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RESUMO

SELENIO E SILICIO COMO AMENIZADORES DA TOXICIDADE DO CADMIO EM
PLANTAS DE Pfaffia glomerata (SPRENG.) PEDERSEN

AUTORA: Aline Soares Pereira
ORIENTADORA: Luciane Almeri Tabaldi
COORIENTADORA: Liana Verbnica Rossato

A contaminacdo do solo por metais pesados, como o cadmio (Cd), vem causando danos
em diversas plantas. Dentre as alternativas buscadas para solucionar os problemas com
esse metal toxico no crescimento de plantas esta o uso de amenizadores, ou seja, ele-
mentos tidos até entdo como benéficos, que quando utilizados em concentracdes baixas
podem aliviar os efeitos danosos destes elementos. Nesse sentido, o presente trabalho
teve o objetivo de avaliar a habilidade do selénio (Se) e do silicio (Si) em reduzir a absor-
¢cado e a toxicidade do Cd em plantas de Pfaffia glomerata em sistema hidropdnico. As
plantas de P. glomerata foram propagadas in vitro e apds aclimatacéo, transferidas para
cultivo hidropdnico em solucao nutritiva onde foram adicionadas as combinacdes de con-
centracdes de Se (0 e 2,5mM), Si(0e 25mM) e Cd (0 e 50 uM) (T1: O uM Cd + O mM
SeeSi;T22.0uM Cd + 2,5 mM Se; T3: 0 uM Cd + 2,5 mM Si; T4: 50 uM Cd; T5: 50 uM
Cd + 2,5 mM Se, T6: 50 uM Cd + 2,5 mM Si). Os dados foram submetidos a analise de
variancia e as meédias comparadas pelo Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de
erro. Apds exposicao aos diferentes tratamentos (14 dias), as plantas foram coletadas e
analisadas quanto a parametros morfofisiologicos (biomassa fresca e seca, altura de plan-
tas, comprimento e densidade de raizes, area foliar, nimero de folhas e fotossintese), e
bioquimicos (enzimas antioxidantes, contetudo de pigmentos fotossintéticos e perdxido de
hidrogénio, e danos a lipidios de membrana). A presenca de Cd na solucdo nutritiva pro-
moveu reducdo na area foliar, biomassa, parametros radiculares e fotossintéticos das
plantas, exceto para a biomassa seca de parte aérea, numero de folhas e altura das plan-
tas. Em geral, nos tratamentos contendo Se ou Si junto ao Cd, as plantas apresentaram
respostas positivas para os parametros de massa fresca de parte aérea e raiz, massa se-
ca de raiz, comprimento, diametro, volume e ramificacées de raizes, area foliar, taxa fo-
tossintética, concentracdo interna de COg, taxa transpiratéria, eficiéncia do uso da agua e
eficiéncia de carboxilacdo da rubisco, mostrando assim que os mesmos podem amenizar
a toxicidade provocada pelo Cd. O potencial do Se ou Si em amenizar a toxicidade do Cd
pode também ser visto no contetdo de clorofilas, carotenoides e H202, e na atividade das
enzimas superoxido dismutase (SOD) e guaiacol peroxidase (POD). Para a peroxidacao
lipidica o Si foi mais efetivo que o Se em amenizar a toxicidade do Cd. Assim, o potencial
do Se e Si em amenizar a toxicidade do Cd pode ser utilizado para aumentar a produtivi-
dade e a qualidade de plantas medicinais, de forma ambientalmente adequada.

Palavras-chave: Ginseng brasileiro. Metais toxicos. Elementos benéficos. Toxicidade.



ABSTRACT

SELENIUM AND SILICON AS ALLEVIATORS OF CADMIUM TOXICITY IN
Pfaffia glomerata (SPRENG.) PEDERSEN PLANTS

AUTHOR: Aline Soares Pereira
ADVISOR: Luciane Almeri Tabaldi
CO ADVISOR: Liana Verbdnica Rossato

The soil contamination with heavy metals such as cadmium (Cd) causes damage to many
plants. Among the alternatives sought to solve the problems with this toxic metals in the
growth of plants is the use of alleviators, ie, elements considered beneficial, that when
used in low concentrations may alleviate the damaging effects of toxic elements. In this
sense, the present study aimed to evaluate the capacity of selenium (Se) and silicon (Si)
to reduce the absorption and Cd toxicity in Pfaffia glomerata plants in hydroponic system.
The P. glomerata plants were propagated in vitro and after acclimation transferred to
hydroponic nutrient solution, where were added the following combinations of Se (0 to 2.5
mM), Si (0 and 2.5 mM) and Cd (0 and 50 uM) (T1: O uM Cd + 0 mM Se and Si, T2: 0 uM
Cd+25mM Se; T3: 0 uM Cd + 2.5 mM Si; T4: 50 uM Cd; T5: 50 uM Cd + 2.5 mM Se, T6: 50 uM
Cd + 2.5 mM Si). Data were submitted to analysis of variance and means were compared
by the Scott-Knott test at 5% probability of error. After exposure to different treatments (14
days), the plants were collected and analyzed for morphophysiological (fresh and dry
weight, plant height, length and density of roots, leaf area, leaves number and
photosynthetic parameters) and biochemical parameters (antioxidant enzymes,
photosynthetic pigments content, hydrogen peroxide content, and damage to membrane
lipids). The presence of Cd in nutrient solution promoted reduction in leaf area, biomass,
morphological parameters of the root system and photosynthetic parameters, except for
the shoot dry weight, leaf number and plant height. In general, in the treatments containing
Se or Si with Cd, plants showed positive responses to the fresh weight of shoot and roots,
root dry weight, length, diameter, volume and branching roots, leaf area, photosynthetic
rate, internal CO2 concentration, transpiration rate, water use efficiency and carboxylation
of rubisco efficiency, thus showing that they can alleviate the Cd toxicity. The potential of
Se and Si to ameliorate the Cd toxicity can also be seen in the contents of chlorophylls,
carotenoids and H202, and in the superoxide dismutase (SOD) and guaiacol peroxidase
(POD) activity. For lipid peroxidation, Si was more effective than Se in ameliorate the Cd
toxicity. Thus, the potential of the Si and Se to ameliorate the Cd toxicity can be used to
increase the productivity and quality of medicinal plants in an environmentally proper
manner.

Keywords: Brazilian ginseng. Toxic metals. Beneficial elements. Toxicity.
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1. Introducéo

A poluicdo do ambiente por metais tem se tornado um problema em escala
global (ALl et al., 2013), devido aos efeitos que tem causado diretamente a
humanidade. Tais complicacbes tem se agravado principalmente devido as
atividades antrdpicas, especialmente a industrializacdo, queima de combustiveis
fosseis, mineracdo e a fundicAo de minérios metdlicos, residuos urbanos,
fertilizantes, pesticidas e esgotos (GUO-LI et al., 2008).

No Brasil, os problemas relacionados com o aumento da concentracdo de
metais pesados em solos também tém relagdo com as atividades agricolas e
industriais (KAVAMURA; ESPOSITO, 2010), especialmente no Rio Grande do Sul.
Por exemplo, a contaminacdo dos solos agricolas por cadmio (Cd) tornou-se uma
Séria ameaca para a produtividade das plantas cultivadas. O Cd inibe a absorcao de
nutrientes essenciais para as plantas, o equilibrio homeostatico e o desenvolvimento
de plantas (NAZAR et al., 2012).

Além de ser introduzido na cadeia alimentar através das plantas que o
absorve da solucdo do solo, o Cd ocasiona inameras perdas na produtividade e
qualidade das culturas agricolas, reduzindo o crescimento das plantas
principalmente devido ao estresse oxidativo. Dessa forma, torna-se necessario o
desenvolvimento de estratégias que resultem em menor absorcao desses elementos
toxicos presentes no solo pelas plantas, otimizando o uso dos recursos naturais e a
producdo de alimentos seguros, principalmente quando se trata de uma planta
medicinal como a Pfaffia glomerata, a qual apresenta grau razoavel de tolerancia a
metais.

A P. glomerata € uma planta medicinal conhecida como ginseng brasileiro
devido ao formato de suas raizes, as quais sdo de grande interesse comercial na
producdo de fitomedicamentos e suplementos alimentares, em razdo de suas
propriedades antitumorais, antidiabéticas, tonicas e estimulantes, e contra disturbios
gastricos e reumatismo (MAGALHAES, 2000; ZIMMER et al., 2006; MENDES;
CARLINI, 2007; FERNANDES, et al., 2015).

Dentre as alternativas buscadas para solucionar os problemas com o metal
toxico Cd no crescimento de plantas estd o uso de amenizadores, ou seja,

elementos tidos até entdo como benéficos, que quando utilizados em concentracdes
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baixas podem aliviar os efeitos danosos do Cd. Nesse sentido, o selénio (Se) e o
silicio (Si) sdo reconhecidos como elementos benéficos para o crescimento de
algumas plantas, podendo aumentar a tolerancia das plantas ao estresse oxidativo.
Sendo assim, o presente trabalho esta dividido em dois capitulos: Capitulo | -
Selénio e silicio amenizam os efeitos toxicos do cadmio em plantas de Pfaffia
glomerata (Spreng.) Pedersen cultivadas em sistema hidropénico, e Capitulo Il -
Efeito do selénio e do silicio sobre o sistema antioxidante de plantas de Pfaffia
glomerada (Spreng.) Pedersen cultivadas sob toxicidade do cadmio.

2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral
Analisar o efeito do selénio e do silicio sobre parametros morfofisioldgicos e

bioquimicos em plantas de Pfaffia glomerada cultivadas sob toxicidade do cadmio.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar a capacidade do Se e do Si em amenizar os efeitos toxicos do Cd sobre
parametros morfofisiologicos (crescimento, é&rea foliar, parametros de
fluorescéncia da clorofila a e fotossintese) em plantas de P. glomerata em
sistema hidroponico;

e Analisar se 0 Se e 0 Si minimizam os danos oxidativos (contetdo de clorofila,
carotenoides e peroxidacao lipidica) ocasionados pelo Cd em plantas de P.
glomerata em sistema hidropénico;

e Verificar se o0 Se e o Si interferem nas respostas antioxidantes (peréxido de
hidrogénio e enzimas antioxidantes) ocasionadas pelo Cd em plantas de P.
glomerata em sistema hidroponico;

e Determinar se a presenca de Se e Si no meio de crescimento reduz a absorgéo

de Cd em plantas de P. glomerata expostas ao Cd em sistema hidropénico.



17

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Pfaffia glomerada (Spreng.) Pedersen

O género Pfaffia, pertencente a familia Amaranthaceae (Figura 1), possui cer-
ca de 170 géneros e 2000 espécies, sendo encontrados no Brasil 20 géneros e
aproximadamente 100 espécies (SOUZA; LORENZI, 2005). No Brasil, 27 espécies
foram descritas (TANIGUCHI et al., 1997), sendo essas caracterizadas como ervas
ou subarbustos eretos ou semiprostrados que ocorrem em cerrados, campos rupes-
tres ou limpos, orlas de matas e beiras de rios (MARCHIORETTO et al., 2009).

A P. glomerata (Spreng.) Pedersen € uma planta nativa, sendo conhecida
como ginseng brasileiro devido ao formato de suas raizes (Figura 2), as quais sao
muito semelhantes ao ginseng coreano (Panax ginseng C.A. Meyer, familia Aralia-
ceae), pelas tipicas formas humanoides, das quais deriva o nome “ginseng” que sig-
nifica “imagem do homem”, em chinés (SCHENKEL et al., 2002). Suas raizes séo de
grande interesse comercial para a producdo de fitomedicamentos e suplementos
alimentares em razdo de suas propriedades antitumorais, antidiabéticas, tbnicas e
estimulantes, contra distarbios gastricos, reumatismo e estimulante das funcdes se-
xuais (VIGO et al., 2004; MENDES; CARLINI, 2007; LEITE et al., 2008; CARULO,
2012; FERNANDES et al., 2015).

Figura 1 — Plantas de Pfaffia glomerata cultivadas em hidroponia (A) e a campo (B).

Fonte: Autor (A) e wikipedia.org/wiki/Ginseng-brasileiro (B).
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Estudos demonstraram que extratos de raizes de P. glomerata favoreceram a
aprendizagem e a memoria de ratos (MARQUES et al., 2004) e apresentaram efei-
tos anti-inflamatorios, analgésicos (NETO et al., 2005) e antioxidantes (DANIEL et
al., 2005). Neto et al. (2004) verificaram que extratos hidroalcodlicos da espécie

mostraram-se ativos contra alguns protozoarios, como a Leishmania braziliensis.

Figura 2 — Raizes de plantas de P. glomerata.

Fonte: http://saude.ig.com.br/bemestar/guiaplantasmedicinais/ginseng/ref1237836069897.html

Toneladas de raizes dessa espécie sdo mensalmente destinadas ao mercado
nacional e internacional. Devido a sua importancia econémica, a propagacéao de P.
glomerata desempenha um papel essencial na producado de matérias-primas para a
industria farmacéutica. No momento, a propagacao in vitro tem sido tradicionalmente
realizada por meio de proliferagdo axilar de gemas a partir de segmentos nodais
(SALDANHA et al., 2013; VASCONCELOS et al., 2014).

As plantas de P. glomerata sdo ricas em saponinas triterpénicas e
ecdisteréides (SHIOBARA et al., 1993a), cujo teor varia de acordo com 0 acesso
(FIGUEIREDO et al., 2004). O efeito desta espécie é atribuido ao ecdisterdide -
ecdisona, que inclusive € o composto utilizado como marcador quimico da qualidade
das raizes (ZIMMER et al., 2006). A B-ecdisona (pertencente ao grupo dos

ecdisteréides), principio ativo do ginseng brasileiro, pode ser encontrada em
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diversos 6rgdos da planta, como em flores, folhas, caules e raizes (NISHIMOTO et
al., 1987; FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008; ROSTAGNO et al., 2014). No entanto,
sua extracdo comercial ocorre nas raizes (TANAKA et al., 1995; FLORES et al.,
2015). Estudos apontam que os ecdisteroides apresentam funcédo de protecéo contra
insetos fitofagos e nematoides do solo (ALVES, 2008).

Esta espécie pode ser encontrada naturalmente em ambientes de mata
ciliar, campos inundaveis a beira de rios e em orlas de matas de galeria, sendo que
no Brasil ocorre principalmente no estado do Parand e Mato Grosso do Sul
(PACHECO et al., 2012). Caracteriza-se por ser uma espécie higrofila (ambientes
umidos) e heliéfila (necessita de total exposi¢cdo solar), apresentando grande
adaptabilidade e rapido crescimento, se desenvolvendo melhor em regides com
temperatura mais elevada. No entanto, a espécie €& sensivel a geadas
(MAGALHAES, 2000; VIGO et al., 2004).

A produtividade da fafia esté ligada a alta umidade do solo e a elevados teo-
res de calcio e matéria organica (SIQUEIRA; GRANDI, 1986). Sua ocorréncia € mai-
or em solo arenoso e rico em matéria organica, apesar de desenvolver-se bem em
solos argilosos (MAGALHAES, 2000). SKREBSKY et al. (2008) mostraram que plan-
tulas de P. glomerata cultivadas em sistema hidropdnico parecem ter grau razoavel
de tolerancia ao cadmio. Em outros estudos, foi observado que o crescimento e me-
canismos antioxidantes de plantas de P. glomerata foram significantemente afetados
por altos niveis de mercurio (Hg) (25 e 50 uM) no substrato (CALGAROTO et al.,
2010; 2016), e que a presenca de zinco (Zn) no substrato causou uma reducao sig-
nificativa no estresse oxidativo causado por Hg em plantulas de P. glomerata (CAL-
GAROTO et al., 2011; 2016).

3.2 Cadmio (Cd)

As plantas diferem na sua habilidade em absorver, acumular e tolerar metais
pesados, entre eles o cadmio (Cd). O Cd ndo possui uma funcéo biologica
conhecida nas plantas e é altamente toxico. Apesar de o Cd nao ter funcéo biologica
conhecida nas plantas (PENCE et al.,, 2000; PEREIRA et al.,, 2016), pode ser
facilmente absorvido e transportado pelo xilema (LUX et al., 2011), por apresentar
configuracéo eletronica e estado de valéncia similar ao zinco (NAN et al., 2002).
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Sendo assim, niveis toxicos de metais pesados afetam uma variedade de processos
de plantas (GUPTA et al., 2013).

Quando na solucéo do solo, o Cd é absorvido e dependendo da espécie vegetal,
pode ser transportado para a parte aérea (GONCALVES et al., 2009) bem como para
0s oOrgdos de reproducdo das plantas (GONCALVES et al.,, 2012; de MARIA;
RIVELLI, 2013). Além de outros efeitos, o Cd altera a absor¢do de nutrientes
minerais (ZHANG et al., 2002; GONCALVES et al., 2009), induz peroxidacéo lipidica
(GONCALVES et al, 2007), vazamento de ions, oxidacdo de proteinas
(GONCALVES et al.,, 2007), danos no DNA, inibicdo na biossintese da clorofila
(MOBIN; KHAN, 2007) e redugio no crescimento (WOJCIK; TUKIENDORF, 2005),
levando as plantas a uma situacdo de estresse oxidativo, podendo resultar inclusive
em suas mortes. O estresse oxidativo gerado por este elemento ocorre
principalmente devido a producdo de perdxido de hidrogénio (H202) (CHO; SEO,
2005) e outras formas instaveis de oxigénio, tais como os radicais superéxido (O2*),
radicais hidroxil (OH*") e o oxigénio singleto (*O2). De acordo com LIN et al. (2007), o
teor de Cd no solo relacionado com a toxicidade critica o qual induz estresse
oxidativo para plantas de trigo esta entre 3,3 e 10 mg kg

As plantas, em reposta ao estresse pelo Cd, desenvolvem inameros
mecanismos para detoxificar e tolerar o metal. Dentre 0os mecanismos de defesa,
estdo a complexacdo do Cd na parede celular, reducdo da permeabilidade da
membrana plasmatica, aumento da taxa de efluxo do metal, transporte do metal até
0 vacuolo e outros compartimentos intracelulares, complexacdo com agentes
quelantes, tais como metalotioneinas e fitoquelatinas, e ativacdo de processos
antioxidantes (SANITA DI TOPPI; GABBRIELLI, 1999; CLEMENS, 2006;
GONGCALVES et al., 2009).

Este elemento pode se acumular em diversos 6rgdos da planta, o que pode
oferecer um risco para a saude humana. Em experimentos realizados com ratos,
GONGCALVES et al. (2012) relataram que a ingestdo de uma dieta a base de
tubérculos de batata contaminados com Cd afetou o sistema colinérgico e a
atividade da Na*,K*-ATPase no cérebro de ratos. Além disso, NAIR et al. (2013)
relataram o envolvimento do estresse oxidativo gerado pelo Cd com patologias
humanas. Assim, o Cd presente nos solos agricolas do Rio Grande do Sul pode
acumular-se nos alimentos e plantas medicinais, oferecendo riscos para a saude da

populacao, pois este elemento pode alterar o metabolismo humano competindo com
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sistemas de aglutinagdo do selénio, ferro, cobre, zinco e manganés. Além disso,
como é um ion bivalente, o Cd diminui significativamente a absor¢éo intestinal de
ferro no corpo humano. Quando um alimento contaminado com Cd € ingerido, este
metal se acumula nos rins, onde a sua semivida de permanéncia € de 18 a 30 anos,
demonstrando assim a grande dificuldade na remocdo do mesmo (MARTINEZ;
PALACIO, 2010).

3.3 Selénio (Se)

O Selénio (Se) pertence a classe dos calcogénios e esti presente na crosta
terrestre geralmente associado a particulas de argila. Os niveis médios de Se nos
solos do mundo sdo estimados em 0,44 mg kg?, podendo variar nas diferentes
regides e solos (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001). Sdo conhecidos quatro
estados de oxidacdo do Se, como selénio elementar (Se®), seleneto (Se?), selenito
(Se03?), selenato (Se04+%) e em formas organicas (levedura selenizada). As formas
de selenito (Se**) e selenato (Se®*) geralmente sédo as encontradas no ambiente. As
proporcdes das formas de Se na solucdo do solo sdo governadas por diferentes
propriedades fisico-quimicas, incluindo pH, potencial de oxidacdo e processos
bioldgicos (JEZEK et al., 2012; KABATA-PENDIAS; MUKHERJEE, 2007).

Devido as caracteristicas quimicas similares ao enxofre, o Se, quando em
concentracbes elevadas, pode substituir este elemento na estrutura de
biomoléculas, podendo causar toxicidade (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001). O
Se é captado pelas raizes das plantas a partir da solucdo do solo (fracdo do selénio
soluvel em agua) predominantemente na forma de selenato, embora o selenito e
selénio organico sejam também absorvidos (WHITE et al., 2004; PRAUCHNER,
2014). A taxa e a forma quimica do selénio absorvido dependem da concentracdo e
da espécie quimica presente na solucdo do solo, bem como das condicbes no
ambiente radicular da planta, como o pH, presenca de ions competidores, teores de
matéria organica, textura do solo e a atividade microbiana (DHILLON; DHILLON,
2003; PRAUCHNER, 2014; HUANG et al., 2014; YASIN et al., 2015). A adsorcao de
Se tem sido estudada em uma ampla gama de materiais sorventes em diversos
paises (KIM et al., 2012; MITCHELL et al., 2013; GABOS et al., 2014; MOREL et al.,
2015).

Nos organismos vivos, 0 Se desempenha um papel no equilibrio hormonal e

antioxidante, bem como é componente das selenotRNAs (OGASAWARA et al.,
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2001). Varios  seleno-aminoacidos, SeMet (seleno-metionina), SeCys
(selenocisteina) e SeMSC (selénio-metil-seleno-sisteina) foram encontrados em
associacdo com a enzima glutationa peroxidase em bactérias e plantas superiores
(KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001), a qual esta envolvida na remocéo de radicais
livres nas células vegetais e animais.

Em concentracdes baixas, o Se pode aumentar a tolerancia das plantas ao
estresse oxidativo devido a reducdo dos niveis de H202 (HAWRYLAK-NOWAK,
2013), de peroxidacao lipidica e aumento da atividade de enzimas antioxidantes
(XUE et al., 2001; SEPPANEN et al., 2003; DJANAGUIRAMAN et al., 2005). Em
associacdo com a glutationa, o Se reduz a absorcdo de Cd e reduz os niveis de
H202 e malondialdeido (produto da peroxidacao lipidica) em plantas de Zea mays
(SUN et al., 2013). Em animais, a forma organica de Se, difenildisseleneto (PhSe)z,
desempenha um papel antioxidante pois exibe atividade similar a da enzima
glutationa peroxidase (LUCHESE; NOGUEIRA, 2010), resultando em uma inibigao
do estresse oxidativo (SANTOS et al., 2005; BORGES et al., 2008), induzido por
metais toXxicos.

Além de antioxidante, o Se possui papel na reducdo da absorcdo de ions
toxicos (HE et al.,, 2004), ou quando absorvidos, o0s ions toxicos podem ser
insolubilizados na presenca do Se, o que os incapacita de exercer efeito tdxico
(YATHAVAKILLA; CARUSO, 2007). Portanto, a adicdo de Se, em concentracfes
baixas, € geralmente considerada uma terapia contra a toxicidade de metais toxicos
em animais (CHEN et al., 2012; AL-WAELI et al., 2013) e plantas (FILEK et al., 2008;
FILEK et al., 2010; CARTES et al., 2010). Neste sentido, o0 Se pode aumentar a
tolerancia das plantas aos estresses ambientais (YAO et al., 2013). Para aumentar
os teores de Se em plantas, sdo usadas técnicas de melhoramento genético visando
aumentar a capacidade de absorcdo e acumulacdo deste nutriente nessas plantas
(BOLDRIN et al., 2012; POBLACIONES et al., 2014; REIS et al., 2014; BANUELOS
et al., 2015).

3.4 Silicio (Si)
O Si é o0 segundo elemento mais abundante na superficie da crosta terrestre e
no solo, superado apenas pelo oxigénio (GUNES et al., 2007; LIANG et al., 2007).

Ocorre principalmente como mineral inerte das areias, quartzo (SiOz puro), caulinita,
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micas, feldspatos e em outros argilo minerais silicatados (MARSCHNER, 1995; MA-
RAFON, 2011). Embora abundante no solo, o Si ndo é encontrado em uma forma
livre e estd sempre combinado com outros elementos, usualmente formando Oxidos
ou silicatos. Em combinacdo com o oxigénio, os silicatos formam o maior e mais
abundante grupo de minerais. Muitos minerais sdo também formados de silicatos em
combinacdo com outros elementos, tais como ferro (Fe), aluminio (Al) e calcio (Ca)
(PERRY; KEELING-TUCKER, 1998).

O Si esta presente na solucédo do solo como acido silicico, Si(OH)4, em con-
centracdes normalmente variando de 0,1 a 0,6 mM, cerca de duas ordens de magni-
tude maior que as concentragdes de fosforo (P) na solucdo do solo (EPSTEIN, 1999,
LIMA et al., 2011). O Si apés ser absorvido pelas plantas, na forma de acido monos-
silicico (GAO et al., 2011), é irreversivelmente precipitado dentro da planta como
silica amorfa. Além disso, o Si se deposita principalmente no protoplasma e parede
celular na forma de SiO2.nH20 (LANNING & ELEUTERIUS, 1989). As concentragdes
de Si variam grandemente nas diferentes partes da planta, variando de 0,1 a 10% da
massa seca (LIANG et al., 2007). Esta ampla variacdo na concentracdo de Si nos
tecidos da planta € atribuida principalmente a diferencas nas caracteristicas de ab-
sorcao e transporte de Si (EPSTEIN, 1994).

O Si é considerado tanto um micronutriente (MAPA, 2004), quanto um ele-
mento benéfico para varias culturas (LI et al., 2011; CAMARGO et al., 2014), aumen-
tando a tolerancia de plantas a ataques de insetos, doencas, condi¢cdes climaticas
desfavoraveis e presenca de metais (LI et al., 2011; GU et al., 2011; MEENA et al.,
2014; DORNELES et al., 2016).

Liang et al. (2003) sugeriram que o Si pode estar envolvido na atividade me-
tabdlica, fisioldgica e/ou estrutural em plantas superiores expostas a estresses bioti-
cos e abidticos. Tem sido sugerido também que o Si aumenta a tolerancia a seca
(GONG et al., 2005), metais toxicos (GUNES et al., 2007; DONCHEVA et al., 2009;
GU et al., 2011), radiacdo UV-B (LI et al., 2004), estresse salino (LIANG et al., 2003)
e resisténcia de plantas a patdogenos (RICHMOND; SUSSMAN, 2003; GAO et al.,
2011). O Si também alivia estresses minerais como a toxicidade do manganés (Mn),
Al e deficiéncia de P (IWASAKI et al., 2002). O Si incrementou a atividade fotossinté-
tica e a ultraestrutura de células foliares de Avena sativa (LIANG, 1998) e reduziu o
vazamento de eletrdlitos nas folhas de plantas submetidas a alta salinidade, aumen-
tando o crescimento (LIANG et al., 2007).
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Alguns estudos também tém indicado que o Si aumenta as propor¢cfes de
K*/Na* nas células, as quais amenizam os efeitos toxicos do Na* (LIANG et al.,
2007) e protegem contra o estresse oxidativo em plantas (ZENG et al., 2011). E su-
gerido que o Si aumenta a resisténcia de plantas a metais através da estimulacéo do
sistema antioxidante, reducdo da inibicdo da fotossintese e complexacdo de metais
com Si (SHI et al., 2005; LIANG et al., 2007). O Si aumentou a tolerancia ao Cd de
plantas de Solanum nigrum devido a diminuicdo da absorcao e distribuicdo de Cd
em folhas velhas e expandidas, assim como por diminuir o estresse oxidativo induzi-
do por Cd (LIU et al., 2013). Além disso, foi relatado que metais pesados se deposi-
taram com silica na endoderme da raiz e bloquearam fisicamente o fluxo apoplastico
desses metais através da raiz (SHI et al., 2005). A silica também se deposita no pe-
riciclo e faz um importante papel na tolerancia de plantas de Zea mays ao estresse
de Cd e Zn (da CUNHA; do NASCIMENTO, 2009). Também foi relatado que o silica-
to aliviou a toxicidade do Mn por aumentar a fragdo deste ligada na parede celular
(ROGALLA; ROMHELD, 2002).

Portanto, pode ser sugerido que o sequestro e a detoxificacdo de metais fo-
ram atribuidos aos efeitos quimicos e fisicos do Si em formar co-precipitados com
metais e bloquear a transferéncia de metais nas plantas. Entretanto, os mecanismos
definitivos dos efeitos mediados por Si na distribuicdo e translocacdo de metais em

plantas ainda precisam ser investigados.
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RESUMO

SELENIO E SILICIO AMENIZAM OS EFEITOS TOXICOS DO CADMIO EM
PLANTAS DE Pfaffia glomerata (SPRENG.) PEDERSEN CULTIVADAS EM
SISTEMA HIDROPONICO

AUTORA: Aline Soares Pereira
ORIENTADORA: Luciane Almeri Tabaldi
COORIENTADORA: Liana Verbdnica Rossato

As plantas estdo constantemente expostas a fatores bidticos e abidticos, como a
presenca de metais toxicos, que podem levar a uma situacdo de estresse oxidativo.
Dentre esses metais, a contaminacdo por cadmio (Cd) tem se tornado uma
preocupacao crescente nos ultimos anos. Assim, o objetivo deste estudo foi verificar
se o0s elementos selénio (Se) e silicio (Si) podem amenizar os efeitos tdéxicos do Cd
sobre parametros morfofisiolégicos em plantas de Pfaffia glomerata cultivadas em
sistema hidropénico. Inicialmente as plantas de P. glomerata foram propagadas in
vitro (25 dias) e apos transferidas para cultivo hidropdnico com solucdo nutritiva
completa de Hoagland. Apés um periodo de aclimatacédo (cinco dias), os tratamentos
foram aplicados: Tratamento 1: 0 uM Cd + 0 mM Se e Si; Tratamento 2: 0 uM Cd +
2,5 mM Se; Tratamento 3: 0 uM Cd + 2,5 mM Si; Tratamento 4: 50 uM Cd + 0 mM Se
e Si; Tratamento 5: 50 uM Cd + 2,5 mM Se, Tratamento 6: 50 uM Cd + 2,5 mM Si.
ApOs exposicao aos diferentes tratamentos (14 dias), as plantas foram coletadas e
analisadas quanto a parametros morfofisiolégicos: biomassa fresca e seca, altura de
plantas, area foliar, nimero de folhas, comprimento, didmetro, volume e nimero de
ramificacfes de raizes e parametros fotossintéticos. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia e as médias comparadas pelo Teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade de erro. A presenca de Cd na solucao nutritiva reduziu a area foliar,
biomassa, parametros radiculares e fotossintéticos das plantas, exceto para a
biomassa seca de parte aérea, numero de folhas e altura das plantas. Em geral, nos
tratamentos contendo Se e Si junto ao Cd, as plantas apresentaram respostas
positivas para massa fresca da parte aérea e raiz, massa seca de raiz, comprimento,
didmetro, volume e ramificagbes de raizes, éarea foliar, taxa fotossintética,
concentracdo interna de COg2, taxa transpiratoria, eficiéncia do uso da agua e
eficiéncia de carboxilagdo da rubisco, mostrando assim que 0s mesmos podem
amenizar a toxicidade provocada pelo Cd. Assim, o Cd apresentou efeito negativo
sobre o crescimento das plantas, enquanto que a adicdo de Se e Si amenizou o
estresse provocado pelo Cd. O potencial do Se e Si em amenizar a toxicidade do Cd
pode ser utilizado para aumentar a produtividade e a qualidade de plantas
medicinais, de forma ambientalmente adequada.

Palavras-chave: Ginseng brasileiro. Metais toxicos. Elementos benéficos.
Parametros morfofisiolégicos.
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ABSTRACT

SELENIUM AND SILICON ALLEVIATES THE TOXIC EFFECTS OF CADMIUM IN
Pfaffia glomerata (SPRENG.) PEDERSEN PLANTS GROWN HYDROPONICALLY

AUTHOR: Aline Soares Pereira
ADVISOR: Luciane Almeri Tabaldi
CO ADVISOR: Liana Verbnica Rossato

Plants are continuously exposed to biotic and abiotic factors, such as the presence of
toxic metals that may lead to oxidative stress. Among these metals, contamination by
cadmium (Cd) has become an increasing concern in recent years. The aim of this
study was to determine whether selenium (Se) and silicon (Si) mitigate the toxic
effects of Cd on morphophysiological parameters of Pfaffia glomerata plants grown
hydroponically. Initially, the P. glomerata plants were propagated in vitro (25 days),
then transferred to hydroponics with complete Hoagland solution. After a period of
acclimatization (five days), the treatments were applied: Treatment 1: 0 uM Cd + 0
mM Se and Si; Treatment 2: 0 uM Cd + 2.5 mM Se; Treatment 3: 0 uM Cd + 2.5 mM
Si; Treatment 4: 50 uM Cd + 0 mM Se and Si; Treatment 5: 50 uM Cd + 2.5 mM Se;
Treatment 6: 50 uM Cd + 2.5 mM Si. After exposure to different treatments (14 days),
the plants were collected and analyzed for morphophysiological parameters: fresh
and dry biomass, plant height, leaf area, leaf number, length, diameter, volume and
number of root branches and photosynthetic parameters. Data were submitted to
analysis of variance and means were compared by the Scott-Knott test at 5%
probability of error. The presence of Cd in the nutrient solution reduced leaf area,
biomass, and the root morphophysiological and photosynthetic parameters, except
for shoot dry biomass, leaf number and plant height. In general, in the treatments
containing Se and Si with Cd, the plants showed positive responses for fresh weight
of shoot and root, root dry weight, length, diameter, volume and branching roots, leaf
area, photosynthetic rate, internal concentration of COz, transpiration rate, water use
efficiency and efficiency of Rubisco carboxylation, which demonstrates that they may
alleviate the toxicity caused by Cd. Thus, Cd had a negative effect on plant growth,
but the addition of Se and Si alleviates the stress caused by Cd. The potential of Se
and Si to ameliorate the toxicity of Cd may be used to increase productivity and
quality of medicinal plants, in an environmentally appropriate manner.

Keywords: Brazilian ginseng. Toxic metals. Beneficial elements. Morphophysiological
parameters.
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INTRODUCAO

As espécies agricolas, medicinais e florestais enfrentam uma variedade de
estresses biodticos e abidticos que sdo os principais limitantes a producdo. Nesse
contexto, a contaminacdo por elementos-trago caracteriza-se como um estresse
abiotico, que representa um problema ambiental (TKALEC et al., 2008). Considerado
um dos elementos mais toxicos liberados no ambiente, o cadmio (Cd) ndo apresenta
funcdes biolégicas conhecidas, sendo considerado um elemento ndo essencial as
plantas (OK et al., 2011), apresentando alta disponibilidade na cadeia alimentar e
elevada toxicidade, mesmo em baixas concentragbes (MAESTRE et al.,, 2012;
MURTAZA et al., 2015). Os solos de ambientes agricolas podem apresentar acumulo
de Cd, devido a aplicacdo de fertilizantes fosfatados, adubos, residuos de industrias
metallrgicas e aguas residuais nao tratadas (AHMAD et al., 2012; LEE et al., 2013;
OK et al., 2011). Devido a sua alta mobilidade no solo, seu acumulo nas plantas
cultivadas em solos que estejam contaminados pode representar uma séria ameaca
para a saude humana e animal (SARWAR et al., 2010). O principal meio de entrada
de Cd na cadeia alimentar sdo as plantas, uma vez que é absorvido pelas raizes
preferencialmente em solos acidos e tende a se acumular nos tecidos vegetais.

Dentre as alternativas buscadas para solucionar os problemas com este metal
tdxico no crescimento das plantas esta o uso de amenizadores, ou seja, elementos
tidos até entdo como benéficos, que quando utilizados em concentracdes baixas
podem aliviar os efeitos danosos do Cd. Nesse sentido, o silicio (Si) € um elemento
benéfico para o crescimento, desenvolvimento, produtividade e resisténcia a
doencas em uma ampla variedade de espécies de plantas (MA, 2004) podendo
assim aumentar a tolerancia das plantas ao estresse oxidativo (ZENG et al., 2011,
DORNELES et al., 2016). Outro elemento tido como benéfico € o selénio (Se), que
pode aumentar a tolerancia das plantas aos estresses ambientais (YAO et al., 2013;
THIRUVENGADAM et al., 2015).

Dessa forma, torna-se necessario o desenvolvimento de estratégias que
resultem em menor absorcao desse elemento toxico pelas plantas, otimizando assim
0 uso dos recursos naturais e a produgdo de alimentos seguros, principalmente
gquando se trata de uma planta medicinal como a Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen, a qual apresenta grau razoavel de tolerancia a metais (MALDANER,
2015) como o Cd (SKREBSKY et al., 2008).
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A P. glomerata é uma planta medicinal conhecida popularmente como ginseng
brasileiro. Suas raizes sdo de grande interesse comercial para a producdo de
fitomedicamentos e suplementos alimentares em razdo de suas propriedades
antitumorais, antidiabéticas, tbnicas e estimulantes, e contra distlrbios gastricos e
reumatismo (MAGALHAES, 2000; ZIMMER et al., 2006; MENDES; CARLINI, 2007).
As propriedades medicinais apresentadas pela espécie devem-se principalmente a
presenca de saponinas triterpénicas e ecdisteréides (VIGO et al., 2004). Diante
disso, objetivou-se, com esse trabalho avaliar o potencial amenizador do Se ou do Si

sobre a toxicidade do Cd em plantas de P. glomerata.

MATERIAIS E METODOS

Obtencéao de plantas

Os ensaios foram desenvolvidos no Laboratério de Biotecnologia Vegetal,
Laboratério de Bioquimica de Plantas e nas casas de vegetacdo pertencentes ao
Departamento de Biologia, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas, da Universidade
Federal de Santa Maria. Para a conducédo dos ensaios foi utilizado o acesso GD
(UFGD-MS) de P. glomerata. As plantas utilizadas no experimento foram propagadas
in vitro a partir de segmentos nodais por 25 dias em meio de cultivo MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L de sacarose, 0,1 g L de
mio inositol e 6,0 g L* de &gar.

Apbs esse periodo, as plantas foram transferidas para bandejas plasticas com
capacidade de 17 L contendo solugéo nutritiva completa, onde foram fixadas por
meio de esponjas em placas de poliestireno contendo furos (30 plantas por placa),
objetivando a aclimatacdo. A solugcao nutritiva teve a seguinte composi¢ao (em mg L-
1): 85,31 de N; 7,54 de P; 11,54 de S; 97,64 de Ca; 23,68 de Mg; 104,75 de K;
176,76 de CI; 0,27 de B; 0,05 de Mo; 0,01 de Ni; 0,13 de Zn; 0,03 de Cu; 0,11 de Mn
e 2,68 de Fe (FeSO4/Na-EDTA). Ap6s o periodo de cinco dias de aclimatagéo, os
tratamentos foram aplicados, os quais consistiram nas seguintes combinacdes: Tra-
tamento 1: 0 uM Cd + 0 mM Se e Si; Tratamento 2: 0 uM Cd + 2,5 mM Se; Tratamen-
to 3: 0 uM Cd + 2,5 mM Si; Tratamento 4: 50 uM Cd + 0 mM Se e Si; Tratamento 5:
50 uM Cd + 2,5 mM Se; Tratamento 6: 50uM Cd + 2,5 mM Si. Os tratamentos foram

dispostos em delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticées para
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cada tratamento e 30 plantas por repeticdo. O pH da solucéo foi ajustado diariamen-
te (4,5£0,1).

Determinacao de parametros de crescimento

Apébs 14 dias de exposicao aos diferentes tratamentos, metade das plantas fo-
ram coletas e separadas em parte aérea e raizes para determinacdo dos seguintes
parametros:

e Biomassa fresca e seca: Parte aérea e raizes das plantas foram coletadas se-
paradamente e imediatamente pesadas em balanca digital de precisdo para de-
terminacdo da biomassa fresca. Em seguida, essas amostras foram colocadas
em sacos de papel e levadas para a estufa a 65°C até atingirem a massa cons-
tante para determinagéo da biomassa seca;

e Altura de plantas: Determinada com a utilizacdo de uma régua graduada em
milimetros;

e Comprimento, diametro, volume e nimero de ramificacdes de raizes: Determi-
nado com auxilio de um scanner Epson 11000 XL, onde as raizes foram digita-
lizadas e ap6s analisadas com o auxilio do Software WinRhizo Pro;

e Numero de folhas;

e Area foliar: As folhas foram digitalizas com auxilio de um scanner Epson 11000

XL e apds analisadas com ajuda do Software WinRhizo Pro.

Parametros fotossintéticos

Aos 14 dias de exposicdo aos tratamentos, foram realizadas as avaliagbes
dos parametros fotossintéticos na quarta folha completamente expandida de quatro
plantas por repeticdo. As avaliacbes foram realizadas no periodo entre as 8 e 11h
com a utilizacado do medidor portétil IRGA, marca LI-COR, modelo LI-6400XT.

Foram determinadas a condutancia estomatica de vapores de agua (Gs - mol
H20 m2 s1), a taxa fotossintética (A - pmol CO2 m? s1), a concentracéo interna de
CO2 (Ci - ymol m2 s1), a taxa transpiratéria (trmmol - mmol H20 m2 s1), a eficiéncia
do uso da agua (EUA - mol CO2 mol H207) e a eficiéncia de carboxilagdo da
Rubisco (A - pmol CO2 m st/ Ci - ymol m s1) obtida pela razdo entre quantidade

de CO:z2 fixado pela fotossintese e a concentragéo interna de COs..
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Analise estatistica

Para a analise estatistica dos dados, foi verificada a normalidade da distribui-
cao dos erros através do teste de Anderson-Darling e homogeneidade das varian-
cias dos erros através do teste de Bartlett (ESTATCAMP, 2012) para todas as varia-
veis do experimento. As médias foram submetidas a analise de variancia e compa-
radas pelo teste de Scott-Knott (1974), com 5% de significancia, utilizando os aplica-
tivos Sisvar (FERREIRA, 2011) e do SigmaPlot.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas de Pfaffia glomerata expostas somente ao cadmio (Cd) na solucao
nutritiva apresentaram menor crescimento, com caule mais sensivel e folhas com
clorose, em comparacao com as demais plantas (Figura 3 apéndice). O menor cres-
cimento das plantas expostas ao Cd pode ser devido a reducdo da absorcédo de nu-
trientes, que ocasiona a inibicdo do crescimento das plantas (PENG et al., 2005). A
coloracdo das plantas expostas apenas ao Cd foi possivelmente resultado da redu-
cdo na producédo de clorofila. De acordo com Qian et al. (2009), o declinio induzido
por Cd no contetdo de clorofilas pode ser explicado com base nos efeitos inibitérios
do Cd sobre as enzimas envolvidas na biossintese desses pigmentos. Nos demais
tratamentos as plantas apresentaram maior altura e folhas maiores (Figura 3 apéndi-
ce). Isso pode ter se dado devido a presenca de Se e Si na solugao nutritiva, 0s
quais apresentaram efeitos benéficos para as plantas.

Biomassa fresca e seca de raizes e parte aérea

O Cd é um dos metais pesados mais toxicos, apresentando alta mobilidade
no ambiente (TANG et al., 2015), sendo absorvido pelas raizes e transportado para
a parte aérea de muitas espécies de plantas (SHI et al., 2005). Houve reducao na
biomassa fresca de parte aérea (Figura 1A) em todos os tratamentos, sendo mais
significativo nas plantas expostas ao Cd. Ja para massa fresca (Figura 1B) e massa
seca de raizes (Figura 1D) somente o tratamento contendo Cd no meio de cresci-
mento promoveu uma reducao nesses parametros, comparados com o tratamento

controle. A inibicdo no crescimento de raizes pode ser devido ao fato que € o siste-
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ma radicular o primeiro 6rgédo da planta a entrar em contato com o Cd, ocasionando
maior inibicdo no crescimento. A reducdo da biomassa aérea vegetal pelo excesso
de Cd pode ser consequéncia direta da inibicdo na sintese de clorofila, bem como da
fotossintese (PADMAJA et al., 1990), conforme observado na tabela 2. O Cd tam-
bém destroi a integridade da membrana celular (FILEK et al., 2008) e inibe a absor-
cao de certos elementos essenciais (ZEMBALA et al., 2010), ocasionando reducéo
na producdo de biomassa. Em ensaio conduzido por Santos (2013), houve um de-
créscimo na massa seca de folhas e raizes de plantas de feijdo (Phaseolus vulgaris
L.) na concentragdo de 50 ymol L de Cd. Além disso, o Se promoveu um aumento

na biomassa fresca e seca de raizes, comparado com o controle.

Figura 1 — Efeito do selénio ou do silicio (2,5 mM) sobre a massa fresca da parte
aérea (A), massa fresca de raizes (B), massa seca da parte aérea (C) e massa seca
de raizes (D) de plantas de P. glomerata, cultivadas na presenga de cadmio (50 uM).
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Os resultados mostraram que concentragdes de 50 pmol L de Cd diminuem
a biomassa fresca e seca em comparagdo com o controle. A reducédo da biomassa é
explicada pela diminuicdo do metabolismo devido a interacdo do Cd com as enzimas
e as reacdes bioquimicas, ocasionando reducdo no crescimento geral da planta
(ONCEL et al., 2000; SHAFI et al., 2010; ALl et al., 2013).

Em relacdo a biomassa seca da parte aérea nao foi observada diferenca sig-
nificativa entre os tratamentos (Figura 1C), ou seja, o Cd interferiu no acumulo de
agua pelos tecidos, sem interferir de forma significativa no acumulo de biomassa
nesse 6rgao.

Nos tratamentos onde o Si e 0 Se estavam presentes na solugdo juntamente
com o Cd, os valores relativos a biomassa fresca de raizes foram estatisticamente
iguais ao tratamento controle, enquanto que para biomassa fresca de parte aérea
esses mesmos tratamentos apresentaram maior acimulo de biomassa comparado
com o tratamento onde somente o Cd estava presente no meio de crescimento, ou
seja, através desses parametros foi possivel observar que o Se e o Si foram capa-
zes de reduzir a toxicidade do Cd.

O Se e o Si entram na cadeia alimentar através das plantas e especialmente
através das espécies cultivadas e medicinais, as quais sdo parte da dieta tanto de
consumidores primarios como secundarios (LONGCHAMP et al., 2015). O Se tem
papel importante na desintoxicacdo do estresse oxidativo induzido por Cd (IQBAL,
2015), podendo aliviar efeitos deletérios de varios estresses ambientais, incluindo
metais pesados, secas, radiagao ultravioleta e salinidade (LIU, 2015).

De acordo com Hossain et al. (2007) os beneficios promovidos pelo Si no me-
tabolismo vegetal podem ser indiretos (maior resisténcia a doencas) ou diretos (me-
Ihoria da nutricdo). De acordo com 0 mesmo autor, o Si estimula o crescimento devi-
do ao aumento na extensibilidade da parede celular. Além disso, o efeito benéfico do
Se e do Si sobre os parametros de crescimento de plantas de P. glomerata esta rela-
cionado a reducdo na absorcdo de Cd ou a formacdo de complexos metal-silicato
dentro da planta. Esses complexos séo translocados para os vacuolos e acumulados
em formas ainda desconhecidas (NEUMANN; ZUR NIEDEN, 2001).
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Parametros morfolégicos do sistema radicular

Em resposta a toxicidade do Cd, as raizes respondem com mudangas no
comprimento, diametro, volume e ramificacdes. A exposi¢cao das plantas ao Cd reduz
significativamente a morfologia radicular (ALI et al. 2013), mudando assim a morfo-
génese da raiz (RASCIO, 2008). Para todos os parametros morfolégicos do sistema
radicular (Tabela 1), os tratamentos promoveram uma reducdo consideravel, compa-
rado com o controle. No entanto, o tratamento contendo somente o Cd foi o que
promoveu uma reducdo mais significativa. Como o primeiro 6rgao da planta a entrar
em contato com o Cd é a raiz, esta sofre os efeitos mais drasticos deste elemento
toxico. Além disso, o Cd se acumula principalmente neste 6rgdo (HASSAN; MAN-
SOOR, 2014), causando inibicdo do crescimento. Nos tratamentos contendo Se+Cd
e Si+Cd houve uma amenizacao significativa dos efeitos toxicos do Cd, uma vez que
as plantas apresentaram comprimento de raizes, volume e numero de ramificacbes
de raizes maiores que no tratamento onde somente o Cd estava presente no meio

de crescimento.

Tabela 1 - Efeito do selénio ou do silicio (2,5 mM) sobre o comprimento, diametro,
volume e ramificacbes de raizes de plantas de Pffafia glomerata cultivadas na
presenca de cadmio (50 uM).

Tratamento Comprimento  Diametro de Volume de Ramificacdes
de raizes (cm) raizes (mm)  raizes (cm?)
Controle 1496167 a 0.40+0.02 a 1.19+0.11 a 8638+384 a
Se 900+73 b 0.37+0.01 a 0.94+0.01 b 71871466 b
Si 927143 b 0.38+0.01 a 1.01+0.01 b 76871466 b
Cd 639+35d 0.33+0.004 b  0.64+0.05c 3371+1048 ¢
Se+Cd 730+14 c 0.40+0.04 a 0.91+0.05 b 77361466 b
Si+Cd 733+11 b 0.40+0.02 a 0.91+0.05b 79861669 b

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott.
Fonte: Autor.

O comprimento da raiz € muito sensivel morfologicamente e esta diretamente
correlacionado com o efeito de metais pesados (CORREA et al., 2006; AHMAD et
al., 2008; JUN-YU et al., 2008). No entanto, Liu et al. (2005) relataram que a raiz € o
caule sao igualmente afetados, mas como o Cd é absorvido primeiro pelas raizes,
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elas apresentam um maior atraso no crescimento (IDREES, 2015). Krantev et al.
(2008) em plantas de milho, Yadav (2010) em plantas de mostarda indiana e Rascio;
Navari-lzzo (2011) em plantas de tabaco também relataram resultados semelhantes,
indicando que o estresse ocasionado pelo Cd inibe a formacdo das raizes laterais e
diminui o comprimento de raizes.

Para o diametro radicular, somente o tratamento contendo somente Cd pro-
moveu uma reducao significativa neste parametro, comparado com o controle (Tabe-
la 1). A inibicdo do diametro e volume radicular pode ser atribuido, em parte, a inibi-
cdo da mitose, reducdo da sintese de componentes da parede celular, danos ao
aparelho de Golgi e alteragcdes no metabolismo dos polissacarideos (BERKELAAR,;
BEVERLEY, 2000). O estresse provocado pelo Cd pode ainda induzir a incorporagao
de lignina na parede celular das raizes, e como resultado a parede celular aumenta
a sua rigidez, porém a sua expansao € reduzida (DEGENHARDT; GIMMLER, 2000).
Outro efeito observado pelo Cd é o dano aos microtubulos em células radiculares,
resultando na inibicdo da divisao celular (EUN et al., 2000).

Geralmente os parametros comprimento, area e volume de raizes sao o0s
mais sensiveis ao Cd (Cl et al., 2009). Huang et al. (2015), estudando diferentes ni-
veis de Cd (0, 2 e 10 uM) no crescimento de cultivares de pimenta (Capsicum an-
nuum L.) também observaram que o comprimento total de raizes, a area, o nimero
de pontas e o comprimento radicular de todas as cultivares diminuiram significativa-
mente nas plantas cultivadas com 10 uM de Cd. Shafi et al. (2010) também observa-
ram redugdo no comprimento, volume e diametro radicular em plantas de trigo ex-
postas ao Cd (2 e 4 uM).

Em geral, para os parametros de crescimento das raizes, a presenc¢a do Si e
do Se nos tratamentos onde o Cd estava presente no meio de crescimento promo-
veu respostas positivas em comparacado com o tratamento contendo apenas Cd (Ta-
bela 1). Através dessa resposta pode-se afirmar que esses dois elementos se mos-
traram benéficos para o crescimento das raizes das plantas, reduzindo assim o0s
efeitos toxicos ocasionados pelo Cd. Filek et al. (2009) sugeriram que a detoxifica-
cao de Cd por Se pode estar associada com 0s seguintes mecanismos: (1) a adicédo
de Se pode reativar enzimas de membrana e restaurar o transporte de metabdlitos
importantes para o funcionamento dos cloroplastos e (2) o Se pode competir com Cd
por sitios de ligacdo especificos, tais como grupos tidis da cisteina, em proteinas de

membrana. Da mesma forma, os efeitos benéficos do Si sdo atribuidos ao fato deste
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ser depositado nas paredes celulares de raizes, folhas e caules (MEENA et al.,
2014). Esta deposicdo do Si nestes locais na planta, em relagéo ao seu efeito sobre
metais toxicos, pode levar a coprecipitacdo de complexos Si-metal na parede celular
(NEUMMAN; NIEDEN, 2001), impedindo que o metal toxico cause danos ao sistema

radicular.

Crescimento da parte aérea

Em relacdo ao numero de folhas (Figura 2A) e altura das plantas (Figura 2C)
nao foi observada diferenca significativa entre os tratamentos. Por outro lado, todos
os tratamentos promoveram uma reducédo significativa na area foliar (Figura 2B) de
plantas de P. glomerata, comparado com o controle. A &rea foliar € normalmente
usada para monitorar a producdo de biomassa da parte aérea. Uma das razbes da
reducdo na area foliar € a reducéo da taxa de fotossintese, em funcdo do efeito de
Cd nas plantas, devido a reducdo da condutancia estoméatica (BARCELO; POS-
CHENRIEDER, 1990). Além disso, o Cd afeta a absorc¢éo, transporte e uso de ma-
cronutrientes como o enxofre (JIANG et al., 2005), célcio, fosforo e potassio, bem
como da agua (Das et al., 1997), prejudicando, desta forma, o crescimento das plan-
tas.

No entanto, de todos os tratamentos, o Cd foi 0 que promoveu uma reducéo
mais significativa, e nos tratamentos onde o Se e o Si estavam presentes juntamente
com o Cd no meio de crescimento houve uma amenizacéo significativa dos efeitos
toxicos do Cd, uma vez que as plantas dos tratamentos Se+Cd e Si+Cd apresenta-
ram area foliar maior que o tratamento onde somente o Cd estava presente no meio
de crescimento. Em ensaios conduzidos por Pereira (2015) com plantas de aroeira-
salso, submetidas a diferentes concentracfes de Cd, também houve uma reducéo
da area foliar a partir da concentracdao de 50 uM de Cd, sendo o mesmo observado
para o presente experimento (Figura 1 e 2B). Os mecanismos fisioquimicos do Se
sao confusos e pobremente compreendidos (IQBAL et al., 2015). Por outro lado, o
efeito benéfico de Si na folha pode ser atribuido, pelo menos em parte, as variagdes
anatdbmicas impostas pela deposicdo de silica nas paredes celulares das células
epidérmicas que por sua vez mantém as folhas eretas e melhora a interceptagéo de
luz por estes tecidos, estimulando a fotossintese e com isso promovendo um maior
acumulo de biomassa (MA; TAKAHASHI, 2002).
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Figura 2 - Namero de folhas (A), area foliar (B) e altura das plantas (C) de Pffafia
glomerata, expostas ao Se ou Si (2,5 mM) e cultivadas na presenca de cadmio (50
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Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott.
Fonte: Autor.

Parametros fotossintéticos

Quando as plantas séo expostas a estresses ambientais, os cloroplastos sao
danificados, ocasionando uma reducéo na fotossintese (ASHRAF; HARRIS, 2013).
Em todos os parametros fotossintéticos avaliados (Figura 3 e Tabela 2) foram obser-
vadas diferencas significativas entre os tratamentos. No tratamento contendo so-
mente Cd no meio de crescimento, houve uma reducéo significativa nos parametros
fotossintéticos. Esta reducdo pode ser uma consequéncia do dano provocado pelo
Cd em cloroplastos, uma vez que o mesmo pode modificar a estrutura da parede
celular e degenerar cloroplastos (HE et al., 2011), devido ao empilhamento anormal
do granum e reducdo do nimero e tamanho do grana (GUIMARAES et al., 2008),
além de promover uma reducédo nas concentracdes de clorofila (ZACCHINI et al.,

2009). Além disso, devido a interagcdo do Cd com enzimas e proteinas que contém
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grupos sulfidril, esse elemento pode interferir na fotossintese de diversas formas,
como inibir a cadeia de transporte de elétrons nos cloroplastos e inibir as enzimas do
Ciclo de Calvin (DELMAIL et al., 2011). Em ensaio conduzido por Haouari (2012),
plantas de tomateiro submetidas a altas concentracbes de Cd (50 e 100 uM), tam-

bém apresentaram reducdo nesses mesmos parametros.

Figura 3 - Efeito do selénio (Se) ou do silicio (Si) (2,5 mM) na taxa fotossintética (A-
umol CO2m s1) e condutancia estomatica (GS- mol H20 m?2 s'!) de plantas de Pffa-
fia glomerata cultivadas na presenca de cadmio (50 uM).
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Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott.
Fonte: Autor.

Para taxa fotossintética (Figura 3A), concentracdo interna de COz2, taxa trans-
piratoria e eficiéncia de carboxilacdo da Rubisco (Figura 3A; Tabela 2), os demais
tratamentos também promoveram uma reducao significativa, comparado com o con-
trole. O mesmo foi observado para a condutancia estomatica (Figura 3B), exceto no
tratamento onde somente o Si estava presente no meio de crescimento. No entanto,
nos tratamentos onde o Se e 0 Si estavam presentes juntamente com o Cd houve
uma amenizagao significativa dos efeitos téxicos do Cd, uma vez que as plantas dos
tratamentos Se+Cd e Si+Cd apresentaram taxa fotossintética, condutancia estomati-
ca, concentracao interna de COg, taxa transpiratoria e eficiéncia de carboxilacao da
Rubisco maior que o tratamento onde somente o Cd estava presente. A restauragao
da fotossintese em plantas estressadas ap0s a aplicacdo de Se pode estar relacio-
nada com uma diminuicdo no nivel de espécies reativas de oxigénio (EROSs), reati-
vacao de antioxidantes, restauracdo da estrutura dos cloroplastos danificados e au-
mento da producdo de outros metabdlitos vitais para as plantas (FENG et al., 2013).
Da mesma forma, o Si amenizou a toxicidade do Cd provavelmente devido ao papel
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protetor que exerce nas reacdes fotoquimicas da fotossintese, além de manter a in-
tegridade da maquinaria fotossintética (SONG et al., 2014).

Tabela 2 — Efeito do selénio ou do silicio (2,5 mM) sobre a concentracao interna de
CO2 (Ci - ymol m2 s1), taxa transpiratéria (Trmmol — mmol H20 m? s), Eficiéncia
do Uso da Agua (EUA - mol CO2 mol H207) e eficiéncia de carboxilagdo da rubisco
(A/Ci - ymol m?2 s?), em plantas de Pffafia glomerata cultivadas na presenca de
cadmio (50 uM).

Tratamento Ci Trmmol EUA A/Ci

Controle 34615,76 a 8,99+0,47a 2,25+0,10a 0,065%0,002 a
Se 325+3,57 b 8,1741,00a 2,37+0,45a  0,047+0,002 b
Si 327+3,50 b 6,51+0,44b 2,43+0,28a  0,045+0,003 b
Cd 309+6,03 c 4,82+0,86 c 1,30£0,32 b  0,022+0,002 c
Se+Cd 330+15,2 b 6,81+0,22 b 2,34+0,27 a  0,045%0,002 b
Si+Cd 331+11,7 b 6,58+0,58 b 2,38+0,14a  0,045+0,003 b

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott.
Fonte: Autor.

A reducdo na condutancia estomatica pode ter ocorrido com o intuito de
diminuir a perda de agua, as quais também reduzem as taxas fotossintéticas
(JONES, 1998). Concentracdes de Cd a nivel nanomolar reduzem a abertura
estomatica em varias plantas (PERFUS-BARBEOCH et al., 2002). A reducdo da
abertura estomatica pode reduzir a disponibilidade de carbono para a fotossintese
acarretando a reducéo de suas taxas de crescimento (GUIMARAES, 2008; CHAVES
2014). Portanto, a reducdo da conduténcia estomética pode ter contribuido para a
diminuicdo da taxa fotossintética e consequentemente do crescimento.

A redugdo que ocorreu na eficiéncia de carboxilagdo da Rubisco esta
relacionada com os efeitos toxicos do Cd que podem variar desde a inibicdo
enzimatica (SEREGIN; IVANOV, 2001) até a geracdo de EROs que causam a
oxidacdo de biomoléculas, tais como proteinas e lipideos. Esses, por sua vez,
causam uma lesdo oxidativa em membranas e em estruturas subcelulares
importantes para a realizacdo da fotossintese (BHADURI; FULEKAR, 2012). A
diminuicdo da atividade fotossintética tem sido frequentemente ligada a diminuicédo
da sintese de pigmentos (PAL et al., 2006; KRANTEYV et al., 2008). A adicdo de Si

suprimiu o efeito negativo do estresse de Cd em plantas de milho (VACULIK et al.,
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2015). O mesmo aconteceu com 0 Se que amenizou os efeitos do Cd em plantas de
mostrada-branca (FARGASOVA et al., 2006).

CONCLUSAO

O selénio e o silicio amenizam os efeitos toxicos do cadmio sobre parametros
de crescimento e fotossintéticos em plantas de Pffafia glomerata cultivadas em sis-
tema hidropénico, podendo assim efetivamente aumentar a capacidade de defesa
dessas plantas contra o estresse induzido pela toxicidade de Cd. Estes resultados
servem de subsidio para mais investigacdes a respeito dos efeitos do Se e do Si em

experimentos de maior duracao.
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RESUMO

EFEITO DO SELENIO E DO SILICIO NO SISTEMA ANTIOXIDANTE DE PLANTAS
DE Pfaffia glomerata (SPRENG.) PEDERSEN CULTIVADAS SOB TOXICIDADE
DO CADMIO

AUTORA: Aline Soares Pereira
ORIENTADORA: Luciane Almeri Tabaldi
COORIENTADORA: Liana Verbdnica Rossato

O cadmio (Cd) tem se tornado uma preocupacao crescente nos ultimos anos, ja que o
mesmo € altamente toxico aos vegetais e animais, tornando-se necessario desenvolver
estratégias que busquem reduzir a absorcéo e a toxicidade desse elemento em plantas,
e com isso reduzir os riscos relacionados a introducdo do mesmo nas cadeias
alimentares. Assim, o objetivo deste estudo foi verificar se o selénio (Se) e o silicio (Si)
amenizam os efeitos toxicos do Cd nos parametros bioquimicos em plantas de Pfaffia
glomerata em sistema hidroponico. As plantas de P. glomerata foram propagadas in
vitro a partir de segmentos nodais, aclimatadas e apoés transferidas para cultivo
hidropdnico com solucao nutritiva de Hoagland onde foram adicionadas os tratamentos:
Tratamento 1: O uM Cd + 0 mM Se e Si; Tratamento 2: 0 uM Cd + 2,5 mM Se;
Tratamento 3: 0 uM Cd + 2,5 mM Si; Tratamento 4: 50 uM Cd + 0 mM Se e Si,
Tratamento 5: 50 uM Cd + 2,5 mM Se, Tratamento 6: 50 uM Cd + 2,5 mM Si. Apos
exposicdo aos diferentes tratamentos (14 dias), folhas e raizes foram coletadas para
determinacdo do conteldo de cadmio nos tecidos, contetdo de clorofila a, b, totais e
carotenoides, atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e guaiacol peroxidase
(POD), peroxidacéo lipidica (TBARS) e conteudo de peroxido de hidrogénio (H-02). Os
dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo Teste
Scott Knott (p<0,05). O maior conteudo de clorofilas a e b e de carotenoides nas folhas
foi observado nas plantas expostas ao tratamento controle, ocorrendo reducdo para os
demais tratamentos, principalmente nas plantas cultivadas apenas com Cd. A atividade
da enzima SOD foi reduzida drasticamente nas plantas cultivadas com Cd tanto na parte
aérea quanto na raiz, no entanto, com a presenca de Se e Si juntamente com o Cd
houve um aumento na atividade da enzima em ambas as partes da planta. Na parte
aérea a atividade da enzima POD foi maior no tratamento controle e menor para o
tratamento contendo apenas Cd, ja nas raizes ndo houve inibicdo da POD, sendo que a
atividade da POD foi semelhante ao tratamento controle. As plantas com Se
apresentaram maior atividade da POD em comparag¢do com as plantas cultivadas com
Si. Esta resposta foi observada tanto para a parte aérea quanto para as raizes. Plantas
cultivadas somente com Cd apresentaram maior peroxidacdo lipidica tanto na parte
aérea quanto na raiz. O Si foi mais efetivo do que o Se na amenizacdo da peroxidagao
lipidica causada pelo Cd. A maior concentracdo de H>O- foi observada na parte aérea
das plantas cultivadas com Cd, no entanto nas raizes houve uma resposta oposta, onde
este foi o tratamento com menor concentragédo de H.O». O Cd influenciou negativamente
0s parametros bioquimicos estudados, enquanto que a adicdo de Se e Si amenizou 0
estresse provocado pelo Cd. O potencial do Se e Si em amenizar a toxicidade do Cd
pode ser utilizado para aumentar a produtividade e a qualidade de plantas medicinais,
de forma ambientalmente adequada.

Palavras-chave: Ginseng brasileiro. Metais toxicos. Parametros bioquimicos.
Toxicidade.
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ABSTRACT

SELENIUM AND SILICON INFLUENCE ON ANTIOXIDANT SYSTEM OF Pfaffia
glomerata (SPRENG.) PEDERSEN GROWING UNDER CADMIUM TOXICITY

AUTHOR: Aline Soares Pereira
ADVISOR: Luciane Almeri Tabaldi
CO ADVISOR: Liana Verbnica Rossato

Cadmium (Cd) has become an increasing concern in recent years, since it is highly
toxic to plants and animals, making it necessary to develop strategies that seek to
reduce the absorption and toxicity of this element in plants, and thereby reducing
risks related to the introduction of the same food chains. The objective of this study
was to determine whether selenium (Se) and silicon (Si) alleviate the toxic effects of
Cd on biochemical parameters in Pfaffia glomerata plants grown hydroponically. The
plants of P. glomerata were propagated in vitro from nodal segments, acclimatized
and after transferred to hydroponics with Hoagland nutrient solution which were
added the treatments: 1: 0 pM Cd + 0 mM Se and Si; Treatment 2: 0 uM Cd + 2.5
mM Se; Treatment 3: 0 uM Cd + 2.5 mM Si; Treatment 4: 50 uM Cd + 0 mM Se and
Si; Treatment 5: 50 uM Cd + 2.5 mM Se; Treatment 6: 50 pM Cd + 2.5 mM Si. After
exposure to different treatments (14 days), leaves and roots were collected to
determine the Cd content in tissues, chlorophyll a, b, total and carotenoids content, ,
superoxide dismutase (SOD) and guaiacol peroxidase (POD) activity, lipid
peroxidation (TBARS) and content of hydrogen peroxide (H202). Data were
submitted to analysis of variance and means were compared by the Scott Knott test
(p < 0.05). The highest content of chlorophylls and carotenoids in the leaves was
observed in the plants exposed to control treatment, leading to a reduction to the
other treatments, especially in the solution containing only Cd. The SOD activity was
dramatically decreased in shoot and roots of plants grown with Cd, however, in the
presence of Se and Si along with Cd there was an increase in enzymatic activity in
both parts of the plant. In shoot the POD activity was higher in the control treatment
and lower for the treatment containing only Cd, however at the roots there was no
inhibition of POD, similar to the control treatment. Plants with Se have higher POD
activity compared to plants grown with Si. This response was observed both for the
shoot as to the roots. Plants grown only with Cd showed greater lipid peroxidation
both in the shoot and in the root. The Si was more effective than the Se in
ameliorating the lipid peroxidation caused by Cd. The highest concentration of H202
was observed in shoot of plants grown with Cd, however the roots there was an
opposite response, where this was the treatment with lower concentrations of H20..
The Cd negatively influenced the studied biochemical parameters, while the addition
of Se and Si eased the stress caused by Cd. The potential of Se and Si to soften the
toxicity of Cd can be used to increase productivity and quality of medicinal plants in
an environmentally appropriate manner.

Keywords: Brazilian ginseng. Toxic metals. Beneficial elements. Biochemical parameters,
Toxicity.
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INTRODUCAO

O Céadmio (Cd) é um elemento presente em diversas concentracfes nos solos
estando na sétima posicao da lista prioritaria de substancias téxicas (ATSDR, 2011).
Este metal ndo tem funcdo bioldgica ndo sendo essencial para o crescimento das
plantas, com alta toxicidade, mesmo em concentracdes muito baixas de 0,5 mg kg™
(YANG et al.,, 2009). Portanto, € necessario desenvolver medidas eficazes para
diminuir o acumulo desse elemento no solo e consequentemente, nas plantas.

Estudos vém sendo realizados em diferentes espécies de plantas, os quais
tém revelado que o acumulo de Cd pode interferir em uma série de processos
metabodlicos, uma vez que este altera o estado redox da célula (GILL; TUTEJA,
2010). Dentre os principais impactos do Cd no metabolismo vegetal, pode-se citar
seu efeito no aparato fotossintético (QIAN et al.,, 2010) e as modificagcbes na
condutancia estomatica e na transpiracao foliar (SOUZA et al., 2011), bem como na
absorcdo de minerais e nas relacdes hidricas (HE et al.,, 2011). Além disso, o
excesso de Cd desencadeia o estresse oxidativo, culminando em perturbacdes na
composicao e fungbes das membranas celulares (CUYPERS et al., 2011; AZEVEDO
et al., 2012; GALLEGO et al., 2012).

Dessa forma, torna-se necessario o desenvolvimento de estratégias que
resultem em uma menor absorcdo desse elemento, otimizando assim, o uso dos
recursos naturais e a producdo de alimentos seguros, principalmente quando se
trata do cultivo de uma planta medicinal como a Pfaffia glomerata, que apresenta
grau razoavel de tolerdncia a metais. Essa espécie € conhecida como ginseng
brasileiro, pertencente a familia Amaranthaceae, sendo de grande interesse
comercial para a producéao de fitomedicamentos e suplementos alimentares, devido
a propriedades antitumorais, antidiabéticas, tbnicas e estimulantes, e contra
distirbios gastricos e reumatismo (MAGALHAES, 2000; ZIMMER et al., 2006;
MENDES; CARLINI, 2007).

Dentre as alternativas buscadas para solucionar os problemas ocasionados
pelo Cd no crescimento de plantas esta o uso de amenizadores, ou seja, elementos
tidos até entdo como benéficos, que quando utilizados em concentracdes baixas
podem aliviar os efeitos danosos de metais. Alguns avancos ja foram observados a
fim de diminuir a toxidez provocada pelo Cd. Sarwar et al. (2010) demonstraram que
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a interagdo do Cd com elementos essenciais e também elementos benéficos pode
reduzir o acimulo do Cd e assim, aliviar os sintomas de sua toxidez.

Nesse sentido, o silicio (Si) € um elemento benéfico para o crescimento,
desenvolvimento, produtividade e resisténcia a doencas em uma ampla variedade
de espécies (MA et al.,, 2004, 2015). Outro elemento considerado benéfico € o
selénio (Se), sendo que também j& foi comprovado que o mesmo pode aumentar a
tolerancia das plantas aos estresses ambientais (YAO et al., 2013). Em baixas
concentracfes o Se € capaz de exercer funcbes benéficas em plantas cultivadas
com excesso de Cd (FILEK et al., 2008). No entanto, ainda sabe-se muito pouco a
respeito do efeito desses dois elementos como amenizadores da toxidez de Cd em
plantas, e menos ainda em espécies medicinais. Sendo assim, 0 objetivo desse
trabalho foi verificar se 0 Se e 0 Si reduzem as concentracdes de Cd em plantas de
P. glomerata e se 0s mesmos amenizam os efeitos toxicos do Cd sobre parametros

bioguimicos em raizes e parte aérea destas plantas.

MATERIAS E METODOS

Os ensaios foram desenvolvidos no Laboratério de Biotecnologia Vegetal,
Laboratorio de Bioquimica de Plantas, Laboratério de Quimica e em casas de
vegetacao pertencentes ao Departamento de Biologia, Centro de Ciéncias Naturais e
Exatas (CCNE), da Universidade Federal de Santa Maria. Foi usado o acesso GD de
Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen, o qual faz parte da cole¢cdo de plantas
medicinais da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), Dourados, MS.
As plantas utilizadas nos experimentos foram propagadas in vitro a partir de
segmentos nodais por 25 dias em meio de cultivo MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), suplementado com 30 g L de sacarose, 0,1 g L'* de mio inositol e 6,0 g L
de agar.

ApoOs esse periodo, as plantas foram transferidas para bandejas plasticas com
capacidade de 17 L contendo solugéo nutritiva completa, onde foram fixadas por
meio de esponjas em placas de poliestireno contendo furos (30 plantas por placa),
objetivando a aclimatacéo. A solucdo nutritiva teve a seguinte composi¢ao (em mg L~
1): 85,31 de N; 7,54 de P; 11,54 de S; 97,64 de Ca; 23,68 de Mg; 104,75 de K;
176,76 de CI; 0,27 de B; 0,05 de Mo; 0,01 de Ni; 0,13 de Zn; 0,03 de Cu; 0,11 de Mn
e 2,68 de Fe (FeSO4/Na-EDTA). Apoés periodo de cinco dias de aclimatagéo, os tra-
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tamentos foram aplicados, 0s quais consistiram nas seguintes combinagdes: Trata-
mento 1: 0 uM Cd + 0 mM Se e Si; Tratamento 2: 0 uM Cd + 2,5 mM Se; Tratamento
3:0 uM Cd + 2,5 mM Si; Tratamento 4: 50 uM Cd + 2,5 mM Se; Tratamento 5: 50 uM
Cd + 0 mM Se e Si; Tratamento 6: 50 uM Cd + 2,5 mM Si. Os tratamentos foram dis-
postos em delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticées para cada
tratamento e o pH da solucéo foi ajustado diariamente (4,5£0,1) com uma solucéo de
HCI ou NaOH (1M).

Determinacdo da concentracao de Cd em raizes e parte aérea

No final do experimento, aos quatorze dias de exposi¢cdo aos tratamentos, as
amostras (raizes e parte aérea) foram separadas e lavadas com agua deionizada
por duas vezes e ap0Os secas em estufa a 60°C até atingir a massa constante. Os
tecidos secos foram pesados e moidos até se transformarem em um po fino. Apos
isso, as decomposicdes foram feitas em bloco digestor (Tecnal TE-007D) munido de
tubos de vidro (20 mm de diametro interno e 300 mm de comprimento) e controle de
temperatura (Obs.: os frascos de decomposicdo foram previamente
descontaminados com 20 mL de &cido nitrico de alta pureza, sob aquecimento
durante 2h a 130°C).

Para tal, foram pesadas cerca de 500 mg de amostra e adicionados 20 mL de
acido nitrico concentrado (o acido € de alta pureza, obtido a partir da destilacédo
(duas vezes destilado) a baixa temperatura, feita em destilador de quartzo do tipo
“subboilling”) e a mistura deixada em repouso por 2 horas. A mistura foi
posteriormente submetida a 130°C durante 3 horas. Apdés o arrefecimento da
solucéo, esta foi transferida para frasco de polipropileno (50 mL) e aferida a 25 mL
com agua de alta pureza (18,2 MQ cm, obtida apds destilagdo, deionizagédo e
purificacdo em sistema Mill-Q). Para a determinacdo de Cd nas raizes, as solucdes
obtidas apds tratamento com &cido nitrico foram diluidas 1500 vezes (em frasco de
polipropileno de 15 mL, descontaminado com acido nitrico) com agua de alta pureza.
E para determinacdo nas folhas, as solucbes obtidas apds tratamento com acido
nitrico foram diluidas 10 e 20 vezes (em frasco de polipropileno de 15 mL,
descontaminado com &cido nitrico), com agua de alta pureza.

As determinagbes de Cd foram feitas por espectrometria de massa com

plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) empregando um instrumento da
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PerkinELmerSciexElan DRC Il, munido com nebulizador pneumatico (Meinhard tipo
A), camara de nebulizacao cicldnica e tocha com tubo injetor de quartzo de 2,0 mm
de diametro interno. O plasma foi gerado a partir de argénio (99,998% de pureza,
White Martins). O instrumento foi ajustado de acordo com as indicacbes do

fabricante.

Parametros bioquimicos

Conteudo de pigmentos (clorofilas a, b e carotendides)

Amostras de folhas em forma de disco (6 mm) foram retiradas utilizando um
furador de papel comum. Imediatamente, as amostras foram colocadas em tubos de
reacdo (eppendorff) e congeladas em nitrogénio liquido para serem analisadas
posteriormente. As clorofilas a e b e os carotendides foram extraidos segundo o
meétodo de Hiscox; Israelstan (1979) e estimados usando a equacgao de Lichtenthaler
(1987). Amostras das folhas (0,05 g) foram incubadas a 65°C com dimetilsulfoxido
(DMSO), até ocorrer a extracdo completa dos pigmentos. As absorbancias da
solucéo foram medidas em espectrofotometro a 663, 645 e 470 nm para clorofila a,

clorofila b e carotendides, respectivamente.

Determinacao da peroxidacao lipidica

A peroxidacgéo lipidica foi estimada seguindo o método de El-Moshaty et al.
(1993). Amostras de folhas (0,5 g) e raizes (1,5 g) maceradas em nitrogénio liquido
foram homogeneizadas em 4,0 mL de tampéo citrato de sédio (pH 6,5) contendo
0,5% de Triton X-100. O homogeneizado foi centrifugado a 20.000 x g por 15 min a
4°C. Um mL do sobrenadante foi adicionado a 1 mL de acido tricloroacético (TCA)
20% (w/v) contendo 0,5% (w/v) de acido tiobarbittrico (TBA). A mistura foi aquecida
a 95°C por 40 min e entdo resfriada em banho de gelo por 15 min, sendo
centrifugada a 10.000 x g por 15 minutos. A absorbancia do sobrenadante foi lida a
532 e 600 nm (para corrigir a turbidez n&o especifica). A peroxidagéo lipidica foi

expressa como nmol de malondialdeido (MDA) mg de proteina.
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Determinacdo do conteudo de perdxido de hidrogénio

O conteudo de peréxido de hidrogénio foi determinado de acordo com Loreto;
Velikova (2001), sendo que 0,1 g de raizes e parte aérea foram homogeneizadas em
2,0 mL de 0,1% de &cido tricloroacético (TCA) (w/v). Apos, o homogeneizado foi
centrifugado a 12.000x g por 15 min a 4°C e 0,5 mL do sobrenadante foi adicionado
em 0,5 mL de tampéao fosfato de potassio (10 mM) (pH 7,0) e 1 mL de Kl (1M). A
concentracéo de H202 do sobrenadante foi avaliada comparando suas absorbancias
a 390 nm com uma curva padrao de calibragéo. A concentracédo de H20:2 foi expres-

sa como umol g peso fresco.

Determinacao da atividade de enzimas antioxidantes

Amostras de folhas e raizes maceradas em nitrogénio liquido foram utilizadas
para as andlises enzimaticas. As amostras (0,5 g) foram homogeneizadas em 3,0
mL de tampé&o fosfato de sodio (pH 7,8) 0,05 M, contendo 1 mM de EDTA e 2% (w/v)
de polivinilpirrolidona (PVP). Apés, o homogeneizado foi centrifugado a 13.000 x
gpor 20 min. a 4°C e o sobrenadante foi utilizado para a determinacéo da atividade
das enzimas conforme ZHU et al. (2004).

A atividade da enzima guaiacol peroxidase foi determinada segundo Zeraik et
al. (2008), utilizando-se o guaiacol como substrato. A mistura de reacdo continha 1,0
mL de tampéo fosfato de potassio (100 mM, pH 6,5), 1,0 mL de guaiacol (15 mM) e
1,0 mL de H202 (3,0 mM). Apbés a homogeneizacédo e centrifugacéo, foi adicionado
50 pL do sobrenadante a solugdo. A atividade da enzima foi medida através da
oxidacdo do guaiacol a tetraguaiacol através da leitura da sua absorbéancia a 470nm.
Os resultados foram expressos em nmol de tetraguaiacol min-t mg de proteina. Para
o célculo, foi utilizado o coeficiente de extingdo molar de 26,6 mM* cm™.

A atividade da super6xido dismutase (SOD) foi determinada de acordo com
Giannopolitis; Ries (1977, onde a mistura de reacdo continha tampéo fosfato de
potassio 50 mM (pH 7,8), metionina 13 mM, riboflavina 2 pyM, tetrazolio nitroazul
(NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM, e 100 pL de extrato enzimatico. A produgao
fotoquimica da formazana azul a partir do NBT foi quantificada através da
absorbéancia de 560 nm. A reacao foi realizada em tubos de ensaio, dentro de uma

camara de reacdo sob iluminacdo de uma lampada fluorescente de 15 W e
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temperatura de 25°C, por 15 minutos. Como controle, tubos com a mistura de
reagdo foram mantidos no escuro. Uma unidade de SOD foi definida como a
guantidade de enzima que inibe a fotorreducdo do NBT em 50% (BEAUCHAMP;
FRIDOVICH, 1971). No ensaio, a riboflavina fotoquimicamente excitada € reduzida
pela metionina em semiquinona, que doa um elétron ao oxigénio, formando o radical

superoxido que por sua vez converte NBT em formazana azul. A superoxido

dismutase catalisa a reagao: 202" + 2H*—> O2 + H20:2.

Analise estatistica

Para a andlise estatistica dos dados foi verificada a normalidade da distribui-
cao dos erros através do teste de Anderson-Darling e homogeneidade das varian-
cias dos erros através do teste de Bartlett (ESTATCAMP, 2012) para todas as varia-
veis do experimento. Os dados foram submetidos a analise de variancia em deline-
amento inteiramente casualizado e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott
(1974), com 5% de probabilidade de erro e utilizando os aplicativos Sisvar (FER-
REIRA, 2011) e SigmaPIot.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacdo da concentracdo de cadmio em raizes e parte aérea

Os niveis de Cd nas raizes e na parte aérea foram maiores nas plantas que
continha somente Cd (Figura 1). Os maiores niveis de Cd foram observados nas rai-
zes das plantas, sendo aproximadamente 15 vezes maior que os observados na par-
te aérea. Essa resposta deve-se possivelmente a retencdo do Cd nas raizes devido
ao acumulo ocorrer principalmente no vacuolo ou na parede celular do sistema radi-
cular, sendo assim mais baixo o nivel de transporte deste para a parte aérea (MIL-
NER; KOCHIAN, 2008).

De acordo com Grant et al. (1998) o maior acumulo de Cd nas raizes parece
ser resultado da ligacdo do Cd as cargas negativas das paredes celulares do siste-
ma radicular em detrimento de uma maior absorc¢éo, e posterior transferéncia para a

parte aérea. Através destes resultados pode-se mostrar que o metal é pouco movel
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na planta, dada a diferenca expressiva do Cd encontrada nos dois compartimentos
da planta. Salt et al. (1995) relatam que plantas de Brassica juncea e Alpine
pennycress expostas ao Cd em solugao nutritiva acumularam quantidades substan-
ciais de Cd nas raizes e parte aérea, sendo que o maior acumulo do metal ocorreu

nas raizes.

Figura 1— Acumulo de Cd na parte aérea (A) e em raizes (B) de plantas de Pfaffia
glomerata expostas ao Se ou Si (2,5 mM) e ao Cd (50 uM) no meio de crescimento.
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Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott.
Fonte: Autor.

A adicdo de Se e Sireduziu a concentracdo de Cd tanto nas raizes quanto na
parte aérea. Essa reducéo foi mais evidente nas raizes, com reducédo de cerca de 53
e 50% ({respectivamente para Se e Si), comparado com o tratamento onde somente
o Cd estava presente. O possivel mecanismo para a inibicdo do transporte do Cd
pela planta induzida pelo Si pode estar relacionado a trés aspectos: (1) A deposicao
de Si na lignina da parede celular promove uma maior ligacdo de ions metalicos a
parede celular, assim reduzindo a translocacdo desse metal da raiz para a parte aé-
rea. De acordo com Ma; Yamaji (2008), para o Si ha evidéncias de que ele pode re-
duzir o fluxo apoplastico e a absor¢cdo de metais toxicos pelas plantas por meio da
deposicao de Si nas raizes; (2) a formacdo de complexos ou co-precipitacdo de me-
tais toxicos com o Si dentro da planta. Esses complexos séo translocados para os
vacuolos e acumulados em formas ainda desconhecidas (NEUMANN; ZUR NIEDEN,
2001); (3) o Si pode reduzir a porosidade da parede celular da endoderme restrin-

gindo o transporte apoplastico do Cd. A adi¢do de Si reduz a concentracdo de Cd no
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simplasto de células da raiz através da reducdo da quantidade de Cd que € mais
movel na parede celular assim amenizando a toxicidade do Cd no citoplasma (da
CUNHA; NASCIMENTO, 2009; YE et al., 2012).

A reducédo na concentracdo de Cd pela adicdo de Se pode ter ocorrido devido
a competicao pelo mesmo transportador. O Se é co-transportado com os ions de Cd
pelo mesmo transportador, o que resulta numa diminuicdo da quantidade de ions de
Cd nos sitios ativos do transportador transmembrana (ZEMBALA et al., 2010). Tanto
o Cd quanto o Se se ligam aos grupos tiois da cisteina, um aminoacido presente em
certas proteinas. Assim, a competicao por sitios especificos de ligacdo nas proteinas
pode explicar a reducdo da absorcédo de Cd e o efeito protetivo do Se contra a toxi-
cidade do Cd (LIN et al., 2012). Foi comprovado que em arroz e mudas de tabaco o
Se também foi capaz de reduzir o acimulo de Cd devido a uma diminui¢cdo na sua
absorcao (LIN et al., 2012, LIU et al., 2015).

A reducdo acentuada da acumulacdo de Cd em raizes de P. glomerata atra-
vés da adicdo de Se e Si se torna muito relevante principalmente por essa planta ser

medicinal e a principal parte utilizada comercialmente ser a raiz.

Conteudo de pigmentos (clorofilas a, b, totais e carotendides)

O maior contetudo de pigmentos fotossintéticos foi observado no tratamento
controle, no entanto, para os demais tratamentos houve redugcédo no contetdo destes
pigmentos, principalmente para o grupo contendo apenas Cd (Figura 2). O decrés-
cimo no contetdo de clorofila associado com o estresse ocasionado pelo Cd pode
ser resultado da inibicAo de enzimas responsaveis pela biossintese de clorofila
(QIAN et al., 2009). As plantas tratadas com Cd conjuntamente com Se e Si apre-
sentaram uma maior concentracdo de pigmentos do que as plantas tratadas somen-
te com Cd, mostrando assim uma reducdo dos efeitos negativos ocasionados pelo
Cd (Figura 2).

Resultados semelhantes relacionados aos efeitos negativos do Cd sobre o
conteudo de pigmentos também foram observados em plantas de morango (Fragaria
X ananassa DUCH) (MURADOGLU et al., 2015), em plantas de pimenta-de-agua
(Potamogeton crispus) (YANG et al., 2011) e em plantas de trigo (Triticum aestivum
L.) (IDREES et al., 2015). J& em relacdo aos efeitos benéficos do Se e Si em plantas

cultivadas com excesso de Cd, assim como observado no presente experimento,
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Mohsenzadeh et al. (2012) observaram que a adicdo de 50, 100 e 150 mM de Si
durante o cultivo de plantas de milho (Zea mays) promoveu um incremento
significativo no conteudo total de clorofilas e de carotendides, e Pedrero et al. (2008)
observaram que o Se promoveu um notavel aumento da concentracdo de clorofila

para as plantas de couve(Brassica oleracea) cultivadas com Cd.

Figura 2 — Conteudo de clorofilas a (A), clorofilas b (B), clorofilas totais (C) e
carotendides (D), de plantas de Pfaffia glomerata expostas ao Cd (50 puM), na
presenca de Se ou Si(2,5mM) no meio de crescimento.
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Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott.
Fonte: Autor.

Este incremento no conteudo dos pigmentos das plantas cultivadas sob o
tratamento Cd + Se ocorreu possivelmente devido ao Se ser capaz de aliviar o
estresse oxidativo induzido pelo Cd nos cloroplastos, principalmente, através da
eliminacdo de espécies reativas de oxigénio, que podem diminuir o contetddo de
clorofilas (THOMAS et al., 2001; DJANAGUIRAM et al., 2010). O mesmo incremento
pode ser observado no tratamento Cd + Si, o qual pode ser explicado pelo efeito do

Si em aumentar a rigidez das células epidérmicas (ADATIA; BESFORD, 1986),
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aumentando a lignificagéo, formando uma barreira mecanica (MEHARG et al., 2015),
diminuindo a entrada de Cd, levando a menos danos aos pigmentos.

Determinacdo da peroxidacéao lipidica

Os radicais livres gerados em excesso, provocados pelo cultivo de plantas em
solos contaminados por Cd, acumulam-se nas células e isso leva a peroxidacéo
lipidica das biomembranas. O produto final desse processo € o malondialdeido
(MDA) que é utilizado como indicador do indice de peroxidacao lipidica (ZORNOZA
et al., 2002; LEE et al., 2007; MURADOGLU et al., 2015). No presente experimento,
o maior conteudo de MDA na parte aérea e nas raizes foi observado nas plantas
cultivadas com Cd, sendo maior na parte aérea (Figura 3). As plantas mantidas em
solucdo contendo Cd e Se também apresentaram elevadas concentracdes de MDA
em ambas as partes (Figura 3). O Si teve um efeito amenizador mais significativo
gue o Se para os conteudos de MDA.

Na parte aérea houve menor concentracdo de MDA para as plantas cultivadas
apenas com Si, comparadas com o tratamento controle. J& em relacdo as raizes, a
menor concentracao foi observada para o tratamento controle e para o tratamento
contendo Si e Cd (Figura 3). Muradoglu et al. (2015) também observaram um
aumento significativo na producdo de MDA em plantas de morango
(Fragariaxananassa) cultivadas com Cd. Os mesmos ainda observaram maior
conteldo de MDA na parte aérea das plantas, como também foi observado no
presente experimento (Figura 3A). Um aumento na concentragdo de MDA em
plantas de P. glomerata também foi observado por Marques; Soares (2011) com o
aumento do contetdo de Cd (0, 15, 25, 45 e 90 mmol Cd L?) e dos periodos de
exposicao, sendo o efeito maximo observado apos 20 dias de cultivo para as folhas
(170%), e 12 dias de cultivo para as raizes (154%), ambos em 90 mmol L* de Cd. O
Cd parece nao gerar radicais livres diretamente, mas pode elevar a peroxidagao
lipidica contribuindo para o processo de danos celulares (GRATAO et al., 2006).
Neste contexto, o Si pode estar agindo de forma mais expressiva no alivio da
fitotoxidez conferida pelo Cd, pois sabe-se que o Si estimula a atividade antioxidante
(GONG et al., 2005). O MDA pode indicar que a exposicao ao Cd provoca danos

oxidativos e 0 Se tem um potencial para aliviar tais efeitos adversos, baixando os
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niveis de MDA e aumentando a proporcao de insaturacdo dos acidos graxos (FILEK
et al.,, 2008; PEDRERO et al., 2008; ZEMBALA et al., 2010; BARRIENTOS et al.,
2012). Por outro lado, o proprio Se parece exercer efeitos fitotoxicos semelhantes ao
Cd, especialmente quando presente em concentracdes mais elevadas (KHATTAB,
2004; BARRIENTOS et al., 2012).

Figura 3 — Efeito do selénio ou silicio (2,5 mM) sobre o contetdo de malondialdeido
(MDA) de parte aérea (A) e raizes (B) de plantas de Pfaffia glomerata expostas ao
cadmio (50 pM).
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Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott.
Fonte: Autor.

Determinacdo do conteudo de perdxido de hidrogénio

A maior concentracdo de H20: foi observada na parte aérea das plantas
cultivadas somente com Cd, no entanto nas raizes houve uma resposta oposta, e
esse foi o tratamento com menor concentracdo de H202 (Figura 4). Na parte aérea
das plantas cultivadas com Se foram observadas as menores concentracbes de
H202, j& nas raizes a maior concentracdo foi observada para o tratamento controle
(Figura 4). No experimento de Thiruvengadam; Chung (2015) com Brassica rapa, 0s
autores mostraram que os niveis de H202 foram significativamente aumentados com
a presenca de Cd. Cho; Seo (2004) relataram que o0 estresse oxidativo induzido por
Cd em Arabidopsis thaliana é devido principalmente ao acumulo de H202. O
estresse em plantas cultivadas com Cd apresenta um maior estresse oxidativo,
sendo que o conteudo de H202 chega a ser cerca de 2 a 3 vezes maiores em

comparacao com a planta controle (KHAN et al., 2015).
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O Se mostrou-se eficaz na redugéo do estresse oxidativo ocasionado pelo
Cd. O Se aumenta o metabolismo de prolina e alivia o estresse oxidativo induzido
pelo Cd (KHAN et al., 2015). O acumulo de prolina é uma estratégia de adaptacao
das plantas ao ambiente de tensdo que mantém o equilibrio osmotico, elimina o
excesso de radicais livres, estabiliza a estrutura da membrana celular (KAVI-
KISHOR et al., 2005), regula o potencial redox celular (ASHRAF; FOOLAD, 2007) e
sustenta transporte de elétrons no PSII (HAMILTON; HECKATHORN, 2001).

A amenizacdo do estresse induzido por metais pelo Si pode ser
correlacionada com uma diminuicdo na absorcao de Cd e alteracdo da distribuicdo
subcelular de Cd (FAROOQ et al., 2013; ZHANG et al., 2014.). Além disso, tem sido
relatado que o suplemento de Si estimula sistemas antioxidantes em plantas e
promove a complexacdo ou co-precipitacdo de metais com Si (NEUMANN; ZUR
NIEDEN, 2001), o que pode ser parcialmente responsavel pelo efeito do Si em

aliviar estresse por metais pesados (TANG et al., 2015).

Figura 4 — Conteldo de peréxido de hidrogénio (H202) na parte aérea (A) e nas rai-
zes (B), de plantas de Pfaffia glomerata expostas ao cadmio (50 uM), na presenca
de Se ou Si (2,5 mM) no meio de crescimento.
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Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott.
Fonte: Autor.

Durante o estresse ocasionado por metais pesados, formas intermediarias de
oxigénio (H202, hidroxila e radicais superoxido) sé&o formadas. Essas moléculas sé&o
muito reativas, no entanto, podem ser removidas por meio da inducdo da atividade

de enzimas como peroxidases (POD) e superéxido dismutase (SOD) (ELSTNER et
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al., 1988). O Cd aumenta os niveis de peroxidacéo lipidica e consequentemente au-
menta a concentracéo de H20.em tecidos de raizes e folhas (DIXIT et al., 2001).

Nas raizes podemos observar que o conteudo de H202, no tratamento con-
tendo somente Cd, foi menor do que na parte aérea (Figura 4). Essa menor concen-
tracdo provavelmente esteja relacionada com atividades de outras peroxidasses,
uma vez que foi observada também uma inibicdo das enzimas SOD e POD. Assim,
outras peroxidades podem estar agindo, promovendo uma reducdo do H202 nas

plantas expostas ao tratamento contendo apenas Cd.

Determinacao da atividade de enzimas antioxidantes

Estresses abidticos podem levar a danos moleculares nas células vegetais
devido a geracao de espécies reativas de oxigénio (EROS). O Cd € um metal ndo-
redox, e portanto ndo pode produzir EROs diretamente. No entanto, ele pode interfe-
rir no sistema antioxidante das plantas (BENAVIDES et al., 2005). Para eliminar as
EROS, que podem promover danos oxidativos, as plantas possuem varias enzimas
antioxidantes. Dentre essas enzimas, a superédxido dismutase (SOD) é a primeira
envolvida no processo de desintoxicacdo, pois converte os radicais superoxido a
H202 (perdxido de hidrogénio) em uma taxa muito rapida (GRATAO et al., 2005).
Outra enzima antioxidante é a guaiacol peroxidase (POD) que combate os radicais
livres principalmente na parede celular (POLIDOROS; SCANDALIOS, 1999). Assim,
0 aumento no nivel dessas enzimas antioxidantes em plantas pode evitar lesdes oxi-
dativas e melhorar a tolerancia ao estresse oxidativo (EKMEKC et al., 2008).

A atividade da enzima SOD foi reduzida nas plantas cultivadas com Cd tanto
na parte aérea quanto nas raizes (Figura 5A e 5B). Essa resposta aconteceu prova-
velmente porque o Cd induz a producéo de lipoxigenase, e assim acontece a inibi-
¢céo das enzimas antioxidantes SOD e CAT (SOMASHEKARAIAH et al., 1992). Ge-
ralmente, em tratamentos contendo Cd sao relatadas reducdes na atividade da SOD
em espécies nao-acumuladoras como girassol (GALLEGO et al., 1996) e ervilha
(SANDALIO et al., 2001) e aumento na atividade da SOD em espécies acumulado-
ras como a mostarda (MOBIN; KLAN, 2007).No entanto, com a presenca de Se e Si
juntamente com o Cd houve um aumento na atividade da enzima SOD em ambas as

partes das plantas (Figura 5A e 5B), sendo que para o tratamento contendo Cd+Si a
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atividade da SOD na raiz foi semelhante ao observado para o tratamento controle
(Figura 5B). Assim, € possivel afirmar que a presenca de Se e Si foi benéfica na re-
ducéo da toxidez do Cd, ja que houve um estimulo na atividade da SOD. A maior
atividade da enzima foi observada na parte aérea das plantas e a menor nas raizes
(Figura 5A e 5B).

O Se tem capacidade de aumentar a atividade de enzimas antioxidantes que
fazem parte de mecanismos de protecao, os quais podem aliviar o estresse oxidativo
(CHOU et al., 2012; LIU et al., 2015). A carga negativa de complexos de Si na
parede celular pode conduzir a ligacao de Cd e, desse modo, inibir o transporte do
mesmo no apoplasto e no xilema de plantas (LIU et al., 2013; MA et al., 2015).

Figura 5 — Efeito do selénio ou do silicio (2,5 mM) sobre as atividades das enzimas
Superdéxido Dismutase (SOD) e Guaiacol Peroxidase (POD) na parte aérea (A) e nas
raizes (B) de plantas de Pfaffia glomerata expostas ao cadmio (50 uM).
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Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de Scott-Knott.
Fonte: Autor.

No presente experimento, na parte aérea das plantas a atividade da enzima
POD foi maior no tratamento controle e menor para o tratamento contendo apenas

Cd (Figura 5C e 5D); ja nas raizes a atividade da POD foi semelhante ao tratamento
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controle (Figura 5D). As plantas cultivadas com Se apresentaram maior atividade da
enzima POD em comparagdo com as plantas cultivadas com Si. Essa resposta foi
observada tanto para a parte aérea quanto para as raizes das plantas (Figura 5C e
5D). Assim como para SOD, a presenca de Se e Si foi benéfica na reducédo da
toxidez do Cd, principalmente na parte aérea das plantas. O Se pode aumentar a
atividade de enzimas antioxidantes e proteger as células e os tecidos contra o dano
oxidativo causado pelo estresse (LIU, et al. 2015). A maior atividade de enzimas
antioxidantes em plantas tratadas com Si parece criar condi¢cdes de tolerancia a este
tipo de estresse (REHMAN et al., 2016), garantindo a preservacéo da parede celular
(ALI et al., 2016). Assim, com uma menor concentracdo de Cd, consequentemente
havera reducéo dos efeitos maléficos do elemento.

Van Assche; Clijsters (1988) afirmaram que o aumento da atividade da POD
em plantas esta possivelmente correlacionado com os niveis de Cd nos tecidos e
com o grau de inibicdo do crescimento. Ekmekc et al. (2008) observaram um
aumento gradativo na atividade da POD em duas cultivares de milho submetidas a
concentracdes crescentes de Cd (0, 0,3, 0,6, 0,9 mM) durante 8 dias. No entanto,
uma diminuicdo acentuada na atividade da enzima foi observada para a cultivar
sensivel no nivel mais elevado de Cd, enquanto que para a cultivar tolerante a
atividade da enzima permaneceu crescente. No presente experimento foi observado
inibicdo na atividade da POD na parte aérea das plantas cultivadas com Cd (Figura
5C).

A acdo combinada da SOD e POD é fundamental para atenuar os efeitos do
estresse oxidativo ocasionado pelo Cd, uma vez que seus papéis no metabolismo
celular sdo complementares (BENAVIDES et al., 2005). Hashen et al. (2014)
observaram no entanto, o oposto em plantas de soja, onde todas as concentragdes
de Cd promoveram um aumento significativo da atividade das enzimas SOD e POD
em comparagao com o tratamento testemunha, havendo somente redugéo em suas
atividades para os niveis mais elevados, em comparacdo com niveis intermediarios
de Cd.

A reducgéo na atividade das enzimas POD e SOD observadas no presente
experimento indica que provavelmente a toxicidade do Cd promoveu danos as
plantas, e por isso a reducéo na atividade de ambas. A reducdo da atividade das
enzimas POD e SOD (Figura 5) mostra que as enzimas nao estdo conseguindo

remover o H202, j& que sua concentragéo é bastante elevada, mostrando assim que
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o Cd pode ter gerado danos sobre o sistema antioxidante das plantas, o que afetou a

resposta dessas enzimas.

CONCLUSAO

O Si e 0 Se se mostram eficientes na amenizacao dos efeitos toxicos do Cd.
Sua eficiéncia se mostra pela reducéo nos niveis de Cd nos tecidos, bem como pela
reducdo do acumulo de MDA. Porém, cada um destes elementos age em estratégias
diferentes, sendo que o Si pode reduzir a biodisponibilidade do Cd, auxiliando na
compartimentalizacdo deste e evitando danos aos tecidos. Ja o Se, pode atuar na
ativacdo dos sistemas antioxidantes, principalmente na enzima POD.

Os dados deste experimento podem ser base para futuras investigacdes so-
bre uma agéo conjunta destes elementos em plantas, o que poderia ser uma alterna-

tiva eficaz na reducéo de estresses causado por elementos toxicos.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho pode evidenciar a eficiéncia do selénio e do silicio em
amenizar o estresse causado por cadmio em plantas de Pfaffia glomerata cultivadas
em hidroponia. Cada um desses elementos benéficos atua sobre diferentes
mecanismos de defesa da planta. Devido a eficiéncia destes elementos na reducao
do estresse por Cd, é possivel tracar diferentes estratégias para seu uso em
condi¢cBes de solo contaminado, bem como, na escolha de plantas que melhor se
beneficiem dos diferentes mecanismos em que estes elementos atuam.

Portanto, este trabalho traz informagbes que podem servir de base para
futuros estudos no uso de Se e Si com espécies de interesse na fitorremediacéo,
bem como espécies de interesse agronémico, medicinal, florestal e outras que

venham a ser cultivadas em condi¢c0es de estresse.
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Figura 1 - Plantas de Pffafia glomerata apds 5 dias de aclimatacdo, quando foram
expostas aos diferentes tratamentos.

Fonte: Autor.
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Figura 2 - Aspecto visual das plantas de Pffafia glomerata, apos 14 dias de exposi-
cao aos tratamentos.

Fonte: Autor.
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Figura 3 - Aspecto apresentado pelas plantas em cada um dos tratamentos (T1: O
UM Cd + 0 mM Se; T2: 0 uM Cd + 2,5 mM Se; T3: 50 uM Cd, T4: 50 uM Cd + 2,5
mM Se, T5: 0 uM Cd + 2,5 mM Si, T6: 50 uM Cd + 2,5 mM Si) ao final do experimen-

to.

Fonte: Autor.

Capitulo Il

Tabela 1 - Condicbes de operacéo do espectrometro de ICP-MS.

Poténcia RF 1400 W

Vazao de Ar: principal 15 L min?
Intermediario 1,2 L min?
Nebulizador 1,15 L min?

“Sampler” e “Skimmer” Pt

Resolucao 0,7u

m/z minitorado Hicd, 12Cd

Varreduras/leitura 10

Replicatas S)

Leituras/replicata 5

“‘Dwell time” 20 ms

Lente idnica “Auto lens” on

Modo de medida “Peak hopping”

Modo de operagéo do detector “Dual”

Modo de operacéo do instrumento

Sem DRC (standard)

Fonte: Fabricante



