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Resumo

PEREIRA, Aline Soares. Silicio como amenizador da toxicidade de cadmio em
alface. 2022. 104f. Tese (Doutorado em Agronomia) — Programa de Pés-Graduagao
em Sistemas de Producédo Agricola Familiar, Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Plantas de alface tém sido amplamente utilizadas como modelo para testes de
toxicidade, principalmente por serem sensiveis quando expostas a estresses, como
a contaminagao por Cadmio (Cd). Para conter o avango da contaminagao por esse
metal, utilizam-se os amenizantes, como o silicio (Si), que tem se mostrado um
excelente atenuante da toxicidade dos metais. Com isso, o objetivo foi avaliar o
potencial do silicio sobre as variaveis fisioldgicas e bioquimicas de plantas de
diferentes cultivares de alface cultivadas sob toxicidade do cadmio. Foi realizado
um experimento com a germinacado de sementes e desempenho de plantulas de
alface da cultivar Veneranda. Sementes intactas foram submetidas ao hidropriming
e ao priming com silicio e colocadas para germinar em papel umedecido com a
presenga (1 mM) e auséncia (0 mM) de Cd. Os resultados mostraram quena
presencga de Cd, o priming de silicio contribuiu para minimizar os efeitos deste metal,
e o percentual final de germinacédo néao foi afetado, ja na auséncia deste metal, o
priming com Si promoveu um aumento na velocidade deste processo. Também foi
realizado um experimento em sistema hidroponico com duas cultivares comerciais
de alface: Veneranda e Rubinela. As mudas foram levadas ao sistema hidropénico
NFT (Nutrient Film Technique) com solugdo nutritiva recirculante, e apods
aclimatac&o foram adicionados os seguintes tratamentos: T1 (solugdo nutritiva); T2
(solugao nutritiva + 2.500 uM de Si); T3 (solugdo nutritiva + 0,5uM de Cd); T4
(solugdo nutritiva + 0,5 yM de Cd + 2,500 uyM de Si), foram avaliados nesse
experimento as variaveis morfofisioldgicas e bioquimicas. A presenca de Cd afetou
negativamente todas as variaveis avaliadas na presente tese, causando clorose e
mudangas anatdmicas observadas nas raizes e na parte aérea. O Si, quando
adicionado ao Cd, apresentou efeito mitigador na toxicidade desse metal,
promovendo melhores resultados em todas estas variaveis. Com isso, podemos
concluir que o Cd teve um efeito negativo no crescimento das plantas, enquanto a
adicdo de Si amenizou o estresse causado pelo Cd. Ha potencial do Si em mitigar
a toxicidade do Cd em alface, podendo ser utilizado para aumentar a produtividade
e qualidade desta hortalica, que é de grande importancia e €& consumida
mundialmente.

Palavras-chave: Nutrigdo mineral, metal pesado, Sistema hidropénico, Veneranda,
Rubinela.



Abstract

PEREIRA, Aline Soares. Silicon as a mitigator of cadmium toxicity in lettuce. 2022.
104f. Thesis (PhD in Agronomy) - Graduate Program in Family Agricultural
Production Systems, Agronomy School Eliseu Maciel, Federal University of Pelotas,
Pelotas.

Lettuce plants have been widely used as a model for toxicity tests, mainly because
they are sensitive when exposed to stresses, such as Cadmium (Cd) contamination.
To contain the advance of contamination by this metal, softeners are used, such as
silicon (Si), which has been shown to be an excellent attenuator of the toxicity of
metals. Thus, the objective was to evaluate the potential of silicon on the
physiological and biochemical variables of plants of different lettuce cultivars grown
under cadmium toxicity. An experiment was carried out with seed germination and
seedling performance of lettuce cultivar Veneranda. Intact seeds were subjected to
hydropriming and silicon priming and placed to germinate on paper moistened with
the presence (1 mM) and absence (0 mM) of Cd. The results showed that in the
presence of Cd, silicon priming contributed to minimize the effects of this metal, and
the final percentage of germination was not affected, since in the absence of this
metal, priming with Si promoted an increase in the speed of this process. An
experiment was also carried out in a hydroponic system with two commercial lettuce
cultivars: Veneranda and Rubinela. The seedlings were taken to the NFT (Nutrient
Film Technique) hydroponic system with recirculating nutrient solution, and after
acclimatization the following treatments were added: T1 (nutrient solution); T2
(nutrient solution + 2,500 uM of Si); T3 (nutrient solution + 0,5uM of Cd); T4 (nutrient
solution + 0,5 yM of Cd + 2,500 uM of Si), the morphophysiological and biochemical
variables were evaluated in this experiment. The presence of Cd negatively affected
all the variables evaluated in the present thesis, causing chlorosis and anatomical
changes observed in the roots and shoots. Si, when added to Cd, had a mitigating
effect on the toxicity of this metal, promoting better results in all these variables.
Thus, we can conclude that Cd had a negative effect on plant growth, while the
addition of Si alleviated the stress caused by Cd. There is potential for Si to mitigate
the toxicity of Cd in lettuce, and can be used to increase productivity and quality of
this vegetable, which is of great importance and is consumed worldwide.

Keywords: Mineral nutrition, heavy metal, Hydroponic system, Veneranda, Rubinela.
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1 Introdugao

As hortaligas constituem um grupo de plantas que abrange mais de
100 espécies de importancia econdmica, com destaque as folhosas como a
alface (Lactuca sativa L.) (PEDRINHO et al., 2021). A Alface € uma planta herbacea,
pertencente a familia Asteraceae, sendo uma das hortalicas mais presentes na
mesa dos brasileiros. Por ser a hortalica folhosa mais cultivada e consumida no
Brasil, possui grande diversidade de tipos comercializados tais como crespa,
americana, lisa e romana (ECHER et al., 2016; VILELA; LUENGO, 2017;
PEDRINHO et al., 2021). Entre os tipos lisa e crespa, esta ultima predomina os
cultivos atualmente (SALA; COSTA, 2012). Quanto a coloracéo e a estrutura,
podem ser verdes, arroxeadas ou amareladas, podendo ou nao formar “cabeca”
(SILVA, 2018). A cultivar Rubinela® é do tipo crespa, apresenta cor vermelho
brilhante com centro verde, sem formagao de cabega (ROSSI, 2017). A cultivar
Veneranda® ¢é do tipo crespa, possui cor verde, folhas soltas e sem formacéo de
cabeca (SILVA, 2018). Estas cultivares s&o algumas das mais cultivadas na regiao
e apresentam boa aceitagdo no mercado.

E uma planta do ano todo, originaria de regides de clima temperado.
Produz melhor em condi¢cdes de dias curtos e temperaturas amenas, sendo que
o ideal para seu desenvolvimento esta na faixa de 15,5 a 18,3°C, apesar de tolerar
temperaturas de 26,6 a 29,4°C, por alguns dias, desde que as temperaturas
noturnas sejam baixas (YURI et al., 2017). Temperaturas muito elevadas podem
provocar queima de bordas das folhas externas e também contribuir para a
ocorréncia de deficiéncia de calcio (YURI et al., 2017).

Com uma producgao de mais de 1,5 milhdes de toneladas ao ano (ABCSEM,
2012; MAIA, 2019), é cultivada em torno de 35 mil hectares anualmente no Brasil
(LOPES et al., 2010; SOUSA et al., 2014). Seu cultivo é realizado basicamente
em quatro sistemas caracterizados em diferentes aspectos de manejo:
convencional (a campo em canteiros), organico em campo aberto, cultivo
protegido no solo e o sistema hidropénico (FILGUEIRA, 2013; PEDRINHO et al.,
2021). A produgédo de alface se destaca entre agricultores familiares, sendo a
preferida entre os produtores que a cultivam em condicdes de campo ou ambiente
protegido (FERREIRA et al., 2009; ROSSI, 2017).



O principal sistema de producéao é o convencional, que é realizado no solo, a
campo (em canteiros). Este tipo de cultivo é o mais importante em termos de area
e de produgao, mas também concentra o uso intensivo de fertilizantes minerais,
agrotoxicos, irrigacdo e manejo do solo (LINHARES et al., 2013; CARBONI, 2017),
0 que demanda maior uso de agua e nutrientes ao longo do ciclo da cultura
(FACTOR et al., 2010; CARBONI, 2017).

Se o solo nao for manejado adequadamente, podera ser contaminado com
metais pesados, 0s quais sdo absorvidos pelas plantas sobretudo devido a
utilizagcdo inadequada e/ou em excesso de fertilizantes e agrotdxicos, além de
outras atividades que tenham ocorrido anteriormente no local, como por exemplo a
queima de combustiveis fosseis, mineracao e a fundicdo de minérios metalicos, ou
ainda, residuos urbanos e esgotos nao tratados (GUO-LI et al., 2008; AZZI et al.,
2015).

Em especial, no Rio Grande do Sul a contaminagao esta fortemente ligada a
atividade agricola e industrial (KAVAMURA; ESPOSITO, 2010; PUGA et al., 2015;
PEREIRA et al., 2018). Além dos fertilizantes fosfatados, a aplicagéao repetida de
biossolido, lodo de esgoto e residuos agroindustriais tém aumentado as
concentragbes de varios metais pesados nos solos agricolas, inclusive o Cd
(CHANEY et al., 2015; ZARE et al., 2018).

O Cd, em particular, € um elemento téxico para todos os seres vivos, mesmo
em baixas concentragbes (GARATE et al., 1993; BALDANTONI et al., 2016). De
acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa do Céncer, € um elemento
cancerigeno (IARC, 2012) e afeta os processos reprodutivos e o desenvolvimento
embrionario (THOMPSON; BANNIGAN, 2008; ABERNETHY et al., 2010), dentre
outros problemas que podem ser desencadeados. Portanto, o Cd € um dos metais
para os quais a Organizagdo Alimentar e Agricola e a Organizagdo Mundial da
Saude (FAO-WHO, 1978), estabeleceram um limite maximo de ingestdo de 70 ug/d
(BALDANTONI et al., 2016).

O Cd é introduzido na cadeia alimentar através das plantas que o absorvem
da solugao do solo (HMID et al. 2015), e assim que absorvido, ocasiona inumeras
perdas na produtividade e qualidade das culturas agricolas em geral, ocasionando
reducdo do crescimento e declinio na biomassa das plantas, levando a morte,
principalmente devido ao estresse oxidativo (DIAS et al., 2012; YAZDI et al., 2019).

Segundo BALDANTONI et al. (2016) o Cd pode se acumular em
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concentracdes preocupantes nas folhas de alface, sendo este acumulo dependente
da cultivar e da adubacgéo do solo. Yazdi et al. (2019) confirma que em alface,
aproximadamente 35% do total de cadmio absorvido & translocado para a parte
aérea da alface Cabe salientar que as plantas de alface ao serem expostasa
contaminagao por cadmio (Cd), sendo este um estresse abidtico, além de terem seu
crescimento prejudicado, tornam-se mais suscetiveis ao ataque de patdgenos
(LOPES et al., 2010).

Assim como afeta o desenvolvimento de plantas adultas, o cadmio, estando
presente no solo, pode afetar negativamente uma etapa considerada vital na vida
de uma planta: a germinagdo da semente. Entre os motivos que levam a redugéo
do potencial das sementes pelo Cd, Huybrechts et al. (2019) destacam a
capacidade deste elemento em afetar a reativagao metabdlica, reduzindo os niveis
de enzimas hidroliticas, mobilizagcdo de amido e a embebi¢cédo das sementes.

Dessa forma, torna-se necessario o desenvolvimento de estratégias que
resultem em uma menor absorcao pelas plantas de Cd presente no solo, otimizando
0 uso dos recursos naturais e a produgao de alimentos seguros, essencialmente
quando se trata da alface, da qual se consome as folhas in natura.

Dentre as alternativas para solucionar os problemas com este metal toxico
no crescimento de plantas esta o uso de amenizadores, ou seja, elementos que,
quando utilizados em concentragdes baixas, podem aliviar os efeitos danosos dos
metais tdxicos. O silicio (Si) esta entre os elementos mais abundantes presentes na
crosta terrestre e existe em varias formas, como silicato de potassio, silicato de
calcio, silicato de sodio, poeira de rocha e em culturas acumuladoras de Si (arroz,
milho, aveia, cevada, soja, entre outras) (KELLER et al., 2015; RAO et al., 2018). O
Si é considerado um elemento benéfico por ser empregado na agricultura com a
finalidade de aumentar a tolerancia de plantas aos estresses abidticos (DORNELES
et al., 2016; PEREIRA et al, 2018). Além de beneficiar o crescimento,
desenvolvimento, rendimento e resisténcia a doengas em grande variedade de
espécies vegetais (MA et al. 2015; DORNELES et al., 2016). Estudos mostram que
o Si beneficia o crescimento e o desenvolvimento das plantas de alface, tornando
as folhas mais firmes e prolongando o seu periodo de armazenamento (KLEIBER,
2014; GALATI et al., 2015; GREGER et al., 2015; OLLE, 2017; SOUZA et al., 2017).
O Si, para humanos ele melhora o sistema imunologico e a saude mental (DE
SANTANA et al. 2021).

17



Como forma de exclusdo de outras eventuais contaminacgdes, € importante
que o teste de um elemento como amenizador do outro seja reproduzido fora do
solo, afim de se manter o meio de desenvolvimento radicular livre de outros fatores
atuantes. Com isso, o presente trabalho objetiva verificar se o silicio reduz o efeito
téxico do cadmio em plantas de alface cultivadas em sistema hidropénico.

1.1 Hipotese

O Silicio reduz a absorc¢ao e transporte de Cadmio em plantas de alface,
devido ao seu efeito sobre o metabolismo antioxidante de plantas de alface,
reduzindo o estresse oxidativo e as concentragcées de Cadmio, além de promover

maior crescimento e produtividade.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo geral
Avaliar o potencial do silicio sobre as variaveis fisiolégicas e bioquimicas de

plantas de diferentes cultivares de alface cultivadas sob toxicidade do cadmio.

1.2.2 Objetivos especificos
o Avaliar o impacto do Si contra a toxicidade e o acumulo de Cd em plantas
de alface cultivadas em hidroponia;
o Avaliar a produtividade e a qualidade das plantas de alface cultivadas na
presenca de Cd e Si;
o Avaliar a capacidade do Silicio (Si) em atenuar os efeitos do Cadmio (Cd)

na germinagao de sementes e no desempenho de pléantulas de alface.

1.3 Metas
o Que o Si consiga complexar o Cd nas raizes, evitando o seu transporte
dentro da célula e consequentemente sua translocacdo para a parte
aeérea;
° Confirmar os resultados positivos quanto o uso do Si na amenizagao do

Cd em plantas de alface.
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ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVA

A poluicdo por metais tem se tornado um problema ambiental em escala
global, afetando diretamente a humanidade (BELON et al., 2012; ALI et al., 2013).
Tal problema tem se agravado sobretudo devido as atividades antropicas, como na
industrializagdo, queima de combustiveis fésseis, mineragdo e a fundigcdo de
minérios metalicos, residuos urbanos, fertilizantes, pesticidas e esgotos (GUO-LI et
al., 2008; AZZ| et al., 2015).

No Brasil, os problemas relacionados com o aumento da concentragdo de
metais pesados em solos tém forte relagdo com as atividades agricolas e industriais,
especialmente no Rio Grande do Sul (KAVAMURA; ESPOSITO, 2010; PUGA et al.,
2015). Além dos fertilizantes fosfatados, a aplicagao repetida de biossélido, lodo de
esgoto e residuos agroindustriais tém aumentado as concentragcées de varios
metais pesados nos solos agricolas, inclusive de cadmio (Cd) (CHANEY et al., 2015;
ZARE et al., 2018).

Além de ser introduzido na cadeia alimentar através das plantas que o
absorvem da solugéao do solo (HMID et al. 2015), o Cd ocasiona inumeras perdas
na produtividade e qualidade das culturas agricolas, reduzindo o crescimento das
plantas, principalmente, devido ao estresse oxidativo (DIAS et al., 2012). Dessa
forma, torna-se necessario o desenvolvimento de estratégias que resultem em
menor absorcdo pelas plantas desses elementos téxicos presentes no solo,
otimizando o uso dos recursos naturais e a produgcdo de alimentos seguros,
essencialmente quando se trata da alface (Lactuca sativa L). A alface é uma das
hortalicas mais presentes na mesa dos brasileiros, sendo cultivados em torno de 35
mil hectares anualmente no Brasil (LOPES et al., 2010; SOUSA et al., 2014). Cabe
salientar que as plantas de alface expostas a estresses abiodticos, como a
contaminagdo por Cd, além de terem seu crescimento prejudicado, sdo mais
vulneraveis ao ataque de patégenos (LOPES et al., 2010). Dentre as alternativas
buscadas para solucionar os problemas com este metal téxico no crescimento de
plantas esta o uso de amenizadores, ou seja, elementos tidos como benéficos, que,
quando utilizados em concentragdes baixas, podem aliviar os efeitos danosos dos
metais toxicos. O silicio (Si) é considerado um dos elementos benéficos para o
crescimento de plantas, podendo aumentar a tolerancia ao estresse oxidativo
(DORNELES et al., 2016; PEREIRA et al., 2018). Estudos mostram que o Si
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beneficia o crescimento e o desenvolvimento das plantas de alface, tornando as
folhnas mais firmes e prolongando o seu periodo de armazenamento (KLEIBER,
2014; GALATI et al., 2015; GREGER et al., 2015; OLLE, 2017; SOUZA et al., 2017).

Os parametros (biométricos, fisioldgicos e bioquimicos) propostos no estudo,
serdo muito importantes para ajudar a elucidar os resultados esperados. As plantas
com sintomas de toxidade, apresentam baixo rendimento no crescimento, menor
sintese da clorofila e inibicdo de enzimas envolvidas na biossintese desses
pigmentos.

Portanto, esse projeto tem como objetivo geral analisar o efeito do silicio
sobre os parametros: biométricos, fisiolégicos e bioquimicos de plantas de
diferentes cultivares de alface cultivadas sob toxicidade do cadmio. Para isso,
pretende-se alcangar os seguintes objetivos especificos:

e Investigar os efeitos do Si na amenizagdo sob a toxidez do Cd sobre o
crescimento e os parametros fisioldgicos (fluorescéncia da clorofila a e
fotossintese) em plantas de alface;

e Averiguar o efeito amenizador do Si sobre os danos oxidativos (conteudo de
clorofila, carotenoides e peroxidagao lipidica) ocasionados pelo Cd em
plantas de alface;

e \Verificar a interferéncia do Si nas respostas antioxidantes (peroxido de
hidrogénio e enzimas antioxidantes) ocasionadas pelo Cd em plantas de
alface;

e Determinar teores de Cd cultivadas em plantas de alface na presenca ou
auséncia de Si;

e Analisar as diferengas genotipicas em plantas de alface cultivadas na

presenca de Cd e Si.
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MATERIAL E METODOS

Os ensaios serao conduzidos em estufa pertencente ao Departamento de
Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de
Pelotas. As analises bioquimicas serao realizadas no Departamento de Bioquimica
da mesma universidade, os quais estao localizadas no Campus Capao do Ledo, RS
(31°52’ S, 52°21’ O, e 13m de altitude).

O experimento sera realizado em épocas diferentes (margo/abril e
agosto/setembro do ano 2019). Em ambos, serdo usadas duas cultivares de alface:
Veneranda (verde crespa) e Rubinela (roxa crespa). As mudas serédo produzidas
em espuma fendlica com 345 células 2x2x2cm disposta em sistema floating de
fertirrigagao, até apresentarem de quatro a cinco folhas verdadeiras.

As mudas serao transferidas para sistema hidropénico NFT (“nutrient film
technique”) ou técnica do fluxo laminar de nutrientes (FURLANI et al., 2009a): o
sistema é composto basicamente de um tanque de solugao nutritiva, de um sistema
de bombeamento, dos canais de cultivo e de um sistema de retorno ao tanque. A
solugao nutritiva € bombeada aos canais e escoa por gravidade formando uma fina
l&mina de solug&o que irriga as raizes.

A solucdo nutritiva adotada sera a proposta por (FURLANI et al.,2009a),
conforme consta na tabela 1, a qual € ideal para as culturas de hortalicas folhosas,

como a alface. O pH da solugao sera ajustado diariamente e mantido a 5,5 (x 0,1).

Tabela 1 - Quantidades de sais para o preparo de 1.000 L de solugéo nutritiva.

Macronutrientes

Nitrato de calcio Hydro® Especial 750 g

Nitrato de potassio 500 g
Fosfato Monoaménio (MAP) 150 g
Sulfato de magnésio 400 g
Ferrilene ou tenso ferro 3049
Micronutrientes
Sulfato de manganés 159
Acido bérico 159
Sulfato de zinco 0,5¢
Sulfato de cobre 0,15¢
Molibdato de sédio 0,15¢

Fonte: Furlani et al., 2009a.



Os seguintes tratamentos serdo avaliados: T1 (solugao nutritiva padrao); T2
(solugao nutritiva + 2,5 uM de Si); T3 (solugao nutritiva + 0,5 uM de Cd); T4 (solugéo
nutritiva + 0,5 pM de Cd + 2,5uM de Si). As doses foram definidas através de
trabalhos publicados com esses elementos em hortalicas e plantas medicinais (Si
(GALATI et al.,, 2015; MATTIUZ et al., 2015; PEREIRA et al.,, 2018), Cd
(GONGCALVES et al., 2012; SHI et al., 2012; PEREIRA et al., 2018). As fontes
utilizadas serao os sais de silicato de potassio (K2SiOs3) e cloreto de cadmio (CdCly).
As plantas serao expostas aos diferentes tratamentos por um periodo minimo de 30
dias ou até que as mesmas apresentem sintomas visuais de toxicidade de cadmio

(principalmente clorose nas folhas).

Serao avaliados os seguintes parametros:
Parémetros biométricos:

(1) biomassa fresca e seca de raizes e da parte aérea das plantas: as raizes
e parte aérea serao coletadas separadamente e pesadas em balanga digital de
precisao (0,0001g) para determinacdo da biomassa fresca. Em seguida, essas
amostras serao colocadas em sacos de papel e levadas para a estufa a 65°C até
peso constante para determinacédo da biomassa seca;

(2) medida da circunferéncia da cabega: com o auxilio de uma fita métrica
(cm);

(3) numero total e comercial de folhas: a determinacédo do numero total de
folnas sera expressa pelo numero total de folhas obtido por contagem direta,
enquanto o numero comercial de folhas sera obtido através da contagem direta de
folhas sem danos visuais;

(4) altura do caule: apds a verificagdo da circunferéncia serao retiradas as
folhas, permanecendo apenas o caule, o qual sera cortado transversalmente e
medido com o auxilio de uma régua, sendo o resultado expresso em cm,;

(5) a sanidade das folhas externas das plantas foi baseada em uma escala
visual de notas, variando de 1 a 5 (nota 1 - plantas com as folhas externas alto grau
de oxidacdo aparente; nota 2 - presenga abundante de oxidagcdo nas folhas
externas; nota 3 - presenca moderada de oxidagao nas folhas externas; nota 4 -
lesbes escassas nas folhas externas e nota 5 - plantas com as folhas externas
sadias);

(6) area foliar: serao determinados com auxilio de um scanner Epson 11000
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XL, sendo as folhas digitalizadas e apds analisadas com o auxilio do Software
WinRhizo Pro;

(7) comprimento, didmetro e numero de raizes secundarias: serao
determinados com auxilio de um scanner Epson 11000 XL, sendo as raizes
digitalizadas e ap6s analisadas com o auxilio do Software WinRhizo Pro
Teor de elementos nos tecidos:

(8) concentragdes de Si e Cd: obtidas em laboratério, conforme descrito em
Bernardy, (2015) e Pereira et al. (2018), a partir da massa seca dos 6rgaos da parte
aérea e raizes;

Parémetros fisiolégicos:

(9) parametros fotossintéticos: serdo realizadas avaliagdes semanais dos
parametros fotossintéticos na quarta folha completamente expandida. As avaliagbes
serdo realizadas no periodo entre as 11 e 13h com a utilizagdo do medidor portatil
IRGA, marca LI-COR, modelo LI-6400XT. Serdo determinadas a condutancia
estomatica de vapores de agua (Gs - mol H20 m? s'), a fixagao liquida de CO2 (A
- ymol CO2 m? s™), a concentragéo interna de CO2 (Ci - ymol m? s), a taxa
transpiratoria (trmmol - mmol H20 m s, a eficiéncia do uso da agua (EUA - mol
CO2 mol H20") e a eficiéncia de carboxilagdo da Rubisco (A - pmol CO2 m2 s/ Ci
- ymol m2 s') obtida pela razdo entre quantidade de CO:2 fixado e quantidade de
agua transpirada.

(10) conteudo de pigmentos fotossintéticos: as clorofilas a e b e os
carotendides serao extraidos segundo o método de Hiscox e Israelstan (1979) e
estimados usando a equacédo de Lichtenthaler (1987). Amostras frescas de folhas
(0,1 g) serao incubadas a 65°C com dimetilsulféxido (DMSO) até que os pigmentos
sejam completamente retirados. As absorbancias da solugdo serdo medidas em
espectrofotometro (Celm E-205D) a 663, 645 e 470 nm para clorofila a, clorofilab e
carotendides, respectivamente;

Parémetros bioquimicos:

(11) status oxidativo (enzimas antioxidantes, peréxido de hidrogénio e dano
a lipidios de membrana):

» atividade das enzimas superéxido dismutase, guaiacol peroxidase e
ascorbato peroxidase: amostras frescas de raizes e folhas das plantas serdo usadas
para os ensaios enzimaticos. Um grama de tecido fresco sera homogeneizado em
3 mL de tampéo fosfato de sodio (pH 7,8) 0,05 M, contendo 1 mM de EDTA e 2%
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(w/v) de polivinilpirrolidona (PVP). O homogeneizado sera centrifugado a 13.000 x
g por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante sera usado para a determinagédo das
enzimas antioxidantes. A atividade da enzima superéxido dismutase sera analisada
de acordo com o meétodo de MISRA; FRIDOVICH (1972); a atividade das
peroxidases ndo especificas presentes no extrato sera determinada segundo
ZERAIK et al. (2008), utilizando-se o guaiacol como substrato; a atividade da enzima
ascorbato peroxidase sera determinada de acordo com ZHU et al. (2004).

« conteldo de perdxido de hidrogénio: determinado de acordo com Loreto; Velikova
(2001). 0,1 g de raizes e parte aérea serdo homogeneizadas em 2 mL de 0,1% de
acido tricloroacético (w/v). O homogeneizado sera centrifugado a 12.000 x g por 15
min a 4° C. Apos isso, 0,5 mL do sobrenadante sera adicionado em 0,5 mL de 10
mM de tampao fosfato de potassio (pH 7,0) e 1 mL de 1M KI. A concentragéo de
H202 do sobrenadante sera avaliada comparando suas absorbancias a 390 nm com
uma curva padrao de calibracido. A concentragao de H202 sera expressa como pmol
g peso fresco.

» peroxidacao de lipidios de membrana: o grau de peroxidagao sera estimado
seguindo o método de EL-MOSHATY et al. (1993). Amostras frescas de raizes e
parte aérea (0,1 g) serdo maceradas em nitrogénio liquido e, ap6s, homogeneizadas
em 20 mL de 0,2 M de tampéo citrato (pH 6,5) contendo 0,5% de Triton X-100. O
homogeneizado sera centrifugado por 15 minutos a 20.000 x g. Um mL do
sobrenadante sera adicionado a 1 mL de TCA 20% (w/v) contendo 0,5% (w/v) de
acido tiobarbiturico. A mistura sera aquecida a 95° C por 40 min e entdo resfriada
por 15 min, sendo apos centrifugada a 10,000 x g for 15 min. A absorbancia do
sobrenadante sera lida a 532 e 600 nm (para corrigir a turbidez ndo especifica). A

peroxidagéo lipidica sera expressa como nmol MDA mg™' de proteina.

Analise estatistica

Os tratamentos consistem em um bifatorial (3x4) da combinagao das trés
cultivares com as quatro solugdes nutritivas, totalizando 12 tratamentos dispostos
em delineamento inteiramente casualizado. Serao estabelecidas quatro repeti¢des,

com unidades amostrais compostas por cinco plantas cada.
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Para a analise estatistica dos dados, serao verificadas a normalidade da distribuicdo

dos erros através do teste de Anderson-Darling e homogeneidade das variancias

dos erros através do teste de Bartlett (ESTATCAMP, 2012) para todas as variaveis

do experimento. Quando atendidos estes pressupostos, proceder-se-a analise de

variancia e teste de Tukey para os tratamentos em 5% de probabilidade de erro,

utilizando o aplicativo Sisvar (FERREIRA, 2008).

RECURSOS NECESSARIOS
Tabela 2: Diarias e passagens.
Diarias Unidade Quantidade Valor (R$)
Diarias - 6 600,00
Passagens aéreas - 0 0
SUB TOTAL 600,00
Tabela 3: Material permanente.
Material permanente Unidade Quantidade Valor (R$)
*Tabuas para bancadas e un. - 1300,00
canaletas
*Reservatorio (250L) un. 4 600,00
Conj. Moto-bomba %2 cv un. 4 800,00
SUB TOTAL 2.700,00
Tabela 4: Material de consumo para experimentos
Material de consumo Unidade Quantidade Valor (R$)
Fertilizantes soluveis - - 1000,00
Tubulagédo PVC, jungdes m 16 1000,00
Sementes pc 8 36,00
SUB TOTAL 2.036,00
Tabela 5: Material para analises
Material de consumo Unidade Quantidade Valor (R$)
Tubos falcons un. 50 50,00
Sacos plasticos cento 5 20,00
Sacos de papel cento 5 60,00
Eppendorfs cento 1 100,00
Ponteiras cento 1 50,00
Reagentes para bioquimicas - 500,00
SUB TOTAL 780,00
TOTAL 6.116,00




CRONOGRAMA DE EXECUGAO DE PESQUISA

29

Atividades 2018 AMJ JAS OND
1. Reviséo Bibliografica X X X X X X X X X
2. Disciplinas X X X X X X X X X
Atividades 2019

1. Revisao de Bibliografica X X X X X X X X X
2. Disciplinas X X X X

3. Preparo para instalagao do X

experimento

4. Instalagao do experimento X

5. Término do experimento X X

6. Analises fisiologicas X X

7. Preparagao para as analises X X
bioquimicas

8. Analises bioquimicas X X X X
Atividades 2020

1. Reviséo de Bibliografica X X X X X X X X X
2. Analises bioquimicas

3.Tratamento estatistico dos dados X

4. Elaboragao da tese X X X X X X X X

5. Disciplina (Docéncia orientada Il)

X X

Atividades 2021

1. Elaboracao da Tese

2. Entrega da tese para a banca

3. Defesa a tese

4.Submisséao de artigo

DIVULGAGAO PREVISTA

Com os resultados obtidos através da execugao deste projeto pretende-se

inicialmente participar do Simpdsio Brasileiro de Hidroponia e/ou 56° Congresso

Brasileiro de Olericultura, ambos serdo realizados em 2020. E os resultados serao

divulgados em revistas cientificas.
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