na condi¢édo de curto
e longo prazo. Todavia a aplicacdo de nanoparticulas de silicio promoveu a mitigacdo dos
efeitos da salinidade, tanto na condicéo de curto estresse como longo estresse salino.

Os dados fluorescéncia da clorofila corroboram para ideia de que o silicio propicia o
controle do fluxo de Na* ao longo da planta, na qual foi evidente o efeito atenuador do silicio
sobre a fotossintese durante o estresse salino (Figura 13), demonstrado pelo aumento da
fluorescéncia inicial em plantas ausente de silicio, superior ao FO das plantas com silicio sob
mesmo estresse salino. Logo, sugere uma mitigacdo da salinidade nas plantas com aplicacao
de SiNPs, favorece o aumento da tolerdncia a partir da manutencdo da atividade
fotossintético, visto que os mecanismos de tolerancia a salinidade demandam energia para
realizacdo da homeostase idnica, exclusdo e compartimentalizacgdo do Na* no vacuolo
(Tyerman et al., 2018). Dessa forma, o silicio pode controlar o fluxo de Na* a partir da H*-
ATPase ou como efeito indireto da retencdo de K*, elemento esse necessario para que as H*-
PPase acidifiqgue o vactolo sem gasto de ATP, fazendo uso dos transportadores de troca
ibnica Na*/ H* e CI'/H* para o sequestro de Na* e CI- (Nguyen et al., 2016; Shabala et al.,
2014).

Visto parametros como @ PSII (Y II) e Fv/Fm sdo importantes indicadores sensiveis
a mudancas fisiologicas (Wang et al., 2018). Nossos resultados demonstram uma reducao
significativa do Fv/Fm de plantas ausentes de Si ao 7 dia de imposi¢do da salinidade (Figura
13), com valor de 0,614 inferior a 0,769 das plantas com Si, indicando um possivel efeito de
fotoinibicdo (Tabela 4), pois, dado que valores na faixa de superiores o dentro do intervalo de
0,75 a 0,83 de F./Fm sdo indicativos da ndo ocorréncia de fotoinibicdo (Capelin, 2016;
Bjorkman, 1987), efeito esse também observado por Shin et al. (2020) em plantas de alface
submetida ao estresse salino e podendo estd associado com maior excitabilidade referente
maior manifestacdo de PAs de maiores amplitudes (Tabela 4 e Figura 6), efeito esse contrario
as plantas com silicio, com uma diferenca de 0,007 (Fv/Fm) entre 0 0 ao 7 dia de estresse.

A salinidade também provocou a redugdo significativa na ® PSII (Y II) ao longo do
periodo de estresse (Figura 13), podendo esta associado a diminuicdo da taxa de transporte de
elétrons entre os fotossistema, como observado em plantas de arroz sob estresse salino
(Acosta-Motos et al., 2017). Sob mesma condicdo o tomateiro com Si, ndo apresentou
diferenca ao longo do tempo de estresse, denotando uma menor tensao fisiologica em funcao
da salinidade.

De maneira geral a salinidade provocou a redugéo do fluxo energético luminoso para

reagdes fotoquimicas, observadas atraves diminui¢do do Fv/Fm, ® PSII (Y II) e qP. Bem



136

como o aumento da dissipacdo de energia por vias nao fotoquimicas, conforme demostrado
pelo aumento NPQ, Y (NO) e gN, da qual parametros esses que indicam um efeito prejudicial
da salinidade ao longo do tempo de exposicdo. Efeito semelhante, observado por Yao et al.
(2018), no estudo de fenotipagem de plantas de arabidopsis sob estresse hidrico, sendo
observado redugdo do Fv/Fm, NPQ e redu¢do @ PSII (Y II). Entretanto, a aplicacdo de
nanoparticulas de silicio mitigou os efeitos da salinidade ao ponto de ndo diferirem
visualmente (Figura 14) e estatisticamente (Tabela 4) das plantas aos 0 dias de imposi¢do da

salinidade.

5.5 Conclusdo

A excitabilidade das plantas de tomateiro, em funcdo do estimulo da salinidade,
procedeu de maneira diferente a partir do uso de SiNPs, caracterizando por apresentar PAS
com fase de despolarizacdo mais rapida e amplitude diferente, corroborando com a
possibilidade de o silicio regular a absorcdo de Na*, através do potencial de membrana. Além
disso, as SiNPs foram efetivas na atenuacdo da salinidade sobre o potencial hidrico, que
também foi evidenciado pelo efeito atenuador do silicio sobre fotossintese de plantas sob
salinidade, refletido através dos parametros de fluorescéncia da clorofila. Assim, a partir do
controle indireto do fluxo ibnico, o silicio desecandeia melhorias em outros processos

fisioldgico da planta, tais como: crescimento, fotossintese, absor¢do hidrica, entre outros.
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6 CONCLUSAO GERAL

No presente trabalho, objetivamos investigar a influéncia das nanoparticulas de
silicio na dindmica elétrica, bem como o efeito indireto na fotosintesse. Dessa forma, nossos
resultados demonstram uma efetivididade das SiNPs na mitigacdo da salinidade em espécie
ndo acumuladora de Si e de caracter glicofita quanto a tolerancia da salinidade. Assim, em um
primeiro momento, observamos uma menor reducdo do crescimento do tomateiro, a partir do
numero de folhas, flores, area foliar e ganho na biomassa e em fungdo da baixa concentracéo
de Na* e aumento da concentracdo de Ca?*, também constatado nos nossos resultados. Logo,
esses resultados indicaram possiveis mudancas no fluxo iénico no tomateiro sob salinidade.

A caracterizacdo elétrica das espécies glicofita e haldfita, evidenciou a sensibilidade
do tomateiro sem silicio aos efeitos i6nicos da salinadade, pois constatamos diferenca do
potencial de membrana entre tomate e quinoa ao longo do periodo medida, com concentracéo
sob 100 mM de NaCl, bem como maior numero de potencial de acdo e potencial de variagédo
emitidos, dos quais diferiram dos sinais observado na quinoa, em destaque a amplitude (mV)
e duracdo do sinal. Nossos resultados demonstram comportamento elétrico diferente entre as
espécies, sendo esse um mecanismo chave para sobrevivéncia em ambiente salino.

As nanoparticulas de silicio provocaram um comportamento elétrico semelhante ao
observado na quinoa, sendo essa uma espécie tolerante a salinidade, com menor numero de
PAs de baixas amplitudes em comparacdo ao tomateiro sem NanoSi sob 75 mM de NaCl,
tanto sob a condicéo de estresse curto (O dias) como no estresse longo (7 dias). Dessa forma,
pode estd envolvido com as menores reducdo do Fv/Fm, ® PSII (Y II) e Qp, indicando um
efeito indireto na fotossintese, a partir do efeito do silicio sobre o potencial de membrana de
tomateiro. Dessa forma, demonstramos que o silicio possibilita menores mudangas no
potencial de membrana sob estresse salino, causando menor acumulo de Na*, como
consequéncia manutencdo do balango ibnico que, juntos, resultam no aumento da tolerancia a

salinidade, mesmo em espécie glicofita e ndo acumuladora de silicio.
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Figura 1. Modelo esquemético do mecanismo de atenuacdo do silicio em plantas de tomateiro sobre

condicdo de estesse salino. O influxo de Na* para o citosol é mediado atrdves dos canais CNGC,
NSCC, SOS1, HKT1 resultando em varias mudancas na célula, como ativacdo dos canais SKOK e
KOR de efluxo de K*. Esse aumento da concentracdo de Na* também provoca, de forma transitoria, no
aumento do Ca?* no citoplasma, oriundos do vaclolo e apoplasto. Dessa forma, ocorre a
despolarizacdo da membrana, podendo originar o0 PAs ou PVs, a0 mesmo tempo que provoca o
aumento o efluxo de K* e bloguei da H*-ATPase, posteriormente, esse bloqueio o silicio promove o
aumento da atividade H*-ATPase durante o reestabelecimento do potencial de membrana
(repolarizacdo), atrdves de interagdo direta ou indireta, por meio da MAPK com a bomba de H*-
ATPase. Isso permite um aumento dos prétons no citosol, bloqueando assim o influxo Na* por meio
dos canais SOS1 e a diminuicdo do influxo de Na*, atrves canais catidnicos ndo seletivos (NSCC),
regulado mediante a voltagem da membrana. Alem disso, a sinalizagdo de Ca?* em cascata, confere o
influxo de ions de K* atraves do canal AKT1 e efluxo do Na+, por meio do canal SOS1. Todo esse
mecanismo confere menor acimulo de Na* no citosol, atrdves do exlusdo ou sequestro do Na* para o
vaculo. Sentido do transporte de ions (seta preta), efeito indutivo (seta vermelha) efeito inibitorio
(linha preta).



