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RESUMO

ROCHA, Janiélio Goncalves da, D. Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Maio de 2017. EFEITOS DO SILICIO NA
ENERGETICA E RESPOSTAS A ESTRESSES EM ABACAXIZEIRO (Ananas
comosus L., Merril) VIA MODULACAO DAS BOMBAS DE PROTONS.
Orientador: Prof. Arnoldo Rocha Faganha; Co-orientador: Prof. Almy Junior
Cordeiro de Carvalho.

Neste trabalho foi proposto o uso de silicio (si) para atenuar os efeitos de
estresses inerentes a fase de aclimatizacdo, principalmente seu efeito sobre a
deficiéncia hidrica e andxia nas folhas e sistema radicular das plantas de abacaxi.
As principais bombas protbnicas da célula vegetal foram analisadas como
marcadores bioquimicos da acdo do silicio no desenvolvimento das mudas. O
abacaxizeiro (Ananas comosus L., Merril) é uma frutifera que apresenta
caracteristicas peculiares que diferem fisiologicamente da maioria das culturas de
cultivo comercial. Dependendo das condi¢cdes ambientais em que se encontra,
pode apresentar um mecanismo fotossintético do tipo Csz ou CAM. Tal transi¢cao
pode afetar o desenvolvimento das plantulas micropropagadas, por usualmente
serem expostas a diferentes tipos de estresses durante a fase de aclimatacao.
Neste trabalho de tese, foram realizados dois estudos com plantas de abacaxi em
duas condicbes de estresses de ocorréncia comum durante a aclimatizacdo. No
primeiro estudo foi avaliado o potencial da suplementacé&o foliar com Si em prover
resisténcia ao estresse hidrico. Plantas tratadas com Si e irrigadas tiveram maior

crescimento da parte aérea, mas com menor incremento no numero de folhas,

Vi



apresentando correlacdo negativa contrastante com a condigdo controle que teve
estimulo em ambos os parametros de crescimento. Entre todos os parametros
fotossintéticos analisados, a eficiéncia no uso da agua foi o que teve maior efeito
para as plantas sob estresse hidrico e adubadas com Si. A suspensao da
irrigacdo induziu a menores taxas na atividade hidrolitica das bombas de protons,
porém as bombas vacuolares elevaram sua eficiéncia funcional, apresentando um
maior acoplamento transporte/hidrolise nestas condicfes. O tratamento com Si
inibiu as atividades das principais bombas eletrogénicas, seguindo uma dinamica
que sugere uma atenuacdo das ativacdes induzidas pelo estresse hidrico. Os
resultados sugerem que a adubacgéo foliar com Si induz a maior eficiéncia na
utilizacdo da agua em plantulas de abacaxi, podendo assim vir a constituir um
fator positivo para a aclimatizacdo das mudas, principalmente em condicdes de
déficit hidrico. No segundo estudo, realizaram-se analises do potencial das
principais bombas eletrogénicas celulares como marcadores bioguimicos da acao
do si em condi¢cdes de hipoxia. A dinamica do fluxo de protons foi detectada
eletrofisiologicamente para estimar a participacdo da H*-ATPase tipo P no
transporte de silicio em tecidos vivos radiculares do abacaxizeiro. Oscilacbes
transientes do ion H* detectados via sistema SIET (Scannning lon-Selictive
Electrodo Tecchique), revelaram uma inversdo dos influxos de ions H* registrados
no controle, para efluxos na presenca do Si. O uso do inibidor de ATPases tipo P,
ortovanadato de sédio, inibiu reversivelmente tanto o influxo quanto o efluxo de
H*. Em plantulas submetidas a anoxia, o silicio equilibrou a distribuicdo de energia
entre raiz e parte aérea e reduziu a eficiéncia das bombas eletrogénicas P-
ATPase e V-ATPase no sistema radicular, independente das condi¢des
submetidas. Tal qual observado no estresse hidrico, o Si também teve efeito
antagonista sobre a ativacdo da H*-PPase induzida em condi¢cbes de andxia. A
atividade da H*-ATPase da membrana plasmatica e o fluxo de H* encontrado na
raiz foram compativeis com o funcionamento de transportadores eletrogénicos do
tipo H*/Si, ativos nas membranas das células radiculares. Os resultados
evidenciaram o envolvimento do silicio na modulacdo das bombas eletrogénicas,
para mitigar os efeitos deletérios sobre a energia das membranas celulares do
abacaxi, como resposta a andxia. Assim, pode induzir a ativacdo de bombas H*
do tipo P-ATPase e inibir transportadores secundarios na zona de alongamento

desta planta.
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ABSTRACT

ROCHA, Janiélio Gongalves da., D.Sc. State University of North Fluminense
Darcy Ribeiro, May 2017. EFFECTS OF SILICON ON ENERGY AND
RESPONSES TO STRESSES IN ABACAXIZEIRO (Ananas comosus L., Merrill)
VIA  MODULATION OF PROSTATE PUMPS. Advisor: Prof. Arnoldo Rocha
Facanha; Co-advisor: Prof. Almy Junior Cordeiro de Carvalho.

In this work, the use of silicon (Si) was proposed to attenuate the effects of
stresses inherent to the acclimatization phase, mainly its effect on water deficiency
and anoxia in the root system of pineapple plants. The main proton pumps of the
plant cell were analyzed as biochemical markers of the action of Si in the
development of the seedlings. Pineapple (Ananas comosus L., Merrill) is a fruit
that has peculiar characteristics that differ physiologically from most commercial
crops. Depending on the environmental conditions in which it is, it may present a
photosynthetic mechanism of type Cs or CAM. The latter can affect the
development of micropropagated seedlings, because they are in conditions of
different abiotic and/or biotic stresses during the acclimation phase. In this sense,
two experiments were carried out with pineapple plants. In the first work, foliar
supplementation with Si in the plants was evaluated as a technique to potentiate
the use of water to resistance to water stress. Plants treated with Si and irrigated
had higher shoot growth, but with less increase in leaf numbers, the negative
correction contrasts with the control condition, which presented a positive
correlation. Among all the photosynthetic parameters analyzed, the water use

efficiency was the one that had the greatest increase for plants under water stress
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and fertilized with Si. The suspension of irrigation induced lower rates in the
hydrolytic activity of the proton pumps, but the vacuolar pumps increased their
functional efficiency, presenting a greater hydrolysis/transport coupling in these
conditions. The treatment with Si had no deleterious effect on the activity of the
main electrogenic pumps, showing only a tendency to attenuate the changes
caused by water stress. The results suggest that the foliar fertilization with Si
induces the greater efficiency in the use of water in pineapple seedlings, and may
be a positive factor for the acclimatization of the seedlings, especially in conditions
of water deficit. In the second work an analysis of the main cellular electrogenic
pumps as biochemical markers of the action of Si under conditions of anoxia was
carried out and the participation of H*-ATPase type P in the transport of Si in live
pineapple root tissue was evaluated electrophysiologically. To determine the
proton flux dynamics, the SIET (Scannning lon-Selictive Electrode Tecchique)
system was used. Transient H* ion oscillations detected by SIET revealed positive
voltages (uV) in the presence of Si. Sodium orthovanadate, a P-type ATPase
inhibitor, reversibly inhibited H* efflux. Seedlings subjected to anoxic conditions,
silicon balanced the energy distribution between root and shoot. However, it
reduced the efficiency of the P-ATPase and V-ATPase electrogenic pumps in the
root system, regardless of the submitted conditions. It is also seen that Si applied
under stress conditions had a remedial effect on H*-PPase hydrolysis. The
relationship between the hydrolytic activity of P-ATPase and the efflux found in the
root, leads to energy-driven transporters, located in the plasma membranes of the
root cells. The results evidenced the involvement of silicon in the modulation of the
electrogenic pumps, to mitigate the deleterious effects on the energy of the
pineapple cell membranes, as one of the responses to anoxia. Thus, it can induce
the activation of H* pumps of the P-ATPase type and inhibit secondary
transporters in the zone of elongation of this plant.



1. INTRODUCAO

A cultura do abacaxizeiro vem apresentando oOtimo desempenho
econdmico no cenario nacional e internacional, com o Brasil figurando entre os
maiores produtores mundiais desta fruta (FAO, 2014). Todavia, em face da
demanda interna e da competitividade internacional, torna-se necessario o
desenvolvimento de préticas culturais que promovam incrementos constantes na
produtividade e rendimentos.

O abacaxi é cultivado ha muitas décadas na maioria dos estados
brasileiros, principalmente em pequenas propriedades onde se emprega méao-de-
obra familiar (Cunha et al., 1999; Matos & Reinhardt, 2009). No contexto social e
econbmico, a abacaxicultura absorve mao-de-obra pouco qualificada, que vem
colaborando na fixacdo das familias no campo e gerando emprego e renda nos
setores rural e urbano (Crestani et al., 2010). Os métodos de propagacéo
utilizados ainda sdo majoritariamente bem precarios, havendo coletas de material
vegetal direto do campo para a producdo de mudas, com alto risco de obter
filhotes e rebentbes pos-colheita, contaminados com doencas ou pragas
(Bartholomew et al., 2002; Reinhardt & Cunha, 2006).

A producdo agricola constitui uma atividade econdmica de altos riscos
devido a intempéries diversas englobando varios estresses. Apesar de
fisiologicamente tolerante, o abacaxizeiro apresenta periodos mais susceptiveis a
déficits hidricos, tanto nos estadios do crescimento vegetativo, quanto no

reprodutivo, comprometendo a produtividade, peso médio e a qualidade comercial
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dos frutos (Neild & Boshell, 1976; Almeida et al., 2002; de Azevedo et al., 2007;
Carr, 2012).

O abacaxizeiro também € descrito como muito sensivel a anoxia, por isto
boas condi¢cdes de aeracdo e de drenagem do solo sdo exigéncias basicas para
evitar perdas de produtividade (Souza & Reinhardt, 2009). Com a falta de
oxigénio no sistema radicular, ocorre reducédo das taxas de respiracdo celular e
producdo aerobica de ATP, o qual passa a ser produzido basicamente via
glicdlise e fermentacdo (Sousa & Sodek, 2002; Gibbs & Greenway, 2003; Taiz &
Zeiger, 2013).

Plantulas micropropagadas apresentam problemas de estresse hidrico
apos serem transferidas do ambiente in vitro para o ex vitro, requerendo um
periodo de aclimatacdo para as condi¢cbes de cultivo em campo (Braga et al.,
2011; Moreira et al., 2006; Asmar et al., 2013). De fato, uma planta
aparentemente perfeita in vitro pode apresentar deficiéncias anatbmicas que
dificultam o controle da transpiracao, induzindo a rapida perda de agua (Barboza
et al.,, 2006). Em alguns casos, os estdbmatos ndo séo funcionais ou respondem
de forma ineficiente, a cera epicuticular € delgada ou néo existe (Braga et al.,
2011; Asmar et al., 2013). Segundo estes mesmos autores, a dificuldade de
transicdo do mecanismo heterotrofico para autotréfico destas plantas, em virtude
de alteracbes fisiolégicas e energéticas, requer uma investigacdo mais
aprofundada e integrativa, para aprimorar o processo de aclimatizacao tornando-o
economicamente viavel e mais eficiente.

Apesar do Si nao ser, em geral, considerado um dos elementos essenciais
para as plantas, j& que podem cumprir seus ciclos vitais sem sua presenca,
praticas culturais com este elemento estdo sendo cada vez mais utilizadas para
aumentar o grau de resisténcia delas (Arnon & Stout, 1939; Epstein, 1999; Liang
et al., 2015). Outros estudos tratam o Si na agricultura como um elemento “quase
essencial” devido aos resultados promissores no desenvolvimento de resisténcia
a diferentes tipos de estresses bibticos e abiodticos, principalmente em
monocotiledéneas (Ma et al., 2001; Liang et al., 2007, 2015; Cooke & Leishman,
2011; Van Bockhaven et al., 2013).

Mesmo em condi¢Bes de cultivo ideais, efeitos benéficos do Si sobre o
crescimento de muitas espécies de plantas tém sido relatados em arroz (Mauad et

al., 2003; Pereira et al., 2004; Camargo et al., 2007); cana-de-acucar (Savant et
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al., 1999; Datnoff et al., 2001; Tubana et al., 2016), milho (Rohanipoor et al.,
2013), batata (Pulz et al., 2008), dentre outras.

O Si é absorvido na forma de H4SiO4 (acido monossilicico) e se acumula
nos tecidos das plantas. Em gramineas foram identificados genes especificos na
absorcdo do Si (Lsl e Ls2), que codifica transportadores especificos no sistema
radicular, integrando um sistema de absor¢cédo de Si que apresenta componentes
de transporte ativo e passivo nessas plantas (Ma & Yamaiji, 2008).

A hipétese que fundamentou esta tese € que a adubacéo com SiO2 modula
0 metabolismo energético e/ou a sinalizacdo ibnica em plantas de abacaxi
(Ananas comosus L., Merrill), interferindo na atividade das bombas de proétons
(H*-ATPases tipo P, V e F; e H*-PPases). E um estudo integrado envolvendo
analises bioquimicas, biofisicas e fisiolégicas, foi empreendido para prover um
maior entendimento do efeito Si sobre estas bombas de prétons, visando elucidar
mecanismos adaptativos que uma vez acionados nas plantas de abacaxi pela
adubacdo por Si, levariam a um maior controle no desenvolvimento das mudas.

Durante a fase de aclimatizacdo de plantulas micropropagadas, além do
uso de mudas de boa procedéncia, sadias e vigorosas, técnicas agrondmicas
inovadoras tém sido testadas. Neste contexto, a suplementacdo com Si emerge
como uma estratégia para atenuar os efeitos de estresses inerentes a fase de
aclimatizacao, principalmente seu efeito sobre a deficiéncia hidrica e andxia no
sistema radicular das plantas de abacaxi, focalizando aspectos do metabolismo
energético e sinalizacdo ibnica, com o propdsito de sustentabilidade e ganhos

socioecondmicos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Abacaxizeiro

O abacaxizeiro (Ananas comosus L., Merrill) pertence a familia das
Bromeliaceae do género Ananas, que compreende espécies cultivadas, bem
como espécies silvestres (Collins, 1960). E considerada uma planta herbacea,
monocotileddnea e bem adaptada a climas tropicais tendo como centro de origem
0s paises da América do Sul, provavelmente o Brasil, por abrigar a maior
variabilidade genética dentro da espécie (Neild & Boshell, 1976; Bartholomew et
al., 2002).

A formacdo de frutos do abacaxizeiro se da a partir da gema terminal,
engquanto as gemas axilares do caule formam as mudas que vao gerar as novas
plantas (Hepton, 2002). A planta € composta de caule curto e grosso, onde
crescem folhas em forma de calha, estreitas e rigidas, e no qual também se
inserem raizes axilares. O sistema radicular é fasciculado, superficial e fibroso,
geralmente limitado a profundidade de 0 a 30 cm da superficie do solo.
(Bartholomew et al., 2002; Souza & Reinhardt, 2009). Além disso, as mudas para
a propagacao da fruteira se desenvolvem a partir de gemas axilares localizadas
no caule (rebentdes) e no pedunculo (filhotes), que representam o material mais
utilizado em plantios de abacaxi (Hepton, 2002). A propagacdo também pode ser
obtida a partir do seccionamento do caule e por micropropaga¢cao, neste caso,
sob condi¢Bes assépticas de laboratorio e em meio de cultura (Cunha et al., 1999;
Smith et al., 2002; Mhatre, 2007).



As plantacdes com esta frutifera encontram-se praticamente em todas as
regides tropicais e subtropicais, sendo uma das fruteiras tropicais mais produzidas
no mundo, ficando atrds somente da banana e dos citros (Rohrbach et al., 2002).
Segundo dados da FAO (2014), as maiores producdes concentraram-se nha
Tailandia, Costa Rica, Brasil, Filipinas, Indonésia, india, Nigéria e China. No
Brasil, quase todas as regifes produzem abacaxi, principalmente as regides
Nordeste e Sudeste, sendo que o Para, Paraiba, Minas Gerais, Bahia e Rio de
Janeiro sdo os maiores produtores nacionais (IBGE, 2016).

No Brasil e no mundo, a producdo comercial é baseada nas variedades
Singapore Spanish, Queen, Espafiola Roja, Pérola e Smooth Cayenne (Crestani
et al., 2010). Entre estas variedades de abacaxi, as mais cultivadas no Brasil sdo:
Smooth Cayenne e Pérola. (Reinhardt et al., 2001). Por outro lado, tanto a
‘Smooth Cayenne’ quanto a ‘Pérola’, sdo suscetiveis a fusariose (Fusarium
subglutinansf. sp. ananas), principal moléstia da cultura do abacaxi no Brasil.
Sendo responsavel por 30 a 80% de perdas dos frutos e 15 a 20% de mudas
(Reinhardt et al., 2000; Crestani et al., 2010). No entanto, outras cultivares como
‘Perolera’, ‘Primavera’, ‘Roxo de Tefé’, ‘Imperial’, ‘Alto Turi’, IAC Fantastico’ e
‘Vitéria’ vém sendo cultivadas no Brasil, apresentando resisténcia a fusariose
(Aquije et al., 2010; Ventura et al., 2010).

O abacaxizeiro € uma planta de clima tropical, com crescimento 6timo e
melhor qualidade de frutos na faixa de temperatura de 22 a 32°C, com amplitude
térmica diaria de 8 a 14°C. A planta é seriamente prejudicada por geadas, mas
suporta periodos com baixa temperatura, porém superiores a 0°C (Souza &
Reinhardt, 2009). De acordo com esses mesmos autores, esta planta é exigente
em luz, com insola¢éo anual 6tima de 2.500 a 3.000 horas, ou seja, 7 a 8 horas
de brilho solar por dia. A umidade relativa do ar ideal média anual é de 70% ou
superior (Bartholomew et al., 2002; Crestani et al., 2010; Souza & Reinhardt,
2009).

Do ponto de vista de Carr (2012), uma das principais caracteristicas do
abacaxizeiro € sua adaptacao a areas de baixa pluviosidade. Ela difere da maioria
dos outros cultivos comerciais, pois dependendo das condigcbes ambientais em
gue se encontra, essa planta apresenta o metabolismo do carbono tipo C3 ou do
tipo MAC (Metabolismo Acido das Crassulaceas), adaptacdo fotossintética que

facilita a absorcéo e fixacdo de dioxido de carbono (CO2) a noite. Isso melhora a
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eficiéncia no uso da &gua quando é cultivado sob condi¢Bes de estresse hidrico.
A falta de 4gua atrasa o desenvolvimento da planta e do fruto (Souza & Reinhardt,
2009).

Ha pouca informacdo sobre os efeitos do déficit hidrico no crescimento
vegetativo dessa planta, porém, tanto o excesso quanto a baixa disponibilidade de
agua no solo podem ser prejudiciais. Sob condi¢cbes de baixa disponibilidade de
agua no solo, as raizes do abacaxizeiro paralisam seu crescimento e apresentam
suberizacdo de sua extremidade. A parte aérea desenvolve sintomas de murcha,
caracterizados pela mudanca de cor das folhas, que passam de verde a
amarelada e por fim avermelhada, perde a turgescéncia e se apresentam
compridas, estreitas e com os bordos enrolados para baixo (Malézieux et al.,
2002).

2.2. O Silicio

O Si é o segundo elemento mais abundante da litosfera, junto com o
oxigénio representa 50-70% da crosta terrestre (Ma & Yamaji, 2008). No entanto,
por causa dos cultivos intensos, 0s solos podem reduzir rapidamente a
disponibilidade deste elemento para as plantas (Korndorfer, 2006).

Na crosta terrestre, elementos quimicos como O, Si, Al, Fe, Ca, K, Na e
Mg, sédo facilmente encontrados, sendo que 0s minerais mais comuns contém Si e
oxigénio na estrutura cristalina, constituindo o grupo de minerais denominados
silicatos. A unidade fundamental de formacao dos silicatos é o tetraedro de silicio,
com a composicdo de SiO4*, onde o a&tomo de Si estd coordenado a quatro
atomos de oxigénio (Meurer, 2010).

No solo, o Si é encontrado sob diferentes formas, podendo ser oriundo da
decomposicdo da matéria organica (Si "biogénica™) ou da decomposicdo das
estruturas dos minerais silicatados (Si "estrutural”) (Korndérfer, 2006). Na solucéo
do solo, encontra-se o Si como &cido silicico ou acido mono silicico (H4SiO), a sua
concentracdo pode variar de 0,1 a 0,6 mM, a qual € da ordem de 100 a 1000
vezes maior que a do fosfato (Epstein, 1994, 1999; Ma et al., 2001). Podendo
variar a concentracdo conforme a constituicdo do solo, solos mais argilosos
apresentam maiores quantidades de Si na solu¢cdo do que os solos arenosos.
Neste, a constituicdo principal € a fracdo areia, rica em quartzo (SiOz), estrutura



quimica de dificil decomposicdo (Matichenkov & Bochamikova, 2001; Liang et al.,
2015).

Nos solos tropicais e subtropicais, geralmente possuem baixos teores de Si
disponiveis para as plantas. Os sistemas intensivos e a monocultura contribuem
para a deficiéncia do elemento no solo, o que pode limitar a producdo das
lavouras (Ma et al., 2001). Os principais drenos de Si incluem a polimeriza¢ao do
acido silicico, lixiviagdo, adsorcdo por o6xidos e hidroxidos de Fe e Al e
principalmente a absorcdo pelas plantas (Kornddrfer, 2006). Outra perda do Si
ocorre por lixiviacdo, fenbmeno este que é conhecido como dessilicatizacao.
Assim, a principal disponibilidade natural de Si para as plantas, nestes solos, s&o
provavelmente os restos culturais (Liang et al., 2015).

A solubilizacéo de Si no solo ocorre por meio dos exsudatos das raizes de
plantas que interagem com 0s minerais do solo (silicatados), disponibilizando
assim o elemento para a absorcédo, principalmente sob a forma de acido silicico
(Si (OH)4) (Epstein, 1994). A variacdo no pH do solo, influencia a quantidade de Si
disponivel para as plantas, sendo a melhor faixa de absorcédo o pH 4,0 a 6,5. Ja
acima de 8,5 a sua disponibilidade diminui, isto €, devido a sua conversao em sais
de silicato (Jones & Handreck, 1965).

De acordo com Liang et al. (2015), os anions de silicato podem aumentar o
pH do solo, contribuindo na reducdo da atividade dos elementos toxicos,
precipitando-os em compostos insoluveis ou formando polimeros de baixa

disponibilidade para as plantas.

2.3. Silicio na planta

O Si é absorvido pelo sistema radicular das plantas através do fluxo de
massa, sob a forma de HsSiO. E depositado principalmente nas paredes das
células da epiderme como silica amorfa hidratada (SiO2.nH20), também
conhecida como opala biogénica. O Si é um elemento que ndo causa danos
graves as plantas e pode proporcionar varios beneficios (Richmond & Sussman,
2003; Korndorfer, 2006; Guével et al., 2007).

As concentracfes de Si em plantas variam de 0,1% a 10% de peso seco,
dependendo da espécie (Epstein, 1999; Richmond & Sussman, 2003; Hodson et
al., 2005). Com base nestas concentragfes, diferentes espécies de plantas sdo

classificadas em 3 grupos: acumuladoras (gramineas de terrenos Umidos),
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intermediarios (gramineas de terrenos secos) e as ndo acumuladoras
(dicotiledbneas) (Richmond & Sussman, 2003; Korndorfer, 2006; Ma & Yamaji,
2008). Segundo Ma & Yamaji (2006), a planta de arroz € uma tipica graminea
acumuladora de Si, podendo chegar até 10% do seu peso seco. Este valor pode
ser até maior do que os macronutrientes essenciais como nitrogénio (N), fésforo
(P) e potassio (K). Entre as espécies de gramineas, a capacidade das raizes de
arroz absorver Si € muito mais elevada do que a de outras espécies de
gramineas, incluindo cevada, milho, centeio, sorgo e trigo (Ma & Yamaiji, 2008).

O é&cido monosilicico, depois de absorvido pelas plantas € depositado
principalmente nas paredes das células da epiderme, estdbmatos e tricomas ou
junto com outros elementos (Epstein, 1999; Richmond & Sussman, 2003; Ma,
2004; Korndorfer, 2006). A distribuicdo de Si na parte aérea € influenciada por
varios fatores dentre eles idade da planta, pois o Si acumula-se nos tecidos mais
velhos, j& que este elemento ndo € movel dentro das plantas; pela transpiracao, a
deposicao de Si junto a cuticula das folhas confere protecédo as plantas e ameniza
os efeitos de estresses de natureza bidtica e abiotica (Epstein, 1999; Ma & Yamii,
2006).

O Si também confere uma maior rigidez estrutural aos tecidos; reduz o
acamamento; ameniza a toxidez de Fe, Mn, Al e Na; diminui a incidéncia de
patdgenos e aumenta a protecao contra herbivoros, incluindo os insetos fit6fagos
(Figura 1) (Epstein, 1999; Ma, 2004; Korndorfer, 2006).
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Figura 1. Esquema representativo do acido mono silicico (nSi (OH)4) na solucao
do solo, raiz, caule e folhas de plantas monocotiledbneas (Adaptado de Ma
(2004)).

Contudo, em algumas plantas monocotiledéneas foram identificados genes
(Lsil, Lsi2 e Lsi6) especificos em sintetizar proteinas de membranas que atuam
no mecanismo de absorc¢ao do Si (Ma et al., 2006, 2007; Mitani et al., 2009; Ma et
al., 2011). Segundo Mitani et al. (2005), a auséncia de carga elétrica no transporte
desse elemento, da solucdo do solo para o xilema, envolve transportadores
dependentes de energia. Os transportadores Lsil e Lsi2 foram localizados nas
raizes de plantas de arroz, também identificados seus homdlogos em cevada e no
milho. Estdo envolvidos diretamente no transporte de Si, atuando nas membranas
plasmaticas da célula da endoderme e exoderme das raizes (Figura 2) (Ma et al.,
2006, 2007; Chiba et al., 2009; Mitani et al., 2009). Por outro lado, o transportador
Lsi6 foi identificado com maiores atividades nas células do parénquima do xilema
de folhas e nos das plantas de arroz (Yamaji et al.,, 2008; Ma et al., 2011). Os
transportadores Lsil e Lsi6 pertencem a familia aquaporina (Ma & Yamiji, 2006;
Chiba et al., 2009), enquanto o Lsi2 é um transportador impulsionado pelo
gradiente de préton. Portanto, o funcionamento dos transportadores Lsil e Lsi2,



produz um fluxo eficaz de Si na exoderme e endoderme para sobrepor a barreira
de Estrias de Caspary (Ma et al., 2006, 2007; Ma & Yamaji, 2008).

// ATP \\ H*
H+ ATP H+
H+
g K A — =
T : &
ADP+Pi H+ Xilema
H+
Si(OH),

Epiderme
Exoderm

Figura 1: Transporte do &cido mono silicico (nSi(OH)as) pelos transportadores Lsil
e Lsi2, localizados em raizes de plantas de arroz, atuando nas membranas
plasmaticas da célula da endoderme e exoderme das raizes (E.C. - Estrias de
Caspari). (Adaptado de Ma & Yamaiji, 2008).

7

Toda a producdo de fitomassa € influenciada por caracteristicas
morfologicas e fisioldgicas dos orgaos fotossintetizantes (folhas), e também do
consumo dos metabdlitos (carboidratos). Com isso, buscar mais informacdes
sobre a fisiologia das plantas de abacaxi se torna de fundamental importancia, e
uma forma mais apropriada para estuda-la é conhecer os mecanismos de
atividade e hidrélise das bombas de prétons. Apesar de varios trabalhos sobre os
efeitos positivos do Si para muitas culturas agronémicas, ndo ha estudos
fisiol6gicos, bioquimicos e moleculares sobre a especificidade deste elemento nos
mecanismos de absorcado e efeitos causados nas bombas de protons, em funcéo

da nutricdo com silicio (SiO2) em plantas de abacaxi.
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2.4. Bombas transportadoras de H*

As bombas sdo proteinas integrais de membranas ativadas por energia
quimica (ATP e PPi), que estao localizadas ha membrana plasmatica (H*-ATPase
do tipo P), no tonoplasto (H*-ATPases do tipo V e as H*-PPases) e na mitocondria
(H*-ATPases do tipo F) (Futai et al., 2004).

As células vegetais apresentam parede celular externa, rigida e composta
de material inerte, e uma membrana interna, constituida por material lipoproteico,
que é chamada de Plasmalema ou membrana plasmatica (Fernandes & Souza,
2006; Broadley et al., 2012). Durante o processo de absor¢do dos nutrientes,
estes terdo que atravessar a parede e a membrana celular em algum momento,
isto s6 € possivel através das bombas de protons localizadas na membrana
(Sondergaard et al., 2004).

As H*-ATPases tipo P sdo (glicoproteinas transmembrana de
aproximadamente 100 kDa com 10 hélices, que utilizam a energia liberada pela
hidrolise do ATP para transportar protons através da membrana, gerando um
movimento vetorial de H* em direcdo ao apoplasto, criando assim, gradientes de
pH e potencial elétrico na membrana, o que viabiliza o transporte de ions e
moléculas para dentro ou fora da célula através de sistemas de transporte ativo
secundario (Taiz & Zeiger, 2013).

Essas bombas eletrogénicas tipo P séo fortemente inibidas por
ortovanadato (HVO4%), um ion analogo ao fosfato (HPO4%) que compete com o
fosfato do ATP pelo sitio de fosforilacdo de um residuo de aspartato na enzima.
Isso ocorre porque o ortovanadato é muito parecido com a estrutura do fosfato no
momento da hidrélise (Sze et al., 1999).

As H*-PPases estdo localizadas na membrana vacuolar (tonoplasto), no
Golgi, e na membrana plasméatica (Gaxiola et al., 2007). Utiliza o subproduto
natural das reacdes biossintéticas, o pirofosfato (PPi) como fonte de energia,
acidifica o interior do limen do vacuolo na célula de plantas, gerando gradiente
transmembranar (Fuglsang et al., 2011). Nas plantas, sédo frequentemente
encontradas duas isoformas, uma isoforma dependente de potassio e outra que
nao depende (Serrano et al.,, 2007; Gaxiola et al., 2007; Paez-valencia et al.,
2011).

As V-ATPases formam um complexo de multiplas subunidades, com massa
molecular maior que 700 kDa composta de dois dominios estruturais: o periférico
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(V1), constituido por oito subunidades (A, B, C, D, E, F, G e H), responsével pela
hidrélise do ATP; e o integral (Vo) com seis subunidades (a, c, ¢’, ¢”’, d e e). Juntos
sdo os responsaveis pela translocacdo de prétons (Kawasaki-Nishi et al., 2003;
Gaxiola et al., 2007). As trés subunidades (A, B, ¢) sdo as mais importantes para
o funcionamento da bomba. Segundo Forgac (1998), o complexo Vi é um
hexamero constituido de trés copias de cada uma das subunidades A e B,
enquanto as demais subunidades nao apresentam copias. Ja o complexo Vo,
contém trés subunidades c, ¢, ¢’ que sao proteolipideos altamente hidrofébicos
que atravessam a membrana formando o canal de protons (Inoue et al., 2005).

A V-ATPase é responsavel pela acidificacdo vacuolar, ela usa a energia
liberada durante a hidrolise do ATP para bombear préton para o interior do
ltmem, criando um gradiente de potencial eletroquimico, e a forca préton motriz
para uma variedade de eventos de transporte de ions e metabdlitos (Jefferies et
al., 2008; Yao et al., 2007). A funcéo fisiologica da V-ATPase é afetada com
inibidores especificos, como a Bafilomicina A1 e Concamicina A (Xiao et al., 2008).
Estes compostos inibem a atividade da bomba em diferentes organismos na faixa
de nanomolar, ligando-se ao dominio Vo e impedindo o fluxo de prétons através
do canal de prétons da enzima (Dietz et al., 2001).

Contudo, a relacdo entre as V e F-ATPases é evidente tanto na estrutura
geral dos complexos como também na sequéncia de certas subunidades. A
microscopia eletronica de mapas de baixa resolu¢cdo, combinadas com estruturas
atomicas das unidades individuais determinadas por cristalografia de raio-X,
mostram que a estrutura geral das duas bombas sdo muito semelhantes,
sugerindo que elas podem compartilhar a semelhanca no funcionamento do
projeto mecanico (Kawasaki-Nishi et al., 2003; Gaxiola et al., 2007).

As F1Fo-ATP sintase que sdo encontradas nas membranas dos tilacoides
nos cloroplastos, membrana interna da mitocondria e estdo presentes também
nas membranas de bactérias, € responsavel pela sintese de ATP na etapa
terminal da fosforilagdo oxidativa (Inoue et al., 2005; Taiz & Zeiger, 2013). Além
disso, funciona em pH 6timo de 8.0 e 9.0, podendo ser inibida pela oligomicina e

pela azida (Wieczorek et al., 1999).
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3. TRABALHOS

3.1.EFEITOS DO SILICIO NA FOTOSSINTESE E SISTEMA PRIMARIO DO
TRANSPORTE H* DE ABACAXIZEIRO (Ananas comosus L., MERRILL)

RESUMO

O silicio (Si) € um elemento considerado benéfico para véarias espécies de
plantas, promovendo a resisténcia a diferentes tipos de estresse. Neste estudo,
investigou-se a suplementacdo de Si em abacaxi (Ananas comosus L. Merril)
micropropagado, como estratégia para potencializar o uso da agua, a resisténcia
a estresses e reduzir o tempo de aclimatizagdo das mudas. As plantas de abacaxi
fertilizadas com silicio exibiram maior eficiéncia no uso da agua sob estresse
hidrico. Os tratamentos de Si ndo afetaram a atividade das principais bombas
eletrogénicas H*, mas parece atenuar as mudanc¢as induzidas pelo estresse
hidrico. A suspensao da irrigacdo induziu uma reducéo significativa da atividade
hidrolitica das bombas de prétons, no entanto, a H*-ATPase vacuolar aumentou
sua eficiéncia funcional, apresentando um maior acoplamento de
hidrélise/transporte nestas condigdes. Tomados em conjunto, os dados sugerem
que a adubacao foliar com Si induz uma maior eficiéncia na utilizacdo de agua em
mudas de abacaxi e contribui para a aclimatizacdo das mudas, especialmente em
condicBes de déficit hidrico.

Palavras-chave: Silicatos, bombas de H*, bromeliacea, estresse hidrico
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ABSTRACT

Silicon (Si) is an element considered beneficial to several plant species,
promoting resistance to different types of stress. In this study, we investigated Si
supplementation in micro propagated pineapple (Ananas comosus L. Merril), as a
strategy to enhance water stress resistance and reduce the time of seedlings
acclimatization. Silicon fertilized pineapple plants exhibited a huge improvement in
their water use efficiency under water stress. The Si treatments did not effected
the activity of the main electrogenic H* pumps, but seems to attenuate the
changes induced by water stress. Suspension of irrigation also induced a
significant reduction of the hydrolytic activity of the proton pumps, however, the
vacuolar H*-ATPase increased their functional efficiency, presenting a higher
hydrolysis/transport coupling under these conditions. Taken together the data
suggest that the foliar fertilization with Si induces a greater efficiency in the use of
water in pineapple seedlings, and contributes to the acclimatization of the
seedlings, especially in conditions of water deficit.

Keywords: Silicates, ion pumps, bromeliacea, hydric stress

INTRODUGCAO

O abacaxi é a terceira fruta tropical mais importante na producdo mundial,
logo apGs banana e citrinos (Bartholomew et al., 2002), sendo o Brasil um dos
maiores produtores mundiais da fruta (FAO, 2014). Porém, a produtividade
nacional é considerada baixa e o0 pais tem pequena cooperacdo no mercado de
exportacao (Reinhardt et al., 2002).

O processamento do abacaxi em produtos de exportagdo tornou a fruta
bem conhecida em todo o mundo. No entanto, aproximadamente 70% do fruto
produzido no mundo € consumido como fruta fresca no pais de origem (Rohrbach
et al., 2002).

No Brasil, a variedade Pérola lidera o mercado, responsavel por cerca de

80% da producéo brasileira, devido ao seu sabor exdtico (Matos & Reinhardt,
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2009). Porém, a susceptibilidade a doenca fusariose, causada pelo fungo
Fusarium guttiforme, tem ocasionado perdas na cultura brasileira de
aproximadamente de 30 a 40% dos frutos e prejuizo de até 20% das mudas
(Ventura et al., 2009).

O surgimento de gendtipos de abacaxizeiro ‘BRS Imperial’ (Cabral &
Matos, 2009) e ‘BRS Vitéria’ (Ventura et al., 2009) resistentes a fusariose, por si
s6 ndo garante almejar sucesso comercial para a abacaxicultura. E fundamental a
utilizacao de técnicas adequadas de propagacdo e manejo das plantas durante o
processo de climatizagdo, com a finalidade de proporcionar qualidade e ganhos
econdmicos ao produtor.

Os métodos de propagacédo utilizados ainda sédo, em sua grande maioria,
os tradicionais (Bartholomew et al., 2002). Implantar o pomar com material obtido
a partir de propagulos poés-colheita, em geral, ocasionam problemas como
desuniformidade de tamanho, florescimento, nimero de filhotes e rebentos
limitados, e reducdo da qualidade fitossanitaria (Cunha et al., 1999; Reinhardt et
al., 2000). Esses problemas podem ser reduzidos quando a muda € produzida in
vitro, a partir das gemas axilares e/ou meristematicas (Be & Debergh, 2006).

O abacaxizeiro apresenta caracteristicas muito peculiares, adapta-se a
diversas condicbes ambientais e oferece oportunidades e desafios para os
produtores que o cultiva com finalidade comercial (Sanches & Matos, 2013). A
sua adaptacdo a condicbes de deficiéncia hidrica decorre de respostas
fisiologicas e caracteristicas morfoldgicas, tais como: a capacidade de reduzir as
perdas de agua por transpiracdo, cuticula espessa, baixa densidade estomética e
folhas na forma de canaletas para coletar agua (Cunha et al., 1999).

A caracteristica de alternar a fixagdo fotossintética do tipo C3 para MAC
(Metabolismo Acido das Crassulaceas) favorece o seu crescimento em condicdes
ecologicas que sao desfavoraveis para a maioria das plantas cultivadas, embora
possa resultar numa baixa produtividade (Almeida & Souza, 2011). De acordo
com Osmond (1978) o metabolismo MAC pode ser dividido em quatro fases: Fase
| abertura estomatica noturna, com a captura, fixacdo e armazenamento do CO:
como acido malico nos compartimentos vacuolares. A fase lll, o periodo diurno
gue os estdmatos estdo quase todos fechados, com a remobilizacdo do CO:2 e
sua assimilacdo. Nas fases Il e 1V, os estdbmatos fecham de forma progressiva no

inicio da manha, com inicio do processo de descarboxilacdo do malato e sua
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abertura no final da tarde, quando as reservas de malato ja estdo quase
esgotadas. Fatores ambientais e enddgenos podem contribuir para a extensédo da
fase (Il e 1V), assim, o CO2 pode ser capturado e assimilado pela Rubisco
(metabolismo C3), com isso pode ter contribuicdo na produtividade das plantas
(Luttge, 2008).

Mudas produzidas via cultura de tecidos proporcionam grandes
guantidades de plantulas de abacaxi com procedéncia controlada. No entanto,
requerem um periodo de aclimatizacdo para as condi¢cdes de cultivo em campo,
pois podem apresentar problemas de estresse hidrico ap0s serem transferidas do
ambiente in vitro para o ex vitro (Moreira et al., 2006; Braga et al., 2011; Asmar et
al., 2013). Em alguns casos, os estbmatos ndo sao funcionais ou respondem de
forma ineficiente, a cera epicuticular € delgada ou ndo existe (Barboza et al.,
2006; Braga et al., 2011; Asmar et al., 2013). Na direcdo de superar as
dificuldades de transicdo do mecanismo heterotrofico para autotréfico destas
plantas, investigacbes mais aprofundadas e integrativas do metabolismo
energético sdo necessarias para aprimorar 0 processo de adaptacdo, tornando-o
economicamente viavel e mais eficiente.

Apesar do Si ndo ser considerado elemento essencial (Arnon & Stout,
1939; Epstein, 1999), o seu uso na agricultura tem proporcionado resultados
promissores no desenvolvimento de resisténcia a diferentes tipos de estresses
biéticos e abibticos (Ma et al., 2001; Ma & Yamaiji, 2008). Efeitos benéficos do Si
tém sido relatados, mesmo em condi¢Bes de cultivo ideais em espécies, como em
arroz (Mauad et al., 2003; Pereira et al., 2004; Camargo et al., 2007), cana-de-
acucar (Savant et al., 1999; Camargo et al., 2013), batata (Pulz et al., 2008),
banana (Asmar et al., 2013), dentre outras.

O uso de materiais silicatados como fertilizantes teve inicio no Japao no
inicio de 1950 e sua utilizacdo tem se expandido desde entdo, chegando nos dias
atuais a diferentes partes do mundo, como na Coreia do Sul, Taiwan, Tailandia,
Estados Unidos (EUA), Brasil, Austrélia e Africa do Sul (Meyer & Keeping, 2001;
Guntzer et al., 2012). No Brasil, o Si foi incluido na lista de micronutrientes como
fertilizante a partir do decreto lei n® 4.954 que regulamenta a lei 6.894, aprovado
em 2004, que dispbe sobre a producdo e comercializagdo de fertilizantes
(BRASIL, 2004).
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No presente estudo, investigou-se o potencial da suplementacdo com Si
por aspersao foliar em plantas de abacaxi ‘Vitoria® micropropagado, como
estratégia para potencializar o uso da agua, a resisténcia ao estresse hidrico e
processo de aclimatizacdo, visando contribuir para a sustentabilidade da

producédo de abacaxi.

MATERIAL E METODOS

Condicdes do crescimento das plantas

O experimento foi realizado sob condi¢des ambientais controladas no
Campus da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF),
com regime de luz 12h/12h (luz/escuro), com luminosidade de 400 pmol m=2 st
(fluxo de fotons fotossintéticos), umidade relativa do ar de 50% e temperatura
28/24°C (diurna/noturna). Foram utilizadas Plantulas de abacaxizeiro (Ananas
comosus L. Merril) cultivar “Vitéria” provenientes de cultura de tecidos adquiridas
no Laboratério de Biotecnologia BIOMUDAS, localizado em Venda Nova do
Imigrante-ES. Com a finalidade de limpar e homogeneizar as raizes. Todo o
sistema radicular das plantulas foi removido e transplantadas duas plantulas para
cada vaso com 500 ml de substrato comercial, onde ocorreu a regeneragdo do
sistema radicular. Todas as plantas foram adubadas nos dois primeiros meses
com solucéo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) a 1/2 forga idnica (FI).

A irrigagcdo foi com agua deionizada uma vez ao dia, diretamente no
substrato até atingir a saturagcdo em torno de 150 ml. Apds o periodo de
adaptacdo, 120 dias, foram feitas duas aplicacdes via foliar da solucéo de
Hoagland & Arnon (1950) a 1/5 forca ibnica (FI) com ou sem Si (1,5 mM), no
periodo de 30 dias. ApoOs 15 dias da ultima aplicagdo, seguiram-se os tratamentos
com restricao hidrica (Tabela 1). As solu¢des foram calibradas para o pH 5,7 com
HCI ou NaOH.
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Tabela 1. Esquema de conducdo do experimento com plantas de abacaxi
“Vitoria”, em fungdo da aplicagdo via foliar de silicio e restricdo hidrica em
condicBes controladas.

Transplantio 12 Apl. 22 Apl. Agua

Substrato 0,0_ mM 0,0_ mM + Par@metros Biomét_ricgg;

comercial SiO2 SiO2 - Paramf,-tros F'otossmt.etlcos; '

(Basaplant®) 1,5_ mM 1,5_ mM + Extr_a(;ao vesicular mitocondrial
SiO2 SiO2 e microssomal.

120 dias 15dias 15dias 28dias MedicOes e coleta

Pardmetros fotossintéticos

Aos 28 dias apos a restricdo hidrica, as plantas apresentaram sinais visuais
de estresse. Neste momento, foram mensuradas as taxas de fotossintese (A),
condutancia estomatica (Gs), transpiracao (E), Carbono interno (Ci), relacédo entre
as concentracdes interna e externa de CO2, (Ci /Ca) e Déficit de Pressao de
Vapor entre a folha e o ar (DVP folha-ar KPa), sendo para isso, utilizado LlI-
6400XT Portable Photosynthesis System (LI-COR Inc., Lincoln, NE, USA). Tais
avaliagdes foram feitas as 09:00, 16:00 e 21:00 h. A medicéo foi feita na parte
central da folha D e utilizou-se luz artificial por meio de LED's vermelhos a uma
intensidade de 400 pmol m?2 s1. A partir dos dados de trocas gasosas foi
determinada a relacéo da eficiéncia intrinseca no uso da agua ((WUE (A/Gs)) e a

eficiéncia instantanea no uso da agua ((WUE (A/E)).

Obtencdao da fragdo mitocondrial e microssomal

Foram coletadas 3 g de folhas da parte basal pouco clorofilada para evitar
artefatos nas técnicas colorimétricas, e as fragbes mitocondriais e microssomas
foram separadas por centrifugacdo diferencial essencialmente como descrito por
Facanha & de Meis (1998), com menores modificacbes. As amostras foram
maceradas e homogeneizadas em meio tamponado, composto por 250 mM L de
sacarose, Glicerol (10%), 2 mM de DTT, 5 mM EDTA, PVP-40 (0,4%), 100 mM
KCI, BSA (0,3%), 1 mM PMSF, 1 mM Benzamidina, 50 mM HEPES-KOH (pH 7,5),
na relacdo peso do tecido/volume de tampao de 1:2. O homogenato foi filtrado e
submetido a primeira centrifugacdo a 1500 xg por 15 minutos, para remoc¢édo de
células ndo rompidas e nucleos. O sobrenadante foi coletado e submetido a nova

centrifugacdo, 10.000 xg por 15 minutos. O pellet, fracdo mitocondrial, foi
18



ressuspenso em 2,5 mL de solugédo tampao HEPES-NAOH (pH 7,5) com: Glicerol
a 10%, DTT 1 mM, PMSF 1 mM, Benzamidina 1 mM, e EDTA 5 mM. O
sobrenadante desta ultima centrifugacao foi ultracentrifugado a 100.000 xg, por 30
minutos. Obtendo-se o pellet relacionado a fracdo microssomal, este foi
ressuspenso em 2,5 ml de solugéo tampéo HEPES-KOH (pH 7,5) com: Glicerol a
10%, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 1 mM Benzamidina, e 5 mM EDTA. A dosagem de
proteina das fracbes foram determinadas pelo método descrito por Bradford
(1976).

Atividade das H*-ATPases

As atividades ATPasicas foram determinadas por reacdo colorimétrica para
qguantificacdo do fosfato inorganico (Pi) liberado durante a hidrélise de ATP,
conforme descrito por Fiske & Subbarow (1925). As leituras foram realizadas em
espectrofotdmetro (Shimadzu UV-2000) a 750 nm.

Monitoramento do gradiente de prétons

O transporte de protons foi estimado como descrito por Michelis &
Spanswick (1986), com modificacdes de Facanha & de Meis (1998), mediante o
monitoramento da taxa de decréscimo da fluorescéncia/minuto da sonda
metacromatica, 9-amino-6-cloro-2-metoxiacridina (ACMA), excitada a 415 nm e a

emisséo a 485 nm no fuorimetro (Shimadzu UV-200).

Parametros Biométricos e Biomassa

O numero de folhas foi obtido em contagem direta das folhas na planta. As
avaliacbes biométricas das plantas foram realizadas utilizando réguas graduadas.
As medicbes de altura foram realizadas da base da planta até o ponto mais alto
das folhas. Para andlise da massa fresca total e da massa seca total, foram
utilizadas plantas do mesmo tratamento, mas que nao sofreram fragmentacgao,
sendo que também foi feito o uso de balancas de precisdo e estufa de circulacao

forcada de ar.

Quantificacédo do Si
A determinagao do Si nas plantas de abacaxi foi feita colorimetricamente,

segundo o método descrito por Elliott & Snyder (1991).
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A concentragdo de 1,5 mM de Si utilizada neste experimento foi
determinada com base em resultados dos parametros cinéticos de absorcao de
acido silicico (Km de 0,15-0,35 mM e a Vmax 1,5-1,6 mM) encontrados em
trabalhos anteriores, em diferentes culturas (Tamai & Ma, 2003; Mitani. & Ma,
2005; Ma & Yamiji, 2006; Nikolic et al., 2007). O elemento Si foi adicionado como
K2SiOs a solucdo nutritiva e 0o K excedente introduzido pelo uso do silicato de
potassio foi subtraido do KNOs, e o nitrato foi suplementado com acido nitrico
diluido.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado
com quatro repeticbes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia
utilizando-se o programa Sisvar para Windows versdo 5.3 (Ferreira, 2011) e as
meédias foram comparadas pelo Teste de Tukey (5%) (Pimentel-Gomes, 2000) ou
pelo erro padrdo. A correlacdo e a analise de componentes principais (PCA)
foram realizadas por meio do programa XLSTAT/Excel® 2014.5.03.

RESULTADOS

Efeito do silicio na biomassa

A fertilizacdo foliar silicatada ndo alterou a biomassa vegetal, porém o
déficit hidrico a que as plantas foram submetidas promoveu cerca de 40% de
reducdo na biomassa (Tabela 2). Plantas tratadas com Si e irrigadas tiveram
maior crescimento da parte aérea, mas com um menor lancamento de folhas,
apresentando uma correlacdo negativa (-0,4752) entre estes parametros,
contrastando com a condicdo controle que apresentou correlacdo positiva
(0,7793) entre o incremento no numero de folhas totais e o crescimento da parte
aérea. Ao serem submetidas ao estresse hidrico, plantas tratadas ou ndo com
silicio mantiveram valores similares de crescimento da biomassa.

A concentracdo total de Si da parte aérea foi quantificada a partir da
matéria seca da biomassa total, e a maior quantidade deste elemento foi
encontrada nas folhas de plantas suplementadas e irrigadas (Tabela 2).
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Tabela 2: Efeito do silicio sobre a biomassa. Numeros de folhas (NF);
comprimento da parte aérea (CPA); massa fresca da parte aérea (MFA); massa
seca da parte aérea (MSA); Total de Si acumulado nas folhas Si (g kg?), em
plantas de abacaxizeiro “Vitéria”, em funcdo da aplicagao via foliar de silicio e
restricdo hidrica em condicdes controladas.

NF CPA (cm) MFA(g?') MSA (g?) Si(gkg?)
-Si +IRR 19.33 a 22.36 ab 38.87 a 3.56 ab 4.01b
+Si +IRR 16.66 ab 24.86 a 43.60 a 3.96 a 6.26a
-Si -IRR 1466 b 21.26 ab 23.03 b 3.16b 3.63b
+Si -IRR 15.66 ab 19.83 b 23.23 b 3.24b 4.55b
CV% 11.53 7.13 10.09 7.67 8.58

Médias seguidas por letras iguais, nas colunas, nao diferem entre si, pelo
teste de Tukey em 5%.

Parametros fotossintéticos

As trocas gasosas foram registradas por meio de um sistema (analisador
de trocas gasosas por infravermelho) IRGA, com trés medicbes em horéarios
distintos as 9,16 e 22h (Figura 1). Com DVP folha-ar de 1,4+0,2 KPa, o Unico fator
limitante foi a &gua, o periodo vespertino teve as maiores taxas A, Gs e E.

A taxa de fotossintese medida nas plantas de abacaxi quantifica valores
negativos no periodo da manha para os tratamentos hidratados, elevando a taxa
fotossintética no periodo da tarde estabilizado a noite (Figura 1A). A Razéo
A/Ci/Ca (FiguralC), indica o maior potencial fotossintético nas plantas sob
estresse hidrico e tratadas com silicio, no periodo das 16h.

A relagdo das concentragfes intercelular (Ci) e atmosférico (Ca) de CO:
(Figura 1B) foi maior no periodo matutino para as plantas com estresse hidrico,
apresentaram maior relacdo na quantidade de carbono do que as plantas
irrigadas. No periodo noturno todas as plantas apresentaram baixa relacdo de
Ci/Ca.

Os tratamentos com Si foliar tiveram efeitos inibitérios na E no periodo
vespertino e matutino, tanto em plantas com ou sem irrigacdo. Entretanto, no
periodo noturno sob estresse hidrico, aumentaram mais de sete vezes a taxa de

transpiragdo quando comparadas ao periodo da tarde (FiguralD).
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Figura 1. Fotossintese (A), Relacdo concentracdo de CO: interna e externa (B);
Potencial fotossintético (C); Transpiracdo D, em funcdo dos horarios, manha,
tarde e noite (9,16 e 22h), em mudas de abacaxi “Vitéria” micropropagado, com
aplicacé@o de silicio via foliar e submetido ao estresse causado por falta de agua
no substrato em condicdes controladas. Barras representa erro padrdo da média
(n=3)

Em tratamentos de estresse hidrico sem Si, houve reducdo de 71% da
capacidade fotossintética, enquanto as plantas sob as mesmas condicGes
tratadas com Si apresentaram reducao de 54%, quando comparadas ao controle
(Figura 2A). Esses ultimos diferem do controle com redugdo da condutancia e
transpiracdo estoméatica, com porcentagens proximas de 98%. A suplementagéo
com Si durante o estresse hidrico influenciou no aumento das taxas da WUE
(intrinseco e instantaneo) em ordem de grandeza maior do que 13 e 14 vezes,
respectivamente, das plantas suplementadas com/sem Si, mas sem estresse
(Figura 2E e 2F). As plantas tratadas com Si e irrigadas apresentam capacidade
fotossintética aproximadamente 25% menor em relagdo ao controle, durante o

periodo da tarde, mas néo diferiram significativamente (Figura 2A).
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Figura 2. Fotossintese (A), condutancia estomatica (B), transpiracdo (C), carbono
interno (D), eficiéncia intrinseca no uso da agua (E) e a eficiéncia instantanea no
uso da agua (F), no periodo da tarde nas mudas de abacaxi “Vitéria”
micropropagado, em funcéo da aplicacédo de Si via foliar e submetido ao estresse
causado por falta de agua no substrato em condigcbes controladas. Barras
representam erro padrdo (n=3). Letras distintas entre tratamentos indicam
diferencas estatisticas pelo teste de Tukey (a = 0,05).

Atividades hidroliticas

O estudo do metabolismo energético com foco nos sistemas primarios de
transducédo de energia foi aferido por meio de medidas de atividade das bombas
protonicas das células foliares do abacaxizeiro na fase vegetativa, avaliando suas
respostas a escassez de agua e ao Si. O estresse hidrico reduziu mais de 70% a
hidrolise de ATP da V-ATPase, independente do tratamento aplicado com/sem Si
(Figura 3C). As bombas de H* que usam o pirofosfato (PPi) como fonte de
energia, ndo apresentaram a caracteristica dependéncia por potassio (dados nao
mostrados), comumente encontrada nas pirofosfatases vacuolares de outras
espécies vegetais (Fuglsang et al., 2011). Porém, a V-PPase independente de K
apresentou reducdo de aproximadamente 40%, nos tratamentos sob estresse
hidrico, comparados ao tratamento com Si em condi¢des de hidratacdo. O Si
induziu efeitos atenuadores sobre a atividade das F-ATPases (Figura 3A), pois
elevou a taxa de hidrdlise a 12% em relacdo ao tratamento nas mesmas
condicOes de estresse. Também foram vistos efeitos moderadores nas bombas P-

ATPases no tratamento com Si sob condi¢cdes de estresse hidrico, com elevacéo
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de 30% das taxas hidroliticas quando comparado as plantas nestas mesmas
condi¢Oes de desidratagao (Figure 3B).

Também foi estimado o transporte de protons, pelo decréscimo da
fluorescéncia da sonda ACMA sensivel as diferencas de pH nas membranas
isoladas. A velocidade inicial de transporte de H* (ApH (Vo)) nas plantas sob
estresse hidrico e sem Si apresentaram maior reducéo para P-ATPase (65%) e V-
ATPases (50%), quando comparado ao controle (Tabela 2). A magnitude do
gradiente de H* gerado, representado através da diferenca de fluorescéncia
maxima (AFmax) gerada pelas bombas eletrogénicas, teve reducdo de mais de
40% nos tratamentos sob estresse hidrico para F-ATPases e P-ATPases, em
comparacao ao controle (Tabela 2).

Para monitorar a eficiéncia das bombas eletrogénicas, foi determinada a
taxa de acoplamento, ou seja, razéo entre a velocidade inicial do transporte de H*
(Vo) e a de hidrolise de ATP. Ao aumentar o transporte de H*, sem ocorrer
incrementos proporcionais na hidrélise do substrato, eleva-se o acoplamento das
bombas e, consequentemente, maior sera a eficiéncia do sistema energizador das
membranas celulares. Observa-se que as bombas de H* de membrana vacuolar
V-ATPase e V-PPase estdo mais acopladas 58% e 35%, respectivamente, em
plantas sob estresse hidrico sem Si, quando comparadas ao controle enquanto a
suplementacdo com Si parece antagonizar tal efeito de acoplamento induzido pelo

estresse (Figura 3G e 3H).

Tabela 2: Velocidade inicial de transporte de H* (V0O) e variacdo da fluorescéncia
maxima (AFmax) das bombas F-ATPase, P-ATPase, V-ATPase, V-PPase, nas
mudas de abacaxi “Vitoéria” micropropagado em fungdo da aplicagdo de Si via
foliar e submetido ao estresse causado por falta de agua no substrato em
condi¢des controladas.

Trat  VoF  VoP VoV  VoPPi  FuaF  FusP  FusV
|

-Si/+IR 7,10a 7,88a 13,94a 18,75a 13,28ab 29,13a 13,32a 77,87a
+Si/+IR 8,95a 5,32ab 14,08a 16,52a 15,75a 26,56ab 12,69a 81,08a
-Si/-IR 5,75a 2,76b 6,86b 18,96a 7,88b 18,38b  6,08b  79,56a
+Si/-IR 6,28a 3,06ab 8,12ab 13,72a 8,15b 17,66b 6,87ab 73,48a

CV (%) 23,75 2448 12,08 16,66 24,44 17,56 15,55 25,44

Médias seguidas por letras iguais, nas colunas, néo diferem entre si, pelo
teste de Tukey em 5%.
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Figura 3: Atividade de hidrolise da F-ATPase (A), P-ATPase (B), V-ATPase (C), V-
PPase (D). Acoplamento das bombas F-ATPase (E), P-ATPase (F), V-ATPase
(G), V-PPase (H), nas mudas de abacaxi “Vitoria” micropropagado, em funcéo da
aplicacdo de Si via foliar e submetido ao estresse causado por falta de agua no
substrato em condigbes controladas. Barras representam erro padrédo (n=3).
Letras distintas entre tratamentos indicam diferengas estatisticas pelo teste de
Tukey (a = 0,05).

Analise multivariada
A andlise de componentes principais explicou 86,67 % da variabilidade total
nas duas primeiras componentes distribuidas no grafico (Figura 4). O tratamento

com Si em plantas bem hidratadas influenciou de forma positiva a atividade
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hidrolitica das bombas de H*, a velocidade inicial de transporte de H* da V e F-
ATPase, em conjunto com os parametros de crescimento MF, MS, NF e A. As
plantas sem aplicacdo de Si e bem hidratadas apresentaram maior relacdo para
as taxas de E e gs, assim como na velocidade inicial no transporte de H* para a P-
ATPase e PPi-ATPase. As plantas nado tratadas com Si e desidratada por falta de
irrigacao tiveram variagdo negativa para o eixo 1. As bombas eletrogénicas PPi e
V-ATPase apresentaram 0s maiores acoplamentos nesta situacdo de estresse,
sem a suplementacdo com Si. No tratamento em condicGes de estresse hidrico e
suplementado com Si, apresentou relacdo negativa com as maiores proporc¢des
de A/E, Algs, Ci, Ci/Ca.

6 B AC-P Vo'PpI
ST Ac-Ppi
4 L
(-SilFIRR) , E
3} S Ac-V gs X?:')P
< 2 r N.F.
o 1 L o (-Si/+IRR)
< MS
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Figura 4: Analise da Componente Principal (PCA) de parametros fotossintéticos,
Massa Fresca (MF), Massa Seca (MS), Numero de Folhas (NF), Altura da planta
(AP), Atividade hidrolitica (Hid), Velocidade inicial (Vo) e Acoplamento (Ac). Nas
mudas de abacaxi “Vitéria” micropropagado, em funcéo da aplicagao de silicio via
foliar e submetido ao estresse causado por falta de agua no substrato em
condi¢des controladas.
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DISCUSSAO

O Si tem sido relatado por aumentar a biomassa e a resisténcia a varios
estresses em plantas, particularmente as gramineas de importancia agricola
(Broadley et al., 2012), sendo considerado benéfico para algumas das culturas
mais importantes, tais como: arroz, milho, trigo, sorgo, cevada, cana-de-acucar e
tomate (Ahmed et al., 2011; Ashraf et al., 2010; Gong et al., 2005; Hattori et al.,
2005; Romero-Aranda et al., 2006). Por outro lado, pouca atengcdo tem sido
direcionada aos potenciais efeitos do Si em frutas tropicais. Neste trabalho,
explorou-se esta tematica, estudando mudas de abacaxizeiro em estadio de
aclimatizagcdo. Os resultados apresentados mostram aumento da taxa
fotossintética nas plantas sob estresse hidrico (Figura 2A), em paralelo com uma
modulacdo das principais bombas proténicas (Figura 3A), de cuja atividade
depende o balanco producdo/consumo de ATP. Tais efeitos podem estar
associados a protecdo do aparato bioenergético proporcionado pela adicdo do Si
nas folhas. Segundo Song et al. (2014), a adicdo de Si pode proteger 0s
pigmentos fotossintéticos e também minorar os danos a ultraestrutura dos
cloroplastos causados, por exemplo, pelo excesso de radiacdo luminosa e o
acumulo de radicais livres.

Os parametros fotossintéticos incluindo a taxa fotossintética, a transpiracao
e a condutancia estomatica atingiram os maiores valores no periodo vespertino,
sendo que os maiores niveis de concentracdes intercelular e atmosférica de CO:
ocorreram no periodo matutino. As taxas de assimilacdo de CO:2 podem ser
maiores no periodo diurno do que no noturno, porém, variando com as condi¢des
de cultivo (Figura 1B e 1 D). Plantas em condicbes CAM, possuem um
mecanismo de controle do fechamento estomatico progressivo no inicio da
manha&, quando inicia o processo de descarboxilacdo do malato e a sua abertura
ocorre no final da tarde, quando, geralmente, as reservas de malato ja estdo
esgotadas (Luttge, 2008; Carr, 2012).

No periodo vespertino, o potencial fotossintético das plantas sob estresse é
favorecido pelo Si (Figura 1C), o que pode estar diretamente relacionado com o

fechamento estomatico e maior acumulo de Ci (Taiz & Zeiger, 2013). Assim, as
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plantas proporcionam melhor aproveitamento da agua com menor perda por
evapotranspiragao (figura 2E e 2F).

A funcionalidade dos estdbmatos em plantas sob estresse hidrico €
fundamental para determinar a sua sobrevivéncia. A transpiracdo das folhas
ocorre através dos estdmatos e parte atraves da cuticula (Ma, 2004). Porém o
abacaxizeiro esta associado a caracteristicas anatdbmicas que minimizam a perda
de agua, pois as cuticulas sdo espessas, as células da epiderme e do mesofilo
foliar tém grandes vacuolos e os estdbmatos tém aberturas pequenas (Braga et al.,
2011). Curiosamente, a deposicéo do Si ocorre com maior frequéncia nas regides
onde a 4gua é perdida em grande quantidade, ou seja, seguindo 0 mesmo sentido
do fluxo de agua, na epiderme foliar junto as células-guarda dos estématos e
outras células epidérmicas (Korndorfer, 2006). Tem sido sugerido que tais
acumulos de silica nos tecidos e 6rgaos de transpiracdo promovem a reducao na
perda de &gua por limitar mecanicamente a abertura dos estdmatos, reduzindo o
estresse causado pela indisponibilidade de agua no solo para planta (Ma &
Yamaiji, 2006).

O mecanismo de abertura estomatica também depende da atividade de
bombas eletrogénicas de ions H*, que geram as forcas proton-motrizes através da
plasmalema e do tonoplasto, energizando o acumulo vacuolar e o transporte
bidirecional de varios compostos, ions e metabdlitos, controlando a homeostase
ibnica e o turgor das células guarda (Taiz & Zeiger, 2013). A Gs e E das plantas
de abacaxi sob estresse hidrico (Figure 2B e 2C) exigiram maior acoplamento das
bombas vacuolares (Figura 3G e 3H), quando comparadas as plantas com
irrigacdo. Isto mostra o aumento de eficiéncia especificamente das H*-ATPases
vacuolares em resposta ao estresse hidrico. A entrada de agua nas células é
regulada pelo transito de ions e produtos metabdlicos para dentro do vacuolo que
geram a pressdo osmotica vacuolar, a qual depende do bombeamento
eletrogénico de prétons. O Si pode estar envolvido na modulacdo das bombas
protbnicas, atuando para amenizar efeitos deletérios sobre a energética da
membrana vacuolar do abacaxizeiro como resposta a falta de agua. A sinalizacao
ibnica fornece respostas do estresse hidrico nesta planta, assim essas proteinas
vacuolares podem ser utilizadas como marcadores bioquimicos de respostas

adaptativas ao estresse hidrico (Venancio et al., 2014).
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A aclimatizacdo do abacaxizeiro é um processo lento, no qual as mudas
micropropagadas podem ficar de seis a oito meses em casa de vegetagao e o seu
desenvolvimento pode ser favorecido pelo uso de substratos propicios ao
crescimento de mudas (Escalona et al., 1999; Bartholomew et al., 2002). A
utilizagcdo do substrato comercial neste trabalho estabelece proximidades ao
produtor de mudas, que climatiza as plantulas em sua propriedade antes de leva-
las para o campo. A presenca de Si nas mudas de abacaxizeiro que né&o
receberam adubacéo foliar silicatada pode ser devido ao substrato utilizado, pois
0 Si é o0 segundo elemento mais encontrado na natureza (Ma et al., 2001).

A altura das plantas e o numero de folhas/planta podem ser utilizados para
determinar o0 momento de transplantio para o campo (Cunha et al.,, 1999;
Reinhardt et al., 2000). Neste estudo, a adubacdo foliar com Si favoreceu o
crescimento das plantulas (Tabela 2). Segundo Broadley et al. (2012) a interacéo
do Si com constituintes como a pectinas e polifenéis podem aumentar a
elasticidade da parede celular ajudando no crescimento da planta. Porém, a
limitacdo induzida no numero de folhas ndo pode ser explicada pelo mesmo
mecanismo e sugere uma acao endogena do Si, mais do que somente em
constituintes da parede celular.

Os resultados da variabilidade total dos dados analisados por PCA teve
explicacdo de 65,91 % no eixo 1 e 20,76% no eixo 2 (Figura 4). Observa-se no
quadrante inferior direito do gréafico a correlacao positiva entre as hidrélises das
bombas de H* e o tratamento com Si em plantas hidratadas. O elemento
potencializa efeitos eletroquimicos nas membranas celulares enquanto o uso do
Si nas plantas sob estresse hidrico, no quadrante inferior a esquerda do grafico,
tem maior potencial para a eficiéncia no uso da agua. A separacdo entre 0s
tratamentos hidratados e os sob estresse hidrico em cada quadrante, determina a
necessidade da irrigacédo para as plantas nesta fase de desenvolvimento, assim
como o uso do silicio para amenizar os efeitos degenerativos nas membranas

celulares e manter o potencial eletroquimico.
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CONCLUSAO

A adubacéo silicatada foliar mostrou ter clara correlagdo com as hidrélises
de substratos das bombas de protons, velocidade inicial do transporte de H* de V
e F-ATPases, massa fresca, massa seca e a fotossintese das plantas. As plantas
tenderam a reduzir a taxa transpiratoria e condutancia estomatica. Os resultados
mostram evidéncias do envolvimento do Si ha modulagéo das bombas protonicas
como uma resposta adaptativa da energética das membranas celulares do
abacaxizeiro, principalmente as P-ATPase e V-ATPases, em resposta ao estresse
hidrico.

O efeito mais marcante foi observado na potencializagdo dos parametros
fotossintéticos relacionados a eficiéncia no uso da &gua. Mas tal efeito, ja
observado em outras culturas, dado as correlacbes supracitadas, ndo pode ser
imputado sobre ao acumulo do Si nos 6érgdos transpiratorios. A modulacdo das
bombas indica influéncia nos mecanismos de controle da turgescéncia celular que
controlam, entre outras funcdes, a abertura e fechamento estomético.

A suplementacdo com Si também contribuiu no crescimento das plantas
nao estressadas, 0 que aponta para uma reducdo do tempo de aclimatizacédo de
mudas em casas de vegetacao.

Os resultados sugerem a existéncia de um mecanismo pelo qual o Si atua
elevando a eficiéncia da utilizacdo da dgua durante condi¢des de estresse hidrico,
e prové os primeiros insights para a elucidacdo de tal mecanismo que pelas
evidéncias geradas, requer investigacdes mais aprofundadas da bioenergética na
integracao entre os sistemas fonte fotossintéticos e mitocondriais com os drenos,
representados principalmente pelas fosfohidrolases das membranas plasmatica e

vacuolar.
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3.2.MODULACAO DO SISTEMA DE TRANSPORTE PROTONICO EM
Ananas comosus COMO RESPOSTA A HIPOXIA E A
SUPLEMENTACAO COM SILICIO

RESUMO

O abacaxizeiro (Ananas comosus L., Merril) é uma planta
monocotiledénea, herbacea e perene. O sistema radicular € fragil e o excesso de
agua pode acarretar diminuicdo na producdo por falta de aeracdo, podendo
ocorrer mudancas em todo o metabolismo energético. O transporte de nutrientes
e outros elementos benéficos como o Silicio (Si) é feito através de
transportadores especificos que usualmente exigem forca proton-motriz. Este
trabalho tem como objetivo analisar o potencial das principais bombas proténicas
das células como marcadores bioquimicos da acdo do Si em condicdes de
anoxia, estimando eletrofisiologicamente a participacdo da H*-ATPase tipo P no
transporte de H* acoplado ao de Si em tecidos vivos radiculares do abacaxizeiro
do cultivar “Vitéria”. Foram conduzidos experimentos em condi¢des controladas
em camara de crescimento na presenga ou auséncia de Si (1,5 mM SiOz) em
condi¢gdes normoxia ou anodxia. Foi determinada a dindmica do fluxo de protons,
utiizando o sistema SIET (Scannning lon-Selictive Electrodo Tecchique).
Oscilacgdes transientes do ion H* detectadas pelo SIET revelaram uma inverséo
completa do fluxo de H* nas células radiculares, de influxo na auséncia para
efluxo na presenca do Si. O ortovanadato, inibidor de ATPases do tipo P, inibiu

reversivelmente tanto o influxo quanto o efluxo de H*. Plantulas submetidas a
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condi¢cdes de andxia durante trés dias em solucdo hidropdnica foram submetidas
ao fracionamento celular para isolamento de vesiculas microssomais e
mitocondriais da base foliar e das raizes por centrifugacao diferencial. A atividade
ATPéasica e o transporte de H* foram mensurados colorimétrica e
fluorimetricamente, respectivamente. Tratamentos com o Si reduziu a eficiéncia
das bombas eletrogénicas P-ATPase e V-ATPase foliar. A ativacdo das bombas
de H* do tipo P-ATPases radiculares aumentaram 78% e 66% nos tratamentos
com Si com/sem aeracdo, respectivamente. Os resultados evidenciam o
envolvimento do Si na modulacdo das bombas eletrogénicas, para amenizar 0s
efeitos deletérios sobre a energética das membranas celulares do abacaxizeiro
como uma das respostas a hipdxia. Assim, pode induzir a ativacdo de bombas H*
do tipo P-ATPases e/ou inibir transportadores secundarios na zona de
elongamento desta cultivar 'Vitoria'.

Palavras-chave: P-ATPase, Ananas comosus, ‘Vitoria, Hidrolise, bombas

ABSTRACT

Pineapple (Ananas comosus L., Merril) is a monocotyledonous,
herbaceous and perennial plant. The root system is brittle and excess water can
lead to decreased efficiency due to lack of aeration and changes in electrogenic
pumps can occur and affect the entire energy metabolism. The transport of
nutrients such as silicon is done through specific conveyors, which requires
proton-motive force. This work aims to analyze the main proton pumps of the cells
as biochemical markers of the action of silicon under conditions of anoxia and to
estimate electrophysiologically the participation of the H* -ATPase type P in the
transport of silicon in root tissues of the pineapple of the cultivar "Vitoria".
Experiments were conducted under controlled conditions in growth chamber in the
presence or absence of Si (1.5 mM SiO2). The dynamics of the proton flux were
determined using the SIET (Scannning lon-Selictive Electrode Tecchique) system.
Transient H* ion oscillations detected by SIET revealed positive voltages (uV) in

the presence of Si. Sodium orthovanadate, an inhibitor of P-type ATPases,
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reversibly inhibited H* efflux. The second seedlings were submitted to anoxic
conditions for three days in hydroponic solution. The microsomal and
mitochondrial vesicles were isolated from the leaf base and roots by differential
centrifugation. ATPase activity and H* transport were measured colorimetrically
and fluorimetrically respectively. However, treatments with silicon reduced the
efficiency of the P-ATPase and V-ATPase foliar electrogenic pumps. However, it
may have caused a remedial effect on H*-PPase root. Activation of H* pumps of
the P-ATPase type, increased by 78% and 66% in Si treatments with/without
aeration respectively. The results evidenced the involvement of silicon in the
modulation of electrogenic pumps to reduce the deleterious effects on energy of
pineapple cell membranes as one of the responses to anoxia. Thus, it can induce
the activation of H* pumps of the P-ATPases type and/or inhibit secondary
transporters, in the elongation zone of this cultivar 'Vitoria'.

Key words: P-ATPase, Ananas comosus, 'Vitoria', hydrolysis, pumps

INTRODUGCAO

A deficiéncia de oxigénio no sistema radicular pode ocorrer com frequéncia
na natureza, prejudicando o crescimento e o desenvolvimento da maioria das
plantas em algum momento durante o seu ciclo de vida (Kennedy et al., 1992;
Jackson et al., 1982). No campo, as raizes podem estar sujeitas a deficiéncia de
oxigénio por eventos naturais, como solos adensados, chuvas intensas e
inundacdes, ou ainda em decorréncia de atividades agricolas, como irrigacdes
excessivas, solos compactados ou mal drenados (Kennedy et al., 1992).

A disponibilidade de oxigénio para as plantas, seja em condigbes naturais
ou experimentais, pode variar desde niveis normais (normoxia) a deficiéncia
(hipoxia) e até a auséncia total de oxigénio (anoxia) (Drew, 1997; Kennedy et al.,
1992). A normoxia prevalece durante o tempo que a oferta de oxigénio nao limita
a fosforilagdo oxidativa. O sistema radicular passa por hipdxia, quando o
metabolismo celular € alterado e limita a producdo de ATP pelas mitocondrias e

absorcdo de minerais pelas raizes, enquanto que na anoOxia a producao
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mitocondrial de ATP € insignificante em comparacao com a gerada pela glicolise e
fermentacao (Perata et al., 2011; Liao & Lin, 2001; Sousa & Sodek, 2002; Felle,
2005).

O abacaxizeiro € uma cultura de elevada importancia para milhares de
produtores rurais em todos os estados brasileiros e ocupa posi¢cdo de destaque
na producdo mundial (IBGE, 2016; FAOstat, 2014). Apesar de ser pouco exigente
ao tipo de solo ou substrato utilizado para o plantio, é necessario que este tenha
boa drenagem e aeracao, pois o sistema radicular € fragil e o excesso de agua
pode acarretar diminuicdo do desenvolvimento estrutural e/ou funcional das
raizes, por falta de aeracdo, com consequente perda de produtividade, além de
perdas na qualidade do fruto (Cunha et al., 2005; Souza & Reinhardt, 2009).

As melhorias no manejo e tecnologias de producdo buscam aumentar a
produtividade nas culturas de importancias agron6micas. Diversos trabalhos
evidenciam os beneficios do fornecimento de Si a plantas sob condi¢cdo de
estresse bidticos e abidticos (Epstein, 1999; Richmond & Sussman, 2003; Ashraf
et al., 2010; Hasanuzzaman et al., 2013).

O Si é absorvido na forma de &acido monossilicico (H4SiO4), através de
transportadores localizados na exoderme e endoderme das raizes (Mitani & Ma,
2005; Ma et al., 2006, 2007; Mitani et al., 2009). Os genes, responsaveis por
codificar transportadores de Si Lsl e Ls2 foram identificados em plantas de arroz,
trigo e cevada, contribuindo para o fato de que existe um processo passivo aliado
ao processo ativo na absorcao de Si (Ma & Yamaiji, 2008). Apds absorvido pelas
raizes, o Si se move apoplasticamente por fluxo transpiracional no xilema da raiz
para a parte aérea, onde € polimerizado na parede celular dos tecidos
fotossintéticos na forma de silica amorfa (Ma & Yamii, 2006).

A maioria dos tecidos das plantas tolera a andxia por curtos periodos de
tempo antes de ocorrerem danos irreversiveis, que pode induzir uma crise de
energia nas células vegetais e levar a morte celular (Kennedy et al., 1992; Perata
et al., 2011; Koizumi et al., 2011). Considerando que a aplicacdo do Si tem
amenizado diversos tipos de estresses em plantas de importancia agronémica e o
modo de absorcdo deste elemento ainda ndo é compreendido para plantas de
abacaxi. Este trabalho tem como objetivo analisar as principais bombas
protbnicas das células como marcadores bioquimicos da ag¢do do Si em

condicbes de anoOxia e estimar eletrofisiologicamente a participacdo da H*-

39



ATPase tipo P no transporte de silicio em tecidos vivos radiculares do

abacaxizeiro do cultivar “Vitoria”.

MATERIAL E METODOS

Condicdes do crescimento das plantas
Os experimentos foram conduzidos em condi¢cfes controladas na camara
de crescimento no Campus da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF), localizada em Campos dos Goytacazes-RJ. As condigbes
ambientais para cultivo foram: fotoperiodo de 14h/10h (luz/escuro) com
luminosidade de 400umol m? s (fluxo de fétons fotossintéticos), umidade relativa
do ar de 70% e temperatura 28/24°C (diurna/noturna). Foram utilizadas plantulas
de abacaxizeiro (Ananas comosus L. Merril) cultivar “Vitéria” provenientes de
cultura de tecidos adquiridas no Laboratério de Biotecnologia BIOMUDAS,

localizado em Venda Nova do Imigrante-ES.
Assim, foram conduzidos dois trabalhos experimentais com silicio: o
primeiro para determinar a dindmica do fluxo de prétons e o segundo as plantulas

foram submetidas a condi¢des de andxia em solucédo hidropénica.

Determinagcdo dos fluxos de H* radicular, utilizando o sistema de
eletrodos vibrateis ions-seletivos (SIET)

Para quantificar o fluxo extracelular de prétons, foi utilizado o sistema SIET
de eletrodos vibratil ions-seletivos, que consiste de uma microssonda vibratil
seletiva ao proton, capaz de medir pequenas correntes elétricas extremamente
pequenas que fluem através de um meio liquido condutor (Feijé et al., 1999; Zonia
et al., 2002; Ramos et al., 2009). Fazendo-se uso de células vivas em tecidos
radiculares das plantulas de abacaxi pouco desenvolvidas, ou seja, as raizes
maduras foram extirpadas e regeneradas em agua deionizada até o comprimento
de 2 a 3 cm, isto foi utilizado para evitar ruidos captados pela microssonda no

momento da leitura. Logo depois receberam a solugdo nutritiva de Hoagland a %
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da forca ibnica (Hoagland & Arnon, 1950) durante 72 h na presenca ou auséncia
de Si (1,5 mM (SiO2).

O eletrodo foi produzido a partir de micro capilares de boro-silicato, com
diametro exterior de 1,5 mm e 1,12 mm de diametro interior (www.sutter.com),
utilizando o aparelho Puller Flaming Brown, Sutter P-98 (Sutter Instruments,
Novato, CA). Os microelétrodos foram colocados sob um suporte de vidro coberto
por um becker de vidro (1L) e secos em estufa a 250° C por 3 horas. Logo depois,
realizada a silanizacdo dos microcapilares, por exposicdo a vapor de N, N-
dimetiltrimetilsilamina (CsH1sNSi, Fluka 41716), ainda na estufa por 20 minutos
foram deixados para secar por mais 3 horas, na mesma temperatura. Apés a
vaporizacdo com silano (CsHisNSi), os microelétrodos foram preenchidos com
uma solucao de eletrdlito (KCl), correspondente a uma coluna de 1,5 mm do
eletrodo. Apds esta etapa, a ponta foi preenchida, com 20 a 25 um do coquetel
seletivo, contendo o iondforo respectivo ao H* (Fluka, Milwaukee, WI). Para
estabelecer o contato elétrico com o meio, foi inserido na extremidade basal do
microelétrodo, um suporte com um eletrodo de Ag/AgCl (World
Precisioninstruments, Inc.). Um eletrodo de referéncia, composto de uma ponte
de KCI 3M liquido, fechada na extremidade com um polimero semipermeével
(World Precisioninstruments) foi inserido no meio de banho da amostra. Os sinais
foram medidos pelo amplificador (www.applicablelectronics.com), a vibracdo e o
posicionamento do eletrodo foram obtidos através de motores posicionais
(stepper-motors), os quais permitem o movimento tridimensional. O controle dos
motores, a aquisi¢cao de dados e o0 seu processamento preliminar foram ajustados
no software ASET (Science Wares [East Falmouth, MA] -
www.sciencewares.com). A calibracdo dos eletrodos foi por medicédo do potencial
(mV) registrado em trés solucdes tampédo de fosfato de potassio com o pH
conhecido: 5,0, 6,0 e 7,0 dado que as concentracdes abrangem as condi¢des dos
meios utilizados.

A coleta dos dados da microssonda vibratil seletiva foi realizada pelo
software ASET, o qual forneceu a informagdo necessaria para calcular o fluxo
ibnico em um determinado ponto [X, y, z] do espaco, por meio da lei de Fick (J =D
(dc/dx)). O coeficiente de difusdo (D) é um valor tabelado para cada ion (de
acordo com Handbook of Chemistry and Physics, Chemical Rubber Co.). A

diferenca espacial (dx) resulta do célculo da distancia entre os dois pontos em
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que foram realizadas as medi¢cdes das concentragdes para célculo do fluxo (15
pm). A diferenga de concentragdo (dc) é um vetor que varia ao longo do ensaio.
Em cada ponto, a concentracdo pode ser calculada a partir do valor de mV
registrado no dado ponto e da equacao previamente determinada para o ionoforo
durante o processo de calibragdo. Durante as andlises das raizes do
abacaxizeiro, o pH do meio foi mantido em 5,70+0,1. Neste trabalho experimental

foram utilizadas trés repeticdes e dois tratamentos.

Aclimatizacdo das mudas de abacaxi em sistema hidropoénico

Para melhor adaptacdo das plantas e homogeneizacao das raizes, todo o
sistema radicular maduro foi extirpado. Logo, foram colocadas 2 plantulas em
pote de 500ml com agua deionizada, ligados a uma bomba de ar acionada por um
timer analdgico programado para o periodo de 15 minutos a cada hora.

Aos 15 dias todas as plantulas ja estavam com novas raizes e receberam a
solugéo nutritiva de Hoagland a % forga ibnica (Hoagland & Arnon, 1950). Esta foi
preparada com agua deionizada contendo as seguintes quantidades e respectivas
fontes na composicdo: 0,25 mM (NH4)2SO4; 0,98 mM MgSOa4.7H20, 2.49 mM
KNOs, 2 mM Ca (NO3)2.4H20, 0,5 mM KH2PO4, 20 pM Fe-EDTA, 5.0 uM MnSOa4,
0.38 UM ZnS04.7H20, 0,15 pM CuSOa4. 5H20, e 23 pM HsBOs. O pH da solucéo
foi ajustado para 5,6-5,8 com HCI| ou NaOH.

Aos 60 dias de cultivo em solucdo nutritiva, as plantulas receberam os
tratamentos com 1,5 mM Si ou sem Si durante 30 dias. As solucdes nutritivas
foram renovadas a cada trés dias. Para inducdo de anoxia, o sistema de aeracao
foi desligado durante 72 horas (trés dias).

Neste trabalho foi adotado o delineamento experimental em blocos
casualizados em esquema fatorial 4x4 (quatro tratamentos com quatro repeticdes

utilizando a cultivar ‘Vitéria’).

Obtencdao da fragdo mitocondrial e microssomal

No final do experimento, foram separados e coletados os tecidos mais
jovens das folhas (a parte basal) e das raizes (as pontas) e por centrifugacao
diferenciada foram isoladas as fracbes mitocondriais e microssomias, como
descrito por Faganha & de Meis (1998), com modificagcdes. As amostras de

tecidos frescos de folhas e raizes (5g) foram maceradas e homogeneizadas em
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meio tamponado composto por 250 mM de sacarose, Glicerol (10%), 2 mM de
DTT, 5 mM EDTA, PVP-40 (0,4%), 100 mM KCI, BSA (0,3%), 1 mM PMSF, 1 mM
Benzamidina, 50 mM HEPES-KOH (pH 7,5), na relac&o peso do tecido/volume de
tampdao de 1:2. O homogenato foi filtrado e submetido a primeira centrifugacéo a
1500 xg por 15 minutos para remocao de células ndo rompidas e nucleos. O
sobrenadante foi coletado e submetido & nova centrifugacdo, 10.000 xg por 15
minutos. O precipitado (Pellet), fracdo mitocondrial, foi ressuspenso em 2,5 ml de
solucédo tampdo HEPES-KOH (pH 7,5) com: Glicerol a 10%, DTT 1 mM, PMSF 1
mM, Benzamidina 1 mM, e EDTA 5 mM. Enquanto o sobrenadante desta ultima
centrifugacéo foi ultracentrifugado a 100.000 xg, por 30 minutos. Obtendo-se o
pellet relacionado a fracdo microssomal, este foi ressuspenso em 2,5 ml de
solucdo tampdo HEPES-KOH (pH 7,5) com: Glicerol a 10%, 1mM DTT, 1 mM
PMSF, 1 mM Benzamidina, e 5 mM EDTA. A dosagem de proteina das fracées foi

determinada pelo método descrito por Bradford (1976).

Atividade das H*-ATPases

As atividades ATPasicas e pirofosfatasicas foram determinadas por
colorimetria de fosfato inorgéanico (Pi) liberado durante a hidrélise de ATP ou PPi
(Fiske & Subbarow, 1925). As leituras foram realizadas em espectrofotbmetro
(Shimadzu UV-2000) a 750 nm.

Monitoramento do gradiente de prétons

O transporte de protons foi estimado como descrito por Michelis &
Spanswick (1986), com modificacdes de Facanha & de Meis (1998), mediante o
monitoramento da taxa de decréscimo da fluorescéncia/minuto da sonda
metacromatica ACMA (9-amino-6-cloro-2-metoxiacridina), excitada sob um feixe
de luz em comprimento de onda 415 nm e a emissdo captada 485 nm no

fluorimetro.

A dose de 1,5 mM de Si utilizada foi determinada com base em resultados
dos parametros cinéticos de absorcao de acido silicico, encontrados em trabalhos
anteriores (Tamai & Ma, 2003; Mitani & Ma, 2005; Ma & Yamji, 2006; Nikolic et al.,
2007). A constante de Michaelis-Menten (Km) de 0,15-0,35 mM, e a Velocidade

maxima (Vmax) 1,5 - 1,6 mM, para diferentes culturas. O elemento Si foi adicionado
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como K2SiOs3 a solugdo nutritiva. Sendo que o K excedente introduzido por silicato
de potassio foi subtraido do KNOs, e o nitrato foi suplementado com &cido nitrico
diluido.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as medias foram
comparadas pelo Teste de Tukey (5%), utilizando-se o programa Sisvar para
Windows verséo 5.3 ou pelo erro padrao (Pimentel-Gomes, 2000; Ferreira, 2011).

RESULTADOS

As plantas submetidas a condicdes de hipdéxia e normdxia nao
apresentaram diferencas significativas em termos dos parametros de crescimento,
massa fresca e quantidade de folhas emitidas, com ou sem silicio na composi¢ao

da solugao nutritiva, nas condigdes de cultivo hidropdnico testadas (Figura 1).
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Figura 1- (A) Massa fresca da parte aérea; (B) Massa fresca das raizes; (C)
Numero total de folhas langadas, em mudas de abacaxi “Vitéria” micropropagado,
cultivado em solugao nutritiva com/sem Si e submetido ao estresse causado por
falta de aeragdo durante 72 horas. Barras representam desvio padrdo (xSD).
Letras distintas entre tratamentos indicam diferengas estatisticas pelo teste de
Tukey (a = 0,05).

Atividades das bombas protbnicas
Plantulas de abacaxi tratadas com Si e submetidas ao estresse foram
avaliadas a partir das vesiculas isoladas nos tecidos celulares das folhas e raizes
com a finalidade de conhecer o potencial energético das bombas proténicas. Os
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tecidos foliares tiveram baixa atividade de hidrélise de ATP para as bombas do
tipo P e V em boas condi¢cdes de aeracdo e tratadas com Si, enquanto as H*-
PPases, sem apresentar a caracteristica de dependéncia do potassio na sua
atividade, apresentou maiores taxas para nos tratamentos com aeracdo com/sem
silicio, mostrando-se pouco ativas na falta de oxigenacdo da solucdo nutritiva. As
bombas mitocondriais (F-ATPases) apresentam respostas inibitérias nos
tratamentos sob auséncia de oxigenacédo, no entanto, a presenca de Si aumentou

significativamente a atividade de F-ATPase nestas condi¢des. (Figura 2).
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Figura 2: Atividade de hidrélise de ATP da F-ATPase (A), P-ATPase (B), V-
ATPase (C), V-PPase (D), em vesiculas isoladas de bainhas foliares nas mudas
de abacaxi “Vitéria” micropropagado, cultivado em sistema hidropdnico com/sem
Si e submetidas ao estresse por 72 horas sem aeracdo. Barras representam erro
padrdo (n=4). Letras distintas entre tratamentos indicam diferencas estatisticas

pelo teste de Tukey (a = 0,05).

A presenca do Si na solugéao hidroponica ativou as bombas da membrana
plasmatica e do tonoplasto nos tecidos radiculares. A P-ATPase apresentou

aumento de 78% e 66% da atividade de hidrélise de ATP nos tratamentos com e
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sem aeracao, respectivamente, quando comparado ao controle (Figura 3B). As V-
ATPase aumentaram 80% e 75% nos tratamentos com e sem aeracao,
respectivamente, a mais do que o controle (Figura 3C). As bombas tipo V-PPase
aumentaram com a presenca do Si, mas também com auséncia de oxigenacéo na
solugdo nutritiva, porém, o Si sob condicdes de estresse induziu efeitos
amenizadores nestas bombas (Figura 3D). As F-ATPases néo diferiram entre os

tratamentos aplicados (Figura 3A).
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Figura 3: Atividade de hidrolise de ATP da F-ATPase (A), P-ATPase (B), V-
ATPase (C), V-PPase (D), em vesiculas isoladas de raizes de mudas de abacaxi
“Vitéria” micropropagado, cultivado em sistema hidropdnico com/sem silicio e
submetidas ao estresse por 72 horas sem aeracdo. Barras representam desvio
padrdao (£SD). Letras distintas entre tratamentos indicam diferencas estatisticas

pelo teste de Tukey (a = 0,05).

Gradiente de H*
Foram mensurados os transportes de H* da F-ATPase, P-ATPase e da V-

ATPase. Nas folhas, foi observado que a velocidade inicial (Vo) da
F-ATPase foi estimulada pela falta de oxigenacdo na solugdo nutritiva, atingindo o

dobro do transporte detectado no tratamento em aeracdo. Ativacdo esta que
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também pode ser verificada pelo aumento na magnitude total do gradiente de H*
(AFmax) entre controle e plantas ndo aeradas (Figura 4A e 5A). O uso do Si
reduziu a Vo da P-ATPase em 49% e 51% nos tratamentos em nomoxia e anoxia,
respectivamente, em relacdo ao controle (Figura 4B). Para a V-ATPase, nas
condicbes de estresse ndo houve alteracbes para Vo e AFmax junto aos
tratamentos com Si (Figura 4C e 5C).

No sistema radicular, o transporte de prétons da F-ATPase na auséncia de
oxigenacao foi reduzido em 57% no tratamento sem Si e em 34% com Si em
relacdo ao controle aerado (Figura 4D). A P-ATPase das células radiculares
apresentou a maior Vo no tratamento com Si em condi¢cées de normédxia, porém,
em condicdes de hipoxia houve inibicdo desta bomba na presenca Si (Figura 4E).
A falta de oxigenagdo causou aumento da Vo e Fmax na V-ATPase radicular em
comparacao ao controle, sendo que o uso do Si somente atenuou este efeito

estimulatorio (Figura 4F e 5F).
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Figura 4: Velocidade inicial de transporte de H* (Vo) nas bainhas foliares:
mediadas pela F-ATPase (A), P-ATPase (B), V-ATPase (C); e nas raizes:
mediadas pela F-ATPase (D), P-ATPase (E), V-ATPase (F). As analises foram
feitas em vesiculas extraidas de plantas de abacaxi, cultivadas em sistema
hidroponico com/sem Si, submetidos por 72 horas a auséncia de aeracgéo.
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Figura 5: Variacdo da fluorescéncia maxima do transporte de H* (AFmax) em
microssomas de bainhas foliares: mediadas pela F-ATPase (A), P-ATPase (B), V-
ATPase (C); e nas raizes: mediadas pela F-ATPase (D), P-ATPase (E), V-ATPase
(F). As andlises foram feitas usando a sonda ACMA sensivel a ApH em vesiculas
membranares extraidas de plantas de abacaxi cultivadas em sistema hidropdnico
com/sem Si, submetidos por 72 horas sem aeragao.

Acoplamento das bombas protbénicas

A razdo entre velocidade inicial do transporte de H* (Vo) e a hidrélise de
ATP permite determinar a eficiéncia das bombas eletrogénicas. Nos tecidos
foliares, as bombas tipo V apresentaram maior acoplamento no tratamento com Si
e aeradas, quando comparadas com o mesmo tratamento sem aeracéo (Figura
6C). As bombas tipo P ndo apresentaram diferencas entre os tratamentos (Figura
6B). Nas atividades da H*-PPase nao foi detectado transporte de H* para nenhum
tratamento nestas condicdes de cultivo (Dados ndo mostrados). Ja as F-ATPase,
em condicbes normais de aeracdo e sem silicio, apresentam um menor
acoplamento quando comparadas com plantas sem aeracao (Figura 6B).

O indice de acoplamento das bombas de H* do sistema radicular mostra
comportamento semelhante entre as bombas de H* da membrana plasmatica e
de vacuolo, ambas mais acopladas nos tratamentos sem Si, aeradas ou nao
aeradas (Figura 6E e 6F). Nas bombas mitocondriais da raiz, ocorre maior
acoplamento para os tratamentos sob deficiéncia de oxigenagdo, porém as

plantas sem Si apresentaram a menor eficiéncia entre os tratamentos (Figura 6D).
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A relagéo da eficiéncia das bombas, em raizes e folhas, permite determinar
a distribuicao funcional e energética das proteinas. A correlacdo entre F-ATPase
foliar e radicular mostra valores positivos para as plantas cultivadas na presenca
de Si e submetidas a deficiéncia de oxigenacdo (r=0,7991), os demais
tratamentos apresentaram valores fortes e moderados, mas negativos ((-Si/C/ar
r=-0,8502); (+Si/C/ar r=-0,9699), (-Si/S/ar r=-0,6698)).
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Figura 6. Acoplamento das bombas de H* em microssomas de bainhas foliares: F-
ATPase (A), P-ATPase (B), V-ATPase (C); e nas raizes: F-ATPase (D), P-ATPase
(E), V-ATPase (F), em mudas de abacaxi “Vitéria” micropropagado cultivado em
aplicacdo com/sem Si e submetido ao estresse causado por falta de aeracao
durante 72 horas. Barras representam desvio padréo (£SD). Letras distintas entre
tratamentos indicam diferencas estatisticas pelo teste de Tukey (a = 0,05).

Dindmica do fluxo de H*

Para estimar a eletrofisiologia da participacdo da H*-ATPase tipo P no
transporte de silicio em tecidos vivos radiculares das plantulas de abacaxizeiro
“Vitéria”, foram analisados os fluxos de prétons utilizando o sistema SIET
(Scannning lon-Selictive Electrodo Tecchique). Oscilacbes transientes do ion H™,
detectadas pelo SIET, revelaram efluxos na presenca do Si e influxos na auséncia
deste. O ortovanadato de soédio, inibidor de ATPases do tipo P, inibiu
reversivelmente ambos, tanto os influxos quanto os efluxos de H* (Figura 7). O pH
da rizosfera néo foi alterado pela adigédo de silicio na solugéo.
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Figura 7- Diferenca de voltagem (uV) medido por uma microssonda vibrétil
seletiva a H*, na zona de alongamento de raiz de plantula de abacaxi
microproagado, cultivado por 72 h em solugdo nutritiva com % da forga ibnica
(Hoagland & Arnon, 1950) sem ou com 1,5 mM Si por 72 h.

DISCUSSAO

A massa fresca da folha e raiz e o nimero de folhas lancadas ndo apresentaram
diferencas significativas, sugerindo que nao houve sério comprometimento do
desenvolvimento da planta, a qual € uma bromelidcea de crescimento lento.
Todavia, ainda que a hipoxia induzida ndo tenha provocado danos perceptiveis no
crescimento das plantulas, efeitos no metabolismo energético foram claramente
evidenciados por meio das analises in vitro e in vivo de atividades das principais
bombas protbnicas de suas células radiculares e foliares.

Os resultados mostram que quando o cultivo é feito na auséncia de Si e
submetido a condi¢des de hipodxia, a F-ATPase é mais eficiente na parte aérea do
gue no sistema radicular (Figura 5A e 5D). O sistema de aeracdo mantém altos
niveis de oxigénio proximo das raizes, com isto, pode ser armazenado gases em
grandes espacos intercelulares corticais, para suprir as mitocondrias (Taiz &
Zeiger, 2013). As plantas podem desenvolver aerénquima como resposta a
escassez de oxigénio, que funcionam como um reservatério de gas (Aliscioni,
2000; Barboza et al., 2006). A inibicdo induzida por hipoxia da fosforilacdo
oxidava mitocondrial, resulta em uma crise energética que interfere na producao

de ATP, necesséria para 0os processos celulares (Gibbs & Greenway, 2003). A
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medida que o géas se desloca da superficie da raiz para as células no centro, ndo
h& oxigenacdo suficiente para a respiracdo celular, assim ocorre a reducao na
producdo de ATP, podendo levar a morte celular (Taiz & Zeiger, 2013). Assim, a
presenca do Si na solucdo nutritiva em condigcdes de andxia proporcionou maior
distribuicdo energética na planta, visto através do acoplamento das bombas, ou
seja, 0 Si pode ter amenizado efeitos deletérios celulares no sistema radicular e
reduziu a exigéncia energética no metabolismo radicular e aumentou a eficiéncia
da F-ATPase foliar (Figura 6A e 6D).

O desacoplamento da P-ATPase no sistema radicular, nos tratamentos
com Si c/sem aeragao, sugere que este elemento aplicado na solugéo nutritiva de
forma continua, pode afetar o desempenho da bomba e diminuir a eficiéncia
funcional desta bomba (Figura 6E). Porém, tal efeito parece ser tecido especifico,
visto que a eficiéncia dessa enzima nao € alterada na parte aérea para nenhum
dos tratamentos (Figura 6B). A extrusdo de prétons na membrana plasmatica esta
relacionada com o uso direto de energia metabdlica para o transporte de ions e
solutos através da membrana (Neumann & Rémheld, 2012; Fernandes & Souza,
2006). Segundo Ming et al. (2012), o Si pode conferir estabilidade a estrutura da
plasmalema e reduzir a perda de sélidos sollveis, e a acao deste elemento sobre
a P-ATPase pode ser parte integrante de seu mecanismo de acao.

As H*-ATPases sado responsaveis pelo controle do fluxo de H* através das
membranas, acoplados a absorcdo de nutrientes e outros metabdlitos. As
vesiculas microssomais isoladas das raizes do abacaxizeiro, suplementados com
Si, apresentaram altas taxas de atividade hidrolitica da P-ATPase (Figura 3).
Esses resultados podem ser complementados com os dados do fluxo de H*
medido préximo a superficie das células nas raizes (Figura 7). O efluxo ativo de
prétons detectado é mediado pela P-H*-ATPase, por sua sensibilidade ao
ortovanadato de sodio (NasVOa) inibidor das ATPases do tipo P (Wach & Graber,
1991). Segundo Portillo (2000), o bombeamento de H* para fora das células com
a hidrélise de ATP, energiza os transportadores e favorece a absor¢cdo de
nutrientes. A relacéo entre a atividade hidrolitica da P-ATPase e o efluxo, permite
afirmar a presenca de transportadores de Si acoplados ao contratransporte de H*,
localizados nas membranas plasmaticas das células radiculares de abacaxizeiro,
assim como os encontrados em arroz (Ma et al., 2007), trigo e cevada (Mitani et
al., 2009).
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As bombas eletrogénicas encontradas na membrana vacuolar, também
geram forga préton-motriz no tonoplasto, pela qual energizam-se os movimentos
de ions e solutos através desta membrana via mecanismos de transporte (Taiz &
Zeiger, 2013). A resposta metabolica desta proteina foi diferente entre parte aérea
e raiz, com relacdo ao Si aplicado na solucdo nutritiva. Na presenca deste
elemento na solugdo em contato direto com a raiz, em condi¢des de normoxia,
causou desacoplamento das bombas, enquanto as folhas ndo foram afetadas.
Entretanto, a falta de aeracdo induziu efeitos parecidos nas duas partes
analisadas. Uma hipotese priméria previu que a rapida deposi¢do de silicio no
sistema radicular poderia contribuir para aumentar a resisténcia e a rigidez das
paredes celulares, e com isso, reduzir o extravasamento de soélidos solUveis para
fora da célula (Ma & Yamiji, 2006; Isa et al., 2010).

As menores taxas da atividade hidrolitca na H*-PPase potassio
independente observadas nas folhas foram nos tratamentos com estresse de
anoxia (Figura 2C) e a auséncia de transporte de H* dependente de PPi e podem
estar associadas ao aumento da atividade da V-ATPase nestas mesmas
condic¢des, a qual estaria suprindo a ineficiéncia da H*-PPase. Em condi¢des de
normoxia com Si houve reducdo da atividade da V-ATPase. Esta relacdo entre as
duas bombas pode ser devido a localizacdo em que elas se encontram, ou seja,
sédo duas bombas vacuolares. A enzima H*-PPase utiliza um substrato de baixo
custo para a célula, o pirofosfato inorganico (PPi), que pode ativar o metabolismo
vegetal em condicdes de estresse energético quando os niveis de ATP citossolico
estao exauridos (Stitt, 1998).

No sistema radicular as H*-PPase tiveram menor taxa de hidrdlise no
controle do que os demais tratamentos, o0 estresse por hipoxia e a adi¢cdo de Si na
solucdo nutritiva (Figura 3C). Isto contrasta com o aumento da atividade desta
bomba, caracteristico das respostas a estresses causados pela falta de oxigénio
(Hernandez-Domiguez et al., 2012; Park et al., 2005; Darley et al., 1995).

As enzimas H*-PPases presentes no vacuolo tem sido descrita como
dependentes de ions K* para se obter uma plena ativacdo (Davies et al., 1992;
Obermeyer et al., 1996). Porém, neste trabalho com plantas de abacaxi do cultivar
Vitéria, nao foi possivel detectar o componente dependente de K* nesta bomba
em membranas isoladas de nenhuma das partes analisadas da planta. Sato et al.

(1994) estudaram a H*-PPase incorporada em proteolipossomos, e descartaram
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uma associacdo direta desta bomba com o transporte de K*. A falta de
sensibilidade ao K* parece ser uma caracteristica das V-PPiases de abacaxizeiro,

pelo menos quando mantido nestas condi¢des de cultivo hidroponico.

CONCLUSAO

O Si na solucdo nutritiva proporcionou um melhor balanco energético na
planta, em condi¢Bes de hipdxia, ao inibir as bombas eletrogénicas P-ATPase e
V-ATPase do sistema radicular e aumentar a eficiéncia da F-ATPase foliar.

O Si exerce efeitos estimulatorios na hidrélise de pirofosfato mediado pelas
H*-PPases do sistema radicular. Porém, tal atividade parece estar relacionada a
liberacdo de Pi e ndo para a geracdo de gradiente eletroquimico, o qual ndo pode
ser detectado nos microssomas de plantas cultivadas hidroponicamente.

As evidéncias eletrofisiolégicas obtidas com o microelétrodo vibratil SIET
foram compativeis com a presenca de transportadores de Si, acoplados ao
contratransporte de ions H*, e aparentemente regulados de forma coordenada

com as bombas de H* do tipo P-ATPases.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

O presente estudo teve como objetivo avaliar o uso de Si para atenuar 0s
efeitos de estresses inerentes a fase de aclimatizacao, principalmente seu efeito
sobre a deficiéncia hidrica e anoxia nas plantas de abacaxi. As principais bombas
protbnicas da célula vegetal foram analisadas como marcadores bioquimicos da
acao do Si no desenvolvimento das mudas.

Nas condi¢des de estresse hidrico, plantas tratadas com Si apresentaram
maior eficiéncia no uso da agua. As plantas hidratadas e suplementadas com Si
tiveram maior crescimento da parte aérea, mas com o menor nimero de folhas, o
gue favorece uma climatizacdo mais precoce em relacao as plantas nao tratadas.

As oscilacdes transientes do ion H* detectadas com o microelétrodo vibratil
SIET foram coerentes com a presenca de transportadores especificos no sistema
radicular, acoplado ao contratransporte de ions H*, com fortes evidéncias da
participacdo da bomba H*-ATPase tipo P.

Em solucao nutritiva, o uso continuo de Si reduziu a eficiéncia das bombas
eletrogénicas P-ATPase e V-ATPase no sistema radicular, independente das
condicOes de estresse submetidas.

Concluiu-se que o envolvimento do Si na modulagcdo das bombas
eletrogénicas exerce influéncia sobre a energética das membranas celulares do
abacaxizeiro sob estresse e melhora as condi¢des fotossintéticas, potencializando

principalmente o uso da agua.

58



5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Almeida, O.A., De Souza, L.F.S. da, Reinhardt, H. do, Caldas, R.C. (2002)
Influéncia da irrigacdo no ciclo do abacaxizeiro cv. Pérola em éarea de
tabuleiro costeiro da bahia. Revesta Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal,
24, 431-435.

Aquije, de F.V.G.M., Zorzal, P.B., Buss, D.S., Ventura, J.A., Fernandes, P.M.B.,
Fernandes, A.A.R. (2010) Cell wall alterations in the leaves of fusariosis-
resistant and susceptible pineapple cultivars. Plant Cell Reports, 29, 1109-
1117.

Arnon, D.l., Stout, P.R. (1939) The essentiality of certain elements in minute
quantity for plants with special reference to copper. Plant Physiology, 14,
371-375.

Asmar, S.A., Castro, E.M., Pasqual, M., Pereira, F.J., Soares, J.D.R. (2013)
Changes in leaf anatomy and photosynthesis of micropropagated banana
plantlets under different silicon sources. Scientia Horticulturae, 161, 328—-332.

de Azevedo, P. V., de Souza, C.B., da Silva, B.B., da Silva, V.P.R. (2007) Water
requirements of pineapple crop grown in a tropical environment, Brazil.
Agricultural Water Management, 88, 201-208.

Barboza, S.B.S.C., Graciano-Ribeiro, D., Teixeira, J.B., Portes, T.A., Souza, e

L.A.C. (2006) Anatomia foliar de plantas micropropagadas de abacaxi.
Pesquisa agropecuaria. Brasileira, 41, 185-194.

59



Bartholomew, D.P., Paull, R.E., Rohrbach, K.G. (2002) The Pineapple Botany,
Production and Uses. University of Hawaii at Manoa Honolulu USA: CABI
Publishing.

Van Bockhaven, J., Vleesschauwer, D. De, Hofte, M. (2013) Towards establishing
broad-spectrum disease resistance in plants: silicon leads the way. Journal of
Experimental Botany, 63, 1281-1293.

Braga, F.T., Pasqual, M., Castro, E.M. De, Rafael, G.C., Favero, A.C., Caing, T.,
Valente, T. (2011) Alterac6es morfofisiologias de plantas de abacaxizeiro
influenciadas por diferentes substratos durante o processo de aclimatizacao.
Ciénc. agrotec., Lavras, 35, 863—-868.

Broadley, M., Brown, P., Cakmak, I.,, Ma, J.F., Rengel, Z., Zhao, F. (2012)
Beneficial Elements, In Marchner P. (ed.): Marschner’s Mineral Nutrition of
Higher Plants, p. 249-270. London: Academic Press.

Camargo, M.S. De, Pereira, H.S., Korndorfer, G.H., Queiroz, A.A., Borges, C.
(2007) Soil reaction and absorption of silicon by rice. Sci. Agric. (Piracicaba,
Braz.), 64, 176-180.

Carr, M.K. V (2012) The water relations and irrigation requirements of pineapple
(Ananas comosus var.comosus): a Review., 1-14.

Chiba, Y., Mitani, N., Yamaji, N., Ma, J.F. (2009) HvLsil is a silicon influx
transporter in barley. The Plant Journal, 810-818.

Collins, J.L. (1960) The pineapple : botany, cultivation and utilization. New York:
Interscience.

Cooke, J., Leishman, M.R. (2011) Is plant ecology more siliceous than we realise?
Trends in Plant Science, 16, 61-68.

Crestani, M., Barbieri, R.L., Oliveira, A.C. De (2010) Das Américas para o mundo -
origem , domesticacéo e dispersdo do abacaxizeiro. Ciéncia Rural, 40, 1473~
1483.

Cunha, G.A.P. da, Cabral, J.R.S., Souza, L.F. da S. (1999) O Abacaxizeiro:
Cultivo, Agroindustria e Economia. Brasilia, DF: Embrapa Comunicagao para

Transferéncia de Tecnologia.

Datnoff, L.E., Snyder, G.H., Korndorfer, G.H. (2001) Silicon in Agriculture. Studies
in plant Science 12 edition. Amsterdam: Elsevier Science B.V.

60



Dietz, K.J., Tavakoli, N., Kluge, C., Mimura, T., Sharma, S.S., Harris, G.C.,
Chardonnens A.N., Golldack D. (2001) Significance of the V-type ATPase for
the adaptation to stressful growth conditions and its regulation on the
molecular and biochemical level. Journal of Experimental Botany, 52, 1969—
1980.

Epstein, E. (1999) Emanuel Epstein. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol., 50,
641-664.

Epstein, E. (1994) Review The anomaly of silicon in plant biology. Proceedings of
the National Academy of Sciences USA, 91, 11-17.

FAO.FAOstat (2014) Agricultural statistics database. Home: World agricultural
Information Center.

Fernandes, M.S., Souza, S.R. (2006) Absorcao de nutrientes, In M. S. Fernandes
(ed.) Nutricio mineral de plantas, Vicosa-MG: Sociedade Brasileira de
Ciéncia do Solo, p.115-152.

Forgac, M. (1998) Structure , function and regulation of the vacuolar (H*) -
ATPases. , 440, 258-263.

Fuglsang, A.T., Paez-Valencia J., Gaxiola R.A. (2011) Plant Proton Pumps:
Regulatory Circuits Involving H*-ATPase and H*-PPase, In: M. Geisler e K.
Venema (eds.) Signaling and communication in plants: transporters and
pumps in plant signaling. Berlin, Heidelberg: Springer. p. 39-64

Futai, M., Wada, Y., Kaplan, J.H. (2004) Handbook of ATPases. Biochemisty, Cell
Biology, Pathophysiology. Weinheim: Wiley-VCH.

Gaxiola, R. a, Palmgren, M.G., Schumacher, K. (2007) Plant proton pumps. FEBS
letters, 581, 2204-14.

Gibbs, J., Greenway, H. (2003) Review: Mechanisms of anoxia tolerance in
plants. | . Growth , survival and anaerobic catabolism. Review: Functional
Plant Biology, 30, 1-47.

Guével, M.-H., Menzies, J.G., Bélanger, R.R. (2007) Effect of root and foliar
applications of soluble silicon on powdery mildew control and growth of wheat
plants. European Journal of Plant Pathology, 119, 429-436.

Hepton, A. (2002) Cultural System. In: D. P. Bartholomew, R. E. Paull, e K. G.
Rohrbach (eds.).The Pineapple Botany, Production and Uses. University of
Hawaii at Manoa Honolulu USA: CABI Publishing., p. 109-142.

61



Hodson, M.J., White, P.J., Mead, A., Broadley, M.R. (2005) Phylogenetic variation
in the silicon composition of plants. Annals of botany, 96, 1027-46.

IBGE (2016) Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Disponivel em:
http://www.sidra.ibge.gov.br/bda/tabela/protabl.asp?c=1613&z=t&0=11&i=P.
Acesso em 05/02/2017.

Inoue, T., Wang, Y., Jefferies, K., Qi J., Hinton, A., Forgac, M. (2005) Structure
and regulation of the V-ATPases. Journal of bioenergetics and
biomembranes, 37, 393-8.

Jefferies, K.C., Cipriano, D.J., Forgac, M. (2008) Function , structure and
regulation of the vacuolar H*-ATPases. Archives of Biochemistry and
Biophysics, 476, 33—-42.

Jones, L.H.P., Handreck, K.A. (1965) Studies of silica in the oat plant. Plant and
Soil, 23, 79-96.

Kawasaki-Nishi, S., Nishi, T., Forgac, M. (2003) Proton translocation driven by
ATP hydrolysis in V-ATPases. FEBS letters, 545, 76-85.

Korndorfer, G.H. (2006) Os Elementos Benéficos, In M. S. Fernandes (ed.)
Nutricdo mineral de plantas. Vigosa-MG: Sociedade Brasileira de Ciéncia do
Solo, p. 598-638.

Liang, Ny., Nikolic, M., Bélanger, R., Haijun, G., Song, A. (2015) Silicon in
Agriculture. From Theory to Practice. Dordrecht: Dordrecht: Springer, p. 235.

Liang, Y., Sun, W., Zhu, Y.-G., Christie, P. (2007) Mechanisms of silicon-mediated
alleviation of abiotic stresses in higher plants: a review. Environmental
pollution (Barking, Essex : 1987), 147, 422-8.

Ma, J.F. (2004) Role of silicon in enhancing the resistance of plants to biotic and
abiotic stresses. Soil Science and Plant Nutrition, 50, 11-18.

Ma, J.F., Miyake, Y., Takahashi, E. (2001) Silicon as a beneficial element for crop
plants, in: L. E. Datnoff, G. H. Snyder, e G. H. Korndorfer (eds.) Silicon in
agriculture. Amsterdam: Studies in plant science, p. 17-55.

Ma, J.F., Tamai, K., Yamaji, N., Mitani, N., Konishi, S., Katsuhara, M., Ishiguro, M.,
Murata, Y., Yano M. (2006) A silicon transporter in rice. Nature, 440, 688-91.

Ma, J.F., Yamaji, N. (2008) Functions and transport of silicon in plants. Cellular
and molecular life sciences : CMLS, 65, 3049-3057.

62



Ma, J.F., Yamaji, N., Mitani-Ueno, N. (2011) Transport of silicon from roots to
panicles in plants. Proceedings of the Japan Academy, 87, 377-385.

Ma, J.F., Yamaji, N., Mitani, N., Tamai, K., Konishi, S., Fujiwara, T., Katsuhara, M.,
Yano, M. (2007) An efflux transporter of silicon in rice. Nature, 448, 209-12.

Ma, J.F., Yamji, N. (2006) Silicon uptake and accumulation in higher plants.
Trends in Plant Science, 11, 392-397.

Malézieux, E., Cote, F., Bartholomew, D.P. (2002) Crop environment, plant growth
and physiology. In: D. P. Bartholomew, R. E. Paull, e K. G (eds.).The
Pineapple, Botany, Production and Uses. Rohrbach. University of Hawaii at
Manoa Honolulu USA: CABI Publishing , p. 69-107.

Matichenkov, V. V., Bochamikova, E.A. (2001) The relationship between silicon
and soil physical and chemical properties, In: L. E. Datnoff, G. H. Snyder, e G.
H. Korndorfer (eds.) Silicon in Agriculture. Studies in plant Science.
Amsterdam: Elsevier Science B.V, p. 209-219.

Matos, A.P. De, Reinhardt, D.H. (2009) Pineapple in Brazil: Characteristics ,
Research and Perspectives. Embrapa Cassava & Tropical Fruit, 25-36.

Mauad, M., Alexandre, C., Crusciol, C., Filho, H.G., Corréa, J.C. (2003) Nitrogen
and silicon fertilization of upland rice. Sci. Agric. (Piracicaba, Braz.), 60, 761—
765.

Meurer, E.J. (2010) Fundamentos de Quimica do Solo. Porto Alegre: Evangraf
LTDA, p. 264.

Mhatre, M. (2007) Micropropagation of pineapple, Ananas comosus, In: S. M. Jain,
H. Haggman (eds.). Protocols for Micropropagation of Woody Trees and
Fruits, The Netherlands. Springer. p. 499.

Mitani, N., Chiba, Y., Yamaji, N., Ma, J.F. (2009) Identification and characterization
of maize and barley Lsi2-like silicon efflux transporters reveals a distinct
silicon uptake system from that in rice. The Plant cell, 21, 2133-42.

Mitani, N., Ma, J.F., lwashita, T. (2005) Identification of the silicon form in xylem
sap of rice (Oryza sativa L.). Plant & cell physiology, 46, 279-83.

Moreira, M.A., Carvalho, J.G. de, Pasqual, M., Fraguas, C.B., Silva, A.B. da

(2006) Efeito de substratos na aclimatizacdo de mudas micropropagadas de
abacaxizeiro cv. Pérola. Ciénc. agrotec., Lavras, 30, 875-879.

63



Neild, R.E., Boshell, F. (1976) An agroclimatic procedure and survey of the
pineapple production potential of Colombia. Agricultural Meteorology, 17, 81—
92.

Paez-valencia, J., Patron-soberano, A., Rodriguez-leviz, A., Sanchez-lares, J.,
Sanchez-gomez C., Valencia-mayoral P., Diaz-rosas G., Gaxiola R. (2011)
Plant Science Plasma membrane localization of the type | H*-PPase AVP1 in
sieve element — companion cell complexes from Arabidopsis thaliana. Plant
Science, 181, 23-30.

Pereira, H.S., Kornddrfer, G.H., Vidal, A.D.A. (2004) Silicon sources for rice crop.
Sci. Agric. (Piracicaba, Braz.), 61, 522-528.

Pulz, A.L., Crusciol, C.A.C., Lemos, L.B., Soratto, R.P. (2008) Influéncia de silicato
e calcario na nutricdo, produtividade e qualidade da batata sob deficiéncia
hidrica. Revista Brasileira de Ciéncia do. Solo, 32, 1651-1659.

Reinhardt, D.H., Renato, J., Cabral, S., Francisco, L., Sanches, N.F. (2001) Pérola
and Smooth Cayenne pineapple cultivars in the state of Bahia , Brazil:
growth, flowering, pests, diseases, yield and fruit quality aspects. Fruits, 57,
43-53.

Reinhardt, D.H., Souza, L.F. da S., Cabral, J.R.S. (2000) ABACAXI Producao
Aspectos Técnicos 12 Edicao. Org Embrapa Mandioca e Fruticultura. Brasilia:
Embrapa Comunicacéo para Transferéncia de Tecnologia.

Reinhardt, D.H.R.C., Cunha, G.A.P. da (2006) Propagacdo do Abacaxizeiro/
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical 22 edicdo. Brasilia, DF: Embrapa
Informacao Tecnoldgica.

Richmond, K.E., Sussman, M. (2003) Got silicon? The non-essential beneficial
plant nutrient. Current Opinion in Plant Biology, 6, 268-272.

Rohanipoor, A., Norouzi, M., Moezzi, A., Hassibi, P. (2013) Effect of Silicon on
Some Physiological Properties of Maize ( Zea mays ) under Salt Stress. 7,
71-79.

Rohrbach, G.K., Leal, F., D’Eeckenbrugge, G.C. (2002) History, Distribuition and
World Producion, In: D. P. Bartholomew, R. E. Paull, e K. G. Rohrbach (ed.)
The Pineapple, Botany, Production and Uses. University of Hawaii at Manoa
Honolulu USA: CABI Publishing, p. 1-12.

Savant, N.K., Korndorfer, G.H., Datnoff, L.E., Snyder,G.H. (1999) Silicon Nutrition
and Sugarcane Production : A Review 1. J. Plant. Nutr., 22.

64



Serrano, A., Pérez-Castifieira, J.R., Baltscheffsky, M., Baltscheffsky, H. (2007) H*-
PPases: yesterday, today and tomorrow. IUBMB life, 59, 76-83.

Smith, M.K., Ko, H.-L., Hamill, S.D., Sanewski, G.M., Graham, M.W. (2002)
Biotechnology, In: D. P. Bartholomew, R. E. Paull, e K. G. Rohrbach (eds.)
The Pineapple, Botany, Production and Uses. University of Hawaii at Manoa
Honolulu USA, p. 57-68.

Sondergaard, T.E., Schulz, A., Palmgren, M.G. (2004) Energization of Transport
Processes in Plants. Roles of the Plasma Membrane H*-ATPase. Plant
Physiology, 136, 2475-2482.

Sousa, C.A.F. de, Sodek, L. (2002) The metabolic response of plants to oxygen
deficiency. J. Plant Physiol. Braz. J. Plant Physiol, 14, 83-94.

Souza, L.F. da S., Reinhardt, D.H. (2009) Abacaxizeiro, In: L. A. Criséstomo, A.
Naumov (Orgs) Adubando para Alta Produtividade e Qualidade Fruteiras
Tropicais do Brasil, Fortaleza-CE:Embrapa Agroindustria  Tropical:
International Potash Institute. p. 182—200.

Sze, H., Li X., Palmgren, M.G. (1999) Energization of Plant Cell Membranes by H*
-Pumping ATPases: Regulation and Biosynthesis. The Plant cell, 11, 677—
689.

Taiz, L., Zeiger, E. (2013) Fisiologia vegetal 52 Ed. Porto Alegre: Artmed.

Tubana, B.S., Babu, T., Datnoff, L.E. (2016) A Review of Silicon in Soils and
Plants and Its Role in US Agriculture: History and Future Perspectives. Soll
Science, 181, 1.

Ventura, J.A., Costa, H., Caetano, L.C.S. (2010) Abacaxi “Vitéria”: Uma cultivar
resistente a fusariose. Revista Brasileira de Fruticultura, 31, 1-2.

Wieczorek, H., Brown, D., Grinstein, S., Ehrenfeld, J., Harvey, W.R. (1999) Animal
plasma membrane energization by proton-motive V-ATPases. BioEssays:
news and reviews in molecular, cellular and developmental biology, 21, 637—
48.

Xiao, Y., Xiang, L., Shao, J. (2008) Vacuolar H* -ATPase. The International
Journal of Biochemistry & Cell Biology, 40, 2002—-2006.

Yamaji, N., Mitatni, N., Ma, J.F. (2008) A transporter regulating silicon distribution
in rice shoots. The Plant cell, 20, 1381-9.

65



Yao, G., Feng, H., Cai, Y., Qi, W., Kong, K. (2007) Characterization of vacuolar-
ATPase and selective inhibition of vacuolar-H*-ATPase in osteoclasts.
Biochemical and biophysical research communications, 357, 821-7.

66



6. APENDICE

Fotos dos experimentos em condi¢cdes controladas.

Figura 1A — Experimento com plantas de abacaxi “Vitéria”, em funcéo da aplicacdo
via foliar de silicio e restricdo hidrica.
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Figura 2A — Experimento com plantas de abacaxi “Vitdéria” micropropagado,
cultivado em solugéo nutritiva com/sem Si e submetido ao estresse causado por
falta de aeracdo durante 72 horas
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Figura 3A — Sistma radicular das plantas de abacaxi “Vitéria” micropropagado,
cultivado em solucdo nutritiva com/sem Si e submetido ao estresse causado por
falta de aeracéo durante 72 horas

Figura 4A — A) Plantula de abacaxi no SIET, B) Microssonda vibratil seletiva a H* na
zona de alongamento da raiz de abacaxizeiro, cultivado por 72 h em solugéo
nutritiva com % da forca idnica (Hoagland & Arnon, 1950) sem/com 1,5 mM Si por
72 h.
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