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RESUMO

EFEITOS DA ADICAO DE ALUMINIO, SILICIO E SELENIO NA FISIOLOGIA E
BIOQUIMICA DE Schinus terebinthifolius RADDI

AUTOR: Jéssica Patricia Oliveira De Mattos
ORIENTADORA: Luciane Almeri Tabaldi

A regido sul do Brasil apresenta solos acidos, sendo que muitos destes solos séo classificados
como aluminicos e aliticos, ressaltando a ocorréncia de altos teores de aluminio (Al). Este
elemento, quando em solos acidos, apresenta-se na forma trivalente (Al*®) a qual é toxica para
0s organismos vegetais. Estudos demonstram a eficacia dos elementos silicio (Si) e selénio (Se)
na atenuacdo dos danos causados por elementos fitotoxicos. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a resisténcia da espécie ao Al e o efeito do Si e do Se sobre a toxicidade do
Al em plantas de Schinus terebinthifolius Raddi sob condi¢des de cultivo hidropdnico. O estudo
foi conduzido na casa de vegetacdo e nos Laboratorios de Bioguimica de Plantas do
Departamento de Biologia, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS. As plantas
de S. terebinthifolius foram propagadas via sementes em substrato comercial e posteriormente
foram transferidas para cultivo hidropdnico em solugdo nutritiva onde foram adicionadas
concentracdes de Al, Si e Se em mM, na seguinte forma: Tratamento 1: 0 Al + 0 Se e Si;
Tratamento 2: 2,5 Si; Tratamento 3: 0 Al + 0,0025 Se; Tratamento 4: 1,85 Al + 0 Se e Si;
Tratamento 5: 1,85 Al + 2,5 Si; Tratamento 6: 1,85 Al + 0,0025 Se; Tratamento 7: 3,71 Al + 0
Se e Si; Tratamento 8: 3,71 Al + 2,5 Si; Tratamento 9: 3,71 Al + 0,0025 Se. Ap0s a exposicao
aos diferentes tratamentos (21 dias), sob cultivo hidroponico, foi feita a coleta e analise
variaveis fisioldgicas (biomassa fresca e seca, altura de plantas, variaveis morfoldgicas do
sistema radicular, area foliar e variaveis fotossintéticas), bioquimicas (enzimas antioxidantes,
peroxidacdo lipidica, e conteudo de perdxido de hidrogénio, acido ascorbico, tidis ndo proteicos
e pigmentos fotossintéticos). Para as variaveis fisiologicas observou-se que o Al é fitotoxico
para esta espécie nas concentracdes de 1,85 mM e 3,71 mM Al ocasionando reducdes
significativas no desenvolvimento de parte aérea e raiz. O Si foi capaz de atenuar 0s danos
causados pelo Al, porém, apenas na menor concentracdo de Al (1,85 mM), enquanto o Se nédo
mitigou os danos ocasionados pelo elemento fitotdxico. Quanto as variaveis bioguimicas, o Si
e 0 Se apresentaram efeitos benéficos na amenizacdo do estresse causado pelo Al,
principalmente através da ativacdo do sistema antioxidante e na diminuicéo dos danos causados
pela peroxidacdo lipidica. Desta forma pode-se concluir que a espécie tem o seu desempenho
afetado negativamente pela presenca do Al, tanto fisiologicamente como bioquimicamente. O
Si se apresentou eficiente em reduzir os danos fisioldgicos causados pelo Al, principalmente
quando se tratou da menor concentracdo de Al, enquanto o Se ndo apresentou esse efeito.
Bioguimicamente notou-se que Si e Se apresentam capacidade para atenuar os danos
ocasionados pelo Al atraves de uma manutencdo do sistema antioxidante. Portanto, nossos
resultados indicam que o Si e o Se foram eficientes em aliviar danos fisioldgicos e bioquimicos
causando por Al em plantas de S. terebinthifolius.

Palavras-chave: Solos Acidos. Aroeira-Vermelha. Crescimento. Estresse Oxidativo.

Toxicidade.



ABSTRACT

EFFECTS OF THE ADDITION OF ALUMINUM, SILICON AND SELENIUM IN
PHYSIOLOGY AND BIOCHEMISTRY OF Schinus terebinthifolius RADDI

AUTHOR: Jéssica Patricia Oliveira De Mattos
ADVISOR: Luciane Almeri Tabaldi

Brazilian Southern region presents acidic soils, being many of them classified as aluminum and
alicytes, highlighting aluminum (Al) high levels occurrence. When in acid soils, the element is
present in a trivalent form (AI™®), which is toxic for vegetal organisms. Studies already
demonstrated the silicon (Si) and selenium (Se) efficacy as damage attenuators caused by
phytotoxic elements. In this sense, our objective was to evaluate the resistance of the species to
Al and Si and Se effect on Al toxicity in plants of Schinus terebinthifolius Raddi under
hydroponic conditions. This study was conducted in greenhouse and in Plant Biochemistry
Laboratory at Biology Department, Federal University of Santa Maria, RS. S. terebinthifolius
plants were propagated via seeds in commercial substrate and later transferred to hydroponic
culture in nutrient solution, where Al, Si and Se concentrations in mM were added as follows:
Treatment 1: 0 Al + 0 Se and Si; Treatment 2: 2.5 Si; Treatment 3: 0 Al + 0.0025 Se; Treatment
4: 1.85 Al + 0 Se and Si; Treatment 5: 1.85 Al + 2.5 Si; Treatment 6: 1.85 Al + 0.0025 Se;
Treatment 7: 3.71 Al + 0 Se and Si; Treatment 8: 3.71 Al + 2.5 Si; Treatment 9: 3.71 Al +
0.0025 Se). Following 21 days exposure to different treatments, under hydroponic cultivation
were evaluated physiological variables (fresh and dry biomass, plant height, root system
morphological variables, leaf area and photosynthetic variables) as well as biochemical
(antioxidant enzymes, lipid peroxidation, and hydrogen peroxide content, ascorbic acid, non-
protein thiols and photosynthetic pigments). Considering physiological variables, it was
observed that Al is phytotoxic to this species at concentrations of 1.85 mM and 3.71 mM Al
leading to significant reductions in shoot and root development. While Se did not mitigate
damages caused by Al exposure, Si was able to alleviate only the damages caused by lowest Al
concentrations (1.85 mM). Regarding biochemical variables, both Si and Se presented
beneficial effects in Al-stress alleviation, mainly through antioxidant system activation and
reduction of lipid peroxidation damages. In this way it can be concluded that the species has its
performance negatively affected by Al presence, both physiologically and biochemically.
However, Si was efficient in reducing physiological damage caused by Al, especially when Al
concentrations were lower, whereas Se did not present this effect. Biochemically it has been
noted that both Si and Se were capable of alleviating damage caused by Al through antioxidant
system maintenance. Therefore, our results allow us to conclude that Si and Se elements were
efficient in alleviating physiological and biochemical damages caused by aluminum in S.
terebinthifolius plants.

Keywords: Acidic Soils, Red-Aroeira, Growth, Oxidative Stress, Toxicity.
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1 INTRODUCAO

Os principais solos acidos brasileiros s&o da ordem dos latossolos e argissolos, 0s quais
estdo presentes no Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parand. Muitos destes solos séo
classificados como aluminicos e aliticos, ressaltando a ocorréncia de altos teores de aluminio
(Al) (CUNHA et al., 2014).

O Al é o terceiro elemento quimico mais abundante na crosta terrestre e a sua presenca
em solos &cidos é um fator de estresse que limita a producéo vegetal. Este elemento quando em
pH abaixo de 5,5 apresenta-se em forma de aluminio trivalente (AI**), a qual é toxica para os
vegetais (PEREIRA; RYAN, 2018; SINGH et al., 2017; SADE et al., 2016). Nesse contexto,
algumas alternativas podem ser investigadas a fim de solucionar esta problematica. Estudos
demonstram a eficacia dos elementos silicio (Si) e selénio (Se) na atenuagdo dos danos causados
por elementos fitotoxicos (DORNELES et al., 2016; HU et al., 2014).

O Si é o segundo elemento mais abundante da crosta terrestre, e apresenta a capacidade
de induzir as plantas a aumentarem a tolerancia a estresses bidticos e abidticos. Estudos
realizados com Si demonstram o seu potencial contra diferentes estresses tais como salinidade,
seca e toxicidade por metais (COSKUN et al., 2016; FLAM-SHEPHERD et al., 2018). Na
presenca do Si, as plantas, dentro das condi¢c@es ambientais encontradas, conseguem alcancar
0 seu maximo desenvolvimento (REYNOLDS et al., 2016; FREW et al., 2018).

Da mesma forma que o Si, 0 Se apresenta capacidade de proteger os vegetais contra a
fitotoxicidade de diferentes elementos quimicos, podendo agir como um antioxidante, além de
promover uma reducdo na acumulacdo de metais (SCHIAVON et al., 2017; HALIM et al.,
2017; KUMAR et al., 2012; DUAN et al., 2013). Porém, altas concentracdes deste elemento
podem ser tdxicas para humanos, animais e plantas (EICH-GREATOREX et al., 2007).

Muitas plantas lenhosas nativas de solos &cidos apresentam mecanismos para tolerar as
condicdes oferecidas por este solo, tais como o alto teor de AI**. No entanto, os vegetais que se
distribuem em regides tropicais podem ou ndo ser acumuladores deste metal. Aliado a isto,
pouca aten¢do tem sido dada as espécies florestais, especialmente as nativas, em relacéo ao seu
comportamento em relacdo ao Al (BRUNNER; SPERISEN, 2013; POSSEBOM et al., 2018).
A espécie Schinus terebinthifolius Raddi, comumente denominada como aroeira, aroeira-

vermelha e aroeira-da-praia, € uma arvore nativa da América do Sul que se distribui por toda
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extensdo do Brasil. E uma espécie que apresenta potencial madeireiro e é recomendada para
recomposicdo de &reas degradadas. Devido ao seu carater rustico e pioneiro, a especie pode se
estabelecer inclusive em solos com restri¢fes quimicas, fisicas e hidricas (CARVALHO, 2003).
Além disso, S. terebinthifolius também apresenta potencial medicinal, sendo que as folhas e
casca deste vegetal sdo utilizadas na medicina popular e tem sua eficdcia terapéutica
comprovada em diversos estudos cientificos, onde sdo atribuidas atividade anti-inflamatoria,
anti-edema e cicatrizante (LORENZI; MATOS, 2002, MEDEIROS et al., 2007; CAVALHER-
MACHADO et al., 2008).

Assim, tendo em vista que o Al em solos acidos € um elemento fitotoxico que acarreta
danos aos vegetais e que o0 Si e 0 Se podem diminuir os efeitos negativos de estresses abioticos,
ressalta-se a necessidade de pesquisas que envolvam estes fatores, buscando elucidar,
especialmente, os processos metabdlicos envolvidos. Nesse sentido, é importante considerar
espécies que se encontram naturalmente em solos &cidos, tais como S. terebinthifolius, a qual é
uma espécie nativa, que apresenta grande potencial ecoldgico, econdmico, alimenticio e
medicinal. Além disso, trata-se de uma espécie florestal, fato que justifica fortemente este
estudo, pois trabalhos com este viés sdo pouco realizados em espécies arbdreas. Desta forma,
pretende-se compreender mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e genotoxicos que a planta
apresenta quando em contato com o Al, Si e Se, possibilitando a selecdo de espécies arboreas
para a restauracao de solos acidos e areas contaminadas com metais, além de potencial como

espécie de fitorremediacao.
2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Verificar as variaveis fisiologicas e bioquimicas que plantas de Schinus terebinthifolius
apresentam quando em contato com aluminio, silicio e selénio sob condicdes de cultivo

hidropdnico.

2.2 Objetivos Especificos

e Determinar a tolerancia ou sensibilidade da espécie ao Al, e a partir disso verificar o
potencial do Si e Se em amenizar a toxicidade do Al.

e Caracterizar respostas fisiologicas (parametros fotossintéticos, producdo de biomassa,
altura de plantas e parametros morfoldgicos do sistema radicular) e bioquimicas (teor de

pigmentos fotossintéticos, peroxidacéo lipidica, atividade de enzimas antioxidantes, e contetudo
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de perdxido de hidrogénio, tiés ndo protéicos e acido ascorbico) em plantas de S.
terebinthifolius expostas a diferente concentragdo de Al, Si e Se.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Schinus terebinthifolius Raddi

Conhecida popularmente como aroeira, aroeira-vermelha, aroeira mansa, aroeira branca
e aroeira da praia, a S. terebinthifolius € uma espécie nativa da América do Sul pertencente a
familia Anacardiaceae, que no Brasil é representada por 14 géneros e 57 espécies (SILVA-
LUZ; PIRANI, 2010; BENDAOUD et al., 2010). E uma espécie florestal, perenifélia, pioneira
e heliofita, que pode atingir até 10 metros de altura, apresentando copa larga e tronco de 30 a
60 centimetros. Possui folhas compostas com 3 a 10 pares de foliolos imparipinados, flores
pequenas esbranquigadas e frutos do tipo drupa de cor vermelha (LORENZI, 2014).

Schinus terebinthifolius possui madeira moderadamente pesada, bastante resistente e de
boa durabilidade. E uma das espécies mais procuradas pela avifauna, sendo recomendada na
recomposicao de areas degradadas (BACKES; IRGANG, 2009; LORENZI, 2014). O fruto de
S. terebinthifolius é comestivel sendo utilizado como tempero em preparac¢des culinérias, tanto
no mercado nacional quanto internacional (CAVALCANTI; BRITO, 2009).

A familia Anacardiaceae apresenta comumente triterpenos, lipidios fendlicos,
biflavonodides, fenois e derivados de acido cinamico (CORREIA et al., 2006). O estudo
fitoquimico do extrato etandlico de folhas de S. terebinthifolius permitiu a identificacdo de
galato de etilo, miricetrina, quercitina, galato de metilo e miricetina, os quais estéo relacionados
a capacidade antioxidante do extrato de S. terebinthifolius (CERUKS et al., 2007). J& o estudo
de Lima et al. (2006) demonstrou a presenca de fendis, flavonas, flavondides, xantonas,
leucoantocianidinas, flavanonas e esterodides livres no extrato etanolico das folhas de S.
terebinthifolius.

Na medicina popular esta espécie € utilizada como antioxidante, antimicrobiana, anti-
inflamatdria, analgésica, depurativa, gastroprotetora, anti-ulcera, antibacteriana, antifungica e
antialérgica (BRAGA et al., 2013; DAWKINS et al., 2016; ULIANA et al., 2016)

As partes utilizadas de S. terebinthifolius que apresentam propriedades medicinais sdo
as cascas, as folhas e os frutos. A casca utilizada em forma de decocgdo possui atividade
cicatrizante da pele e de mucosas em geral, podendo ser ingerido para combater azia e gastrite

(MATQOS, 2002). As folhas s&o utilizadas na forma de decocgdo como expectorante,
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antisséptica, antidiarreica e cicatrizante (DI-STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; LORENZI,
MATOS, 2002).

3.2 Aluminio

O sul do Brasil apresenta solos &cidos, sendo que muitos destes solos sao classificados
como aluminicos e aliticos, ressaltando a ocorréncia de altos teores de aluminio (Al) (CUNHA
et al., 2014). O Al € o terceiro elemento quimico mais abundante na crosta terrestre e a sua
presenca em solos acidos é um fator de estresse que limita a producéo vegetal. Este elemento
quando em pH abaixo de 5,5 apresenta-se em forma de Al trivalente (AI**), a qual é toxica para
os vegetais (PEREIRA; RYAN, 2018; SINGH et al., 2017; SADE et al., 2016). Ademais, a
acidificacdo gera uma maior disponibilidade de manganés (Mn) fitotoxico, bem como a
deficiéncia de nutrientes, tais como fdsforo, célcio, magnésio e potassio, prejudicando o
crescimento das plantas (PONTIGO et al., 2015).

O primeiro sintoma ocasionado pela fitotoxicidade do Al é a inibi¢do no crescimento da
raiz, a qual acarreta deficiéncias na absor¢do de agua e nutrientes. Além disso, o Al estd
envolvido em alteracdes na membrana, enzimas e DNA (FAMOSO et al., 2010; ACHARY et
al., 2009). O Al interage negativamente com a membrana plasmatica, podendo se ligar a
proteinas e a lipidios, causando a despolarizacdo da membrana, dessa forma afetando o
transporte de ions e processos celulares, perturbando a homeostase celular (BOSE et al., 2011).

Nas células da raiz o Al causa diminuicdo na deposicdo da parede celular, modificando
a estrutura da membrana plasmatica e interagindo com o DNA, aumentando a rigidez da dupla
hélice e reduzindo a replicagdo (KOCHIAN et al., 2004; MC KENNA et al., 2016). Além disso,
o0 Al pode afetar toda dindmica do citoesqueleto, pois interage com microtubulos e filamentos
de actina, de forma direta ou indireta, dessa forma perturba a organizacdo, polimerizacédo e
despolimerizacdo destes componentes. Microtibulos e microfilamentos participam de etapas
extremamente importantes na divisdo celular, tal como a formacdo da banda pré préfase e a
movimentacdo dos cromossomos no fuso mitético (FRANTZIOS et al., 2000).

O estresse causado por Al também ocasiona a producdo de espécies reativas de oxigénio
tais como superdxido, radical hidroxila e peroxido de hidrogénio, os quais podem ser removidos
das células por enzimas antioxidantes (superoxido dismutase, peroxidases, catalase e glutationa
redutase, entre outras) e compostos antioxidantes de baixo peso molecular como é&cido
ascorbico, glutationa, compostos fenolicos, flavonoides e carotendides (GUO et al., 2007; LEE
etal., 2007; DABROWSKA et al., 2007).
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3.3 Silicio

O silicio (Si) é o segundo elemento mais abundante da crosta terrestre, ndo sendo um
elemento essencial as plantas, porém esta associado a varios efeitos benéficos (MARSCHNER,
2011). Apresenta a capacidade de aumentar a tolerancia contra diferentes estresses tais como
salinidade, seca e toxicidade por metais (COSKUN et al., 2016; FLAM-SHEPHERD et al.,
2018). Através da protecdo e nutricdo oferecida por este elemento, dentro das condicOes
ambientais encontradas, as plantas conseguem alcangar 0 seu maximo desenvolvimento
(REYNOLDS et al., 2016; FREW et al., 2018).

O Si pode perfazer até 70% da massa do solo na forma de minerais de silicato e soltvel
em &gua como acido ortosilicico. Na sua forma solUvel ele é absorvido pelas raizes e
polimerizado na sua forma insoltvel nas paredes celulares, espacos intercelulares e na camada
subcuticular (MA; YAMAJI, 2006).

Em muitas plantas o Si é absorvido pelas raizes, translocado para a parte aérea e
depositado como silica amorfa em diferentes partes da planta, tais como parede celular de
folhas, hastes, cascas, células de raizes, tubérculos e inflorescéncias (CURRIE; PERRY, 2007;
KELLER et al., 2015).

Inicialmente os efeitos benéficos do Si foram atribuidos a uma barreira fisica que seria
formada devido a deposicdo de silica, porém diferentes analises demonstram que a presenca
deste elemento induz a defesa das plantas (MARSCHNER, 2011). Acerca da relagdo do Si com
estresses bioticos, primeiramente apontava-se que a defesa promovida por Si estava interligada
com a silicificacdo da parede celular, impedindo a penetracao de patégenos (WAGNER et al.,
1940). Posteriormente evidéncias demonstraram que o Si atua, além da formacdo de uma
barreira mecanica, através da acumulacdo de fitoalexinas, as quais impedem a propagacdo de
algumas espécies de parasitas (SAMUELS et al., 1991; CHERIF et al., 1992; REMUS-BOREL
et al., 2009). Além de parasitas, também foram realizados estudos com herbivoros. Verificou-
se gque o Si aumenta a abrasividade das folhas, ocasionado desgaste da mandibula e também
mediou a elevacgdo dos niveis de jasmonato (MASSEY; HARTLEY, 2009; YE et al., 2013).

Em relacdo aos estresses abioticos, acredita-se que Si atue como um reforco das
barreiras apoplésticas através de sua deposi¢do. Também pode precipitar substancias toxicas na
matriz celular, impedindo o transporte e acumulo dos elementos fitotoxicos, desta forma
diminuindo o estresse oxidativo (FLAM-SHEPHERD et al., 2018; BLAMEY et al., 2018; MA
etal., 2016; WU et al., 2016).

Coskun et al. (2018) destacam que a amenizacdo do estresse e as interferéncias no

metabolismo causadas por Si originam-se através de um mecanismo em comum,
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principalmente através da obstrucdo apopléstica formada pela deposicdo de Si. Este atua
impedindo as influéncias bidticas e abioticas, consequentemente diminuindo o estresse e

promovendo uma defesa mais eficiente das plantas.

3.4 Selénio

O selénio (Se) é um elemento metaldide que ocorre na maioria dos ambientes. Até o
momento, ndo ha evidéncias de que este elemento é essencial as plantas, porém estudos
demonstram que baixas concentracfes de Se sdo benéficas, podendo agir como um antioxidante
e diminuindo a acumulagdo de metais (KUMAR et al., 2012; SCHIAVON et al., 2017; HALIM
et al., 2017; DUAN et al., 2013). Este elemento é benéfico especialmente nas espécies hiper-
acumuladoras, que demonstram maior formacdo de biomassa, mais resisténcia ao estresse
oxidativo e aos patdgenos (QUINN et al., 2010; BOYD, 2010). Porém, altas concentracdes
deste elemento podem ser tdxicas para humanos, animais e plantas, sendo que o beneficio ou
maleficio que podem ser provocados pelo Se séo determinados através de uma estreita diferenca
de dosagem (EICH-GREATOREX et al., 2007).

As plantas utilizam o Se da solucéo do solo na forma de selenato. Em  espécies néo
acumuladoras, o Se também apresenta beneficios para as plantas, sendo componente do
aminodcido selenocisteina e de enzimas tais como glutationa peroxidase, iodotironina
deiodinases e tioredoxina redutase (HAJIBOLAND et al., 2015; NAZ et al., 2015; JIANG et
al., 2015; HAWRYLAK-NOWAK et al., 2015).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo deste trabalho serdao apresentados em dois manuscritos, como
segue:

Manuscrito 1: RESPOSTAS FISIOLOGICAS DE Schinus terebinthifolius Raddi
SUBMETIDAS A TOXICIDADE DO ALUMINIO NA PRESENCA DE SILICIO E
SELENIO

Manuscrito 11: SELENIO E SILICIO AMENIZAM OS DANOS OXIDATIVOS
CAUSADOS PELO ALUMINIO EM PLANTAS DE Schinus terebinthifolius Raddi



MANUSCRITO |

RESPOSTAS FISIOLOGICAS DE Schinus terebinthifolius Raddi SUBMETIDAS A
TOXICIDADE DO ALUMINIO NA PRESENCA DE SILICIO E SELENIO
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RESUMO

RESPOSTAS FISIOLOGICAS DE Schinus terebinthifolius Raddi SUBMETIDAS A
TOXICIDADE DO ALUMINIO NA PRESENCA DE SILICIO E SELENIO

AUTOR: Jéssica Patricia Oliveira De Mattos
ORIENTADORA: Luciane Almeri Tabaldi

O Brasil possui solos acidos com altos teores de aluminio (Al) e sabe-se que este elemento
quando em pH abaixo de 5,5 apresenta-se na forma trivalente (Al*®), a qual ¢ fitotoxica e afeta
o desenvolvimento de diversas culturas. Estudos demonstram a eficacia dos elementos silicio
(Si) e selénio (Se) na atenuagdo dos danos causados por elementos fitotdxicos. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi verificar a resisténcia ao Al e avaliar o efeito do Si e do Se em
amenizar a toxicidade do Al sobre variaveis fisiol6gicas em plantas de Schinus terebinthifolius
Raddi sob condi¢6es de cultivo hidropdnico. As plantas de S. terebinthifolius foram propagadas
via sementes em substrato comercial e posteriormente foram transferidas para cultivo
hidropdnico em solugdo nutritiva onde foram adicionadas concentragdes de Al, Si e Se em mM,
da seguinte forma: Tratamento 1: 0 Al + 0 Se e Si; Tratamento 2: 2,5 Si; Tratamento 3: 0 Al +
0,0025 Se; Tratamento 4: 1,85 Al + 0 Se e Si; Tratamento 5: 1,85 Al + 2,5 Si; Tratamento 6:
1,85 Al + 0,0025 Se; Tratamento 7: 3,71 Al + 0 Se e Si; Tratamento 8: 3,71 Al + 2,5 Si;
Tratamento 9: 3,71 Al + 0,0025 Se. Apds 21 dias de exposicdo aos tratamentos, foram
realizadas as analises de biomassa seca, altura de plantas, variaveis morfologicas do sistema
radicular e area foliar. Observou-se que o Al é fitotoxico para esta espécie nas concentracdes
de 1,85 e 3,71 mM ocasionando reducdes significativas no desenvolvimento de parte aérea e
raizes. Por outro lado, o Si foi capaz de mitigar as redugdes no crescimento radicular e da parte
aérea, porém, isto ocorreu apenas na menor concentracao de Al (1,85 mM), enquanto o Se ndo
mitigou os danos ocasionados pelo Al.

Palavras-chave: Aroeira; Solos acidos; toxicidade; elementos amenizadores.
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ABSTRACT

PHYSIOLOGICAL RESPONSES OF Schinus terebinthifolius Raddi SUBMITTED TO
ALUMINUM TOXICITY IN THE PRESENCE OF SILICON AND SELENIUM

AUTHOR: Jéssica Patricia Oliveira De Mattos
ADVISOR: Luciane Almeri Tabaldi

Brazil has acidic soils with high aluminum (Al) content and it is already known that, when at
pH below 5.5, this element is present in a trivalent (Al*®) form, which is phytotoxic, affecting
development of various crops. Studies demonstrate that silicon (Si) and selenium (Se) efficacy
in attenuation damage caused by phytotoxic elements. Thus, main objective of present study
was to verify the resistance to Al and evaluate Si and Se effect on reducing Al toxicity on
physiological variables in Schinus terebinthifolius Raddi plants under hydroponic conditions.
S. terebinthifolius plants were propagated via seeds in commercial substrate and later
transferred to hydroponic culture in nutrient solution, where Al, Si and Se concentrations in
mM were added as follows: Treatment 1: 0 Al + 0 Se e Si ; Treatment 2: 2.5 Si; Treatment 3: 0
Al +0.0025 Se; Treatment 4: 1.85 Al + 0 Se and Si; Treatment 5: 1.85 Al + 2.5 Si; Treatment
6: 1.85 Al + 0.0025 Se; Treatment 7: 3.71 Al + 0 Se and Si; Treatment 8: 3.71 Al + 2.5 Si;
Treatment 9: 3.71 Al + 0.0025 Se. Following 21 days exposure to treatments, were evaluated
biomass, plant height, root system morphological parameters and leaf area. It was observed that
Al is phytotoxic to this species in concentrations of 1.85 and 3.71 mM leading to significant
reductions in shoot and root growth. In this sense, Si was able to mitigate reductions in root and
shoot growth, but only at lower Al concentration (1.85mM), while Se did not mitigate the
damage caused by Al.

Keywords: Aroeira; Acidic Soils; toxicity; attenuator elements.
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INTRODUCAO

A toxicidade do aluminio (Al) reduz o rendimento das culturas em solos acidos. Em
valores de pH abaixo de 5,5 ions AI** sdo dissolvidos a partir de minerais de argila e se tornam
toxicos as raizes das plantas. O primeiro sintoma ocasionado pela fitotoxicidade do Al € a
inibicdo no crescimento da raiz, a qual ocasiona deficiéncias na absorcao de dgua e nutrientes,
sendo este um dos principais sintomas que desencadeia reducdo no rendimento das culturas
afetadas pelo Al (KOCHIAN et al., 2015; PEREIRA; RYAN, 2018; SINGH et al., 2017). Além
disso, o Al pode se ligar a proteinas e lipidios, causando a despolarizacdo da membrana, dessa
forma afetando o transporte de ions e processos celulares (BOSE et al., 2011). Também
interfere no DNA aumentando a rigidez da dupla hélice e reduzindo a replicacdo (FAMOSO et
al., 2010; ACHARY et al., 2009; KOCHIAN et al., 2004; MC KENNA et al., 2016).

Pesquisas vem apontando a eficacia da aplicacdo dos elementos silicio (Si) e selénio
(Se) na atenuagdo dos danos causados por elementos fitotoxicos (DORNELES et al., 2016; HU
et al., 2014). Estudos realizados com Si demonstram o seu potencial em remediar diferentes
estresses, tais como salinidade e seca, além da capacidade de aumentar a tolerancia das plantas
através da obstrucdo apoplastica formada pela deposicdo de Si (FAUTEUX et al., 2005;
COSKUN et al., 2018). Em baixas concentragdes teciduais, 0 Se promove 0 crescimento e a
produtividade das plantas, podendo agir como um antioxidante e diminuindo a acumulagéo de
metais (KUMAR et al., 2012; SCHIAVON et al., 2017; HALIM et al., 2017; DUAN et al.,
2013).

Muitas plantas lenhosas nativas de solos acidos apresentam mecanismos para tolerar as

condi¢des oferecidas por estes solos, tais como o alto teor de Al**

. A espécie Schinus
terebinthifolius Raddi ¢ uma arvore nativa da América do Sul, comumente denominada como
aroeira, aroeira-vermelha e aroeira-da-praia. E uma espécie que apresenta potencial madeireiro
e ¢ recomendada para recomposi¢do de dareas degradadas. Schinus terebinthifolius se
desenvolve especialmente em solos imidos e organicos, mas cresce em qualquer tipo de solo.
E capaz de suportar inundagdes, incéndios e secas, demonstrando uma eficiente tolerdncia a
diferentes tipos de estresses (LENZI; ORTH, 2004). Acredita-se que S. terebinthifolius possa
apresentar tolerancia ao Al, uma vez que ¢ possivel observar a ocorréncia natural dessa espécie
nesses solos acidos. No entanto, até o0 momento ndo foram encontrados registros cientificos
comprovando ou refutando a hipotese de que esta espécie seja tolerante ao AI**,

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi verificar a resisténcia ao Al e avaliar o efeito
do Si e do Se em amenizar a toxicidade do Al sobre variaveis fisiologicas em plantas de S.

terebinthifolius sob condigdes de cultivo hidroponico.
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MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados na casa de vegetacdo e nos Laboratdrios de
Bioquimica de Plantas do Departamento de Biologia, Universidade Federal de Santa Maria,
Santa Maria, RS. Sementes de Schinus terebinthifolius provenientes do Centro de Pesquisas em
Florestas — DDPA de Santa Maria, RS, foram semeadas em bandejas plasticas pretas de 38 cm
x 56 cm, contendo substrato H.Decker® Florestal, sendo irrigadas a cada trés dias com solucéo
nutritiva completa, em pH de 4,5+0,1. A solugdo nutritiva teve a seguinte composicao (em pM):
6090,5 de N; 974,3 de Mg; 4986,76 de Cl; 2679,2 de K; 2436,2 de Ca; 359,9 de S; 243,592 de
P; 0,47 de Cu; 2,00 de Mn; 1,99 de Zn; 0,17 de Ni; 24,97 de B; 0,52 de Mo; 47,99 de Fe
(FeSO4/Na-EDTA).

Apds a germinacdo e crescimento inicial das mudas, num periodo de aproximadamente
30 dias, plantas homogéneas, com cerca de 10 cm de altura foram transferidas para sistema
hidropdnico. As plantas foram fixadas por meio de esponjas em placas de poliestireno (isopor)
contendo furos, em bandejas plasticas contendo 17 L de solucdo nutritiva completa como
descrito acima. Cada bandeja suportou 15 plantas. Apos cinco dias de aclimatacdo nesse sistema
conforme método de Bandinelli et al. (2013), foi aferido o comprimento da raiz principal
(comprimento inicial) de todas as plantas utilizando-se régua graduada em milimetros e entdo

as plantas foram transferidas para uma nova solucdo nutritiva contendo os tratamentos.

Cultivo hidropdnico em diferentes concentracoes de Al, Si e Se

Plantas de S. terebinthifolius provenientes do sistema de aclimatizagdo descrito acima
foram transferidas para bandejas plasticas (17 L) contendo solucdo nutritiva (todos os nutrientes
foram fornecidos como descrito acima, exceto o fésforo (P), o qual foi adicionado a solucéo na
concentracdo de 50 M, com o objetivo de fornecer P para as plantas e a0 mesmo tempo evitar
interacOes fisico-quimicas com o Al (GESSA et al., 2005)). Os tratamentos foram aplicados
nessa solugdo, os quais consistiram nas seguintes combinacbes (Al, Si e Se em mM):
Tratamento 1: 0 Al + 0 Se e Si; Tratamento 2: 2,5 Si; Tratamento 3: 0 Al + 0,0025 Se;
Tratamento 4: 1,85 Al + 0 Se e Si; Tratamento 5: 1,85 Al + 2,5 Si; Tratamento 6: 1,85 Al +
0,0025 Se; Tratamento 7: 3,71 Al + 0 Se e Si; Tratamento 8: 3,71 Al + 2,5 Si; Tratamento 9:
3,71 Al + 0,0025 Se. As concentracdes de Al, Si e Se foram definidas a partir de experimentos
prévios realizados pelo grupo de pesquisa (DORNELES et al., 2016; PEREIRA et al., 2018;
TABALDI et al., 2007, 2009). Os tratamentos foram dispostos em delineamento inteiramente

casualizado, com trés repetiches para cada tratamento e 5 plantas por repeticdo. A solucéo
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nutritiva foi trocada a cada sete dias, sendo o pH da solucdo ajustado diariamente (4,5 +0,1)
com uma solucgdo de HCI ou NaOH (1 M).

Variaveis avaliadas ap0s a coleta

Apo6s 21 dias de exposicdo ao Al, Si e Se, raizes e parte aérea de plantas de S.
terebinthifolius foram coletadas para determinacdo das seguintes variaveis:
- Comprimento da raiz principal (comprimento final) e altura de plantas: determinada com
régua graduada em milimetros. Com os valores de comprimento inicial e final, foi possivel
determinar a taxa de crescimento relativo da raiz principal;
- Comprimento, area superficial, volume de raizes e area foliar: determinado através de scanner
Epson 11000XL, no qual as raizes e folhas foram digitalizadas e analisadas pelo software
WinRHIZO Pro;
- Biomassa seca de raizes e de parte aérea: as amostras foram colocadas em sacos de papel e
levadas para a estufa a 65°C até atingir peso constante para determinacdo da biomassa seca;
- Relacdo matéria seca da parte aérea/matéria seca radicular (MSPA/MSR), através da razao
entre a MSPA e a MSR.

Andlise estatistica dos dados

Foram verificadas a normalidade da distribuicdo dos erros através do teste de Shapiro-
Wilk e homogeneidade das variancias dos erros através do teste de Bartlett (STORCK et al.,
2011) para todas as variaveis do experimento. Quando atendidos estes pressupostos, procedeu-
se a andlise de variancia e teste de Scott-Knott para os tratamentos em 5% de probabilidade de
erro, utilizando o aplicativo Sisvar (FERREIRA, 2008).

RESULTADOS

A presenca isolada de silicio (Si) ou selénio (Se) no meio de crescimento ndo diferiu do
controle quanto ao comprimento de raiz principal (Figura 1A). A adicdo de Al ocasionou
reducdes severas do comprimento da raiz principal em relacdo ao controle. No entanto, a
presenca de Si, juntamente com a menor concentragéo de Al (1,85 mM, T5) mitigou os efeitos
negativos do Al. A adigéo de Se, em ambas as concentragdes de Al, ndo amenizou os efeitos
negativos do Al.

Para area foliar e massa seca foliar, o Si de forma isolada ndo diferiu do controle, no

entanto, o Se isoladamente ocasionou uma pequena reducéo (Figura 1B e 1C). O Al, em ambas
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as concentrac@es, provocou reducdo da area foliar e massa seca foliar. A presenca do Si reduziu
os efeitos toxicos do Al na concentracdo de 1,85 mM e o Se ndo mitigou o efeito tdxico do Al.

Para massa seca de raizes, o Si de forma isolada provocou redugdo enquanto a adicdo
isolada de Se provocou a mesma resposta do controle (Figura 1D). Al ocasionou redugéo nesta
variavel, a qual ficou significativamente mais evidente com o aumento da concentragdo. O Si
mitigou os danos de Al na concentragéo de 1,85 mM de Al, enquanto Se ndo amenizou 0s
prejuizos causados por Al.

Para relacdo de massa seca de parte aérea e radicular, a adicdo isolada de Si apresentou
a mesma resposta do controle, enquanto Se isoladamente provocou reducdo nesta varidvel
(Figura 1E). Si e Se ndo mitigaram 0s danos ocasionados pelo Al na relagcdo de massa seca de
parte aérea e radicular.

A presenca de Al reduziu o comprimento radicular. A adicdo isolada de Se aumentou o
comprimento total das raizes quando comparado ao controle. A presenca de Si junto a menor
concentracdo de Al (1,85 mM) reduziu o efeito toxico do Al. Por outro lado, a presenca de Se
ndo mitigou o efeito toxico do Al no comprimento das raizes.

O Al ocasionou reducdo para area superficial e volume de raizes (Figura 2B €2C). A
presenca de Si isoladamente provocou uma pequena reducdo comparando-se ao controle, mas
mitigou os efeitos toxicos em ambas as concentracdes de Al, enquanto o Se ndo aumentou a
area superficial e o volume radicular.

Para o diametro de raizes, o Al provocou decréscimos significativos que ficaram mais
evidentes com o aumento da concentracdo (Figura 2D). O Si de forma isolada reduziu o
diametro das raizes, porém na presenca de 1,85 mM de Al, a adi¢do de Si causou um aumento
no diametro. O Se de forma isolada causou uma pequena reducdo, em relacdo ao controle, e

juntamente com o Al ndo foi benéfico.

DISCUSSAO

Através dos resultados obtidos observa-se que o aluminio (Al) afetou gravemente o
desenvolvimento de plantas de Schinus terebinthifolius, provocando decréscimo em todas as
variaveis avaliadas para raiz e parte aérea. As respostas ocasionadas na raiz s@o 0s principais
sintomas provocados pelo Al, visto que o sistema radicular € o primeiro 6rgdo a entrar em
contato com o elemento. O Al apresenta uma grande afinidade pela parede celular dos apices
radiculares, devido as cargas negativas contidas nos polissacarideos pectinicos e
hemicelul6sicos (HORST et al., 2010; YANG et al., 2011; ZHU et al., 2012). A medida que o
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Al se liga a essas cargas, ele enrijece as paredes celulares e diminui o afrouxamento necessario
para o alongamento da célula, além de causar diminuicdo na deposicdo da parede celular
(KOPITTKE et al., 2015; MC KENNA et al., 2016).

Desta forma, a interacdo do Al com os componentes da parede celular pode ter atuado
modificando a estrutura da parede celular, resultando nos decréscimos na taxa de crescimento
da raiz principal, massa seca de raiz, comprimento da raiz principal, area superficial, volume e
diametro da raiz. Observou-se ainda que o aumento da concentracdo de Al causou decréscimos
mais evidentes e significativos nas raizes quanto as variaveis de massa seca de raiz, area
superficial, volume e didmetro. O decréscimo nas variaveis da raiz pode ser explicado através
da afinidade do Al com a parede celular, a diminuicdo da deposi¢éo de parede celular devido a
rigidez e a inibi¢do de proteinas da parede celular, como as expansinas (COSGROVE, 2000;
JONES et al., 2006).

O Al ndo compromete somente a parede celular, pois também interage negativamente
com a membrana plasmatica, podendo se ligar a proteinas e a lipidios, causando a
despolarizacdo da membrana, dessa forma afetando o transporte de ions e processos celulares,
perturbando a homeostase celular (BOSE et al., 2011). Desequilibrios nutricionais induzidos
pelo Al foram relatados em varias espécies de plantas, os quais demonstram a diminui¢do da
absorcdo de diferentes cations, como calcio, magnésio, potassio e amoénio (SADE et al., 2016).
Além disso, os prejuizos causados pelo Al podem ser devido a producgdo de espécies reativas
de oxigénio (ERO), tais como anion superdxido, radical hidroxil e peréxido de hidrogénio, os
quais oxidam os compostos celulares e podem provocar morte celular (INOSTROZA-
BLANCHETEAU et al., 2012; DABROWSKA et al., 2007).

Quanto ao silicio (Si), aplicado isoladamente, de modo geral, este ndo promoveu
beneficios nas variaveis observadas na raiz e parte aérea. Este comportamento pode estar
relacionado com o fato de que os efeitos benéficos do Si nem sempre sdo verificados em plantas
que ndo estdo em condicdes de estresse (DANN; MUIR, 2002; MA; YAMAJI, 2008). O Si de
forma isolada ocasionou reducdes para as variaveis de massa seca, area superficial, volume e
didametro de raizes. RIBEIRO et al. (2011) verificaram um comportamento semelhante a este,
em que o Si ocasionou reducgédo no crescimento radicular de cafeeiro, sem efeitos negativos no
desenvolvimento da parte aerea. Varias evidéncias sugerem que o Si ndo atua como promovedor
do crescimento e atividade metabdlica, mas sim na prevencao e mitigacao dos estresses sofridos
pela planta, o que reflete entdo em melhorias no crescimento e atividade metabdlica. No nivel

fisiologico, a maioria dos estudos sugere que, na auséncia de estresse, a suplementacéo de Si
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tem pouco ou nenhum efeito. Existem hipdteses de que o Si atua como um mensageiro
secundario, modulando repostas de defesa (COSKUN et al., 2019).

Na presenca de 1,85 mM de Al, a presenca do Si conseguiu mitigar os danos em todas
as variaveis de crescimento. Uma hipdtese para esta resposta é a formacdo de complexos
hidroxialuminosilicatos nas raizes das plantas de S. terebinthifolius, tornando parte do Al
indisponivel as plantas e, consequentemente, reduzindo a translocagdo do Al, causando
beneficios no desenvolvimento da raiz e parte aérea. Esse efeito foi observado somente no
tratamento com a menor concentracdo de Al. Entretanto, para 3,71 mM de Al, ocorreu uma
pequena mitigacdo dos danos apenas para area superficial e volume de raiz, enquanto nas
demais varidveis ndo houve melhorias promovidas pelo Si. Provavelmente, para o Si auxiliar
na atenuacdo dos danos nas maiores concentracbes de Al seria necessaria uma maior
concentracéo de Si.

Para as variaveis avaliadas na raiz foi possivel notar que o Si atuou mitigando os danos
causados pelo Al, principalmente na menor concentracdo de Al. Provavelmente isto esta
interligado ao fato do Si reforcar a parede celular através da lignificacdo e suberizacao, e assim
ocasionando uma entrada menor do elemento fitotoxico (FLECK et al., 2010). No entanto, para
a maior concentracdo de Al, somente o reforco da parede celular ndo foi suficiente para atenuar
os danos. Como o Al prejudica a deposicdo da parede celular, possivelmente estes elementos
acabaram competindo e o Si ndo atuou mitigando os danos para a maior concentragao de Al
(KOPITTKE et al., 2015; MC KENNA et al., 2016).

Em relacdo ao Se, na concentracdo usada no presente trabalho, este elemento
apresentou-se fitotoxico para a parte aérea das plantas de Schinus terebinthifolius, visto que, de
forma isolada foi prejudicial para area foliar e massa seca foliar, o que refletiu também na
biomassa total. Este comportamento de decréscimo da area foliar e da massa seca foliar também
foi encontrado em outras espécies. Estudos realizados com plantulas de arroz submetidas a
presenca de Se mostraram um decréscimo na altura de plantas e na biomassa. Acredita-se que
a parte aérea € mais danificada pelo fato do Se ser transportado da raiz para a parte aérea,
causando mais danos nesta regido (MOSTOFA et al., 2017). Estudos realizados com Se em
Raphanus sativus e Beta vulgaris também apresentaram como resposta a diminuicdo da
biomassa (MORENO et al., 2018).

Para a raiz, de forma isolada, o Se apresentou-se fitotoxico apenas para o diametro de
raiz. Porém, quanto ao comprimento, area superficial e volume de raizes o desempenho foi
superior ao tratamento controle. No entanto, Se ndo mitigou os danos de Al para nenhuma das

variaveis avaliadas. Selénio e enxofre possuem as mesmas rotas de absor¢do. Em Arabidopsis
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thaliana por exemplo, o selenato é absorvido por um transportador de sulfato Sultrl;2
(SHIBAGAKI et al., 2002). A toxicidade induzida pelo Se estd possivelmente relacionada com
a substituicdo do enxofre (S) nas proteinas, 0 que ocasiona alteragdes em estruturas funcionais
pela incorporacdo de Se em moléculas que possuem S, principalmente a substituicdo de Cys
por Se-Cys, além de poder desencadear a formacdo de espécies reativas de oxigénio e
peroxidacao lipidica (CHEN et al., 2014). De outro modo, 0 Se em pequenas concentragdes tem
efeitos positivos, aumentando as propriedades antioxidantes e modulando multiplos genes

responsivos ao estresse (NAZ et al., 2015).

CONCLUSAO

A espécie Schinus terebinthifolius Raddi € sensivel ao aluminio em sistema hidropénico.
No entanto, a adicdo de 2,5 mM Si amenizou os efeitos toxicos ocasionados pelo aluminio na
concentracédo de 1,85 mM em plantas de S. terebinthifolius, enquanto o selénio ndo apresentou

esta capacidade para nenhuma das varidveis analisadas.
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Figura 1- Efeito da adicdo do Al, Si e Se no comprimento da raiz principal (cm) (A), area foliar
(cm?) (B), massa seca foliar (C) e massa seca de raizes (D), relagcdo matéria seca da parte
aérea/matéria seca radicular (E) de plantas de Schinus terebinthifolius cultivadas em sistema

hidropdnico.
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Figura 2- Comprimento da raiz (cm) (A), area superficial de raizes (cm?) (B), volume das raizes
(cm?3) (C) e didmetro das raizes (mm) (D) de plantas de Schinus terebinthifolius expostas ao

aluminio, silicio e selénio em sistema hidropdnico.
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RESUMO

SELENIO E SILICIO AMENIZAM OS DANOS OXIDATIVOS CAUSADOS PELO
ALUMINIO EM PLANTAS DE Schinus terebinthifolius Raddi

AUTOR: Jéssica Patricia Oliveira De Mattos
ORIENTADORA: Luciane Almeri Tabaldi

O Brasil possui solos acidos com altos teores de aluminio (Al), o qual, quando em pH abaixo
de 5,5, apresenta-se na forma trivalente (Al*®), afetando negativamente o desenvolvimento de
diversas culturas. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do silicio (Si) e
do selénio (Se) em amenizar a toxicidade do Al sobre a atividade fotossintética e varidveis
relacionadas ao estresse oxidativo em plantas de Schinus terebinthifolius em sistema
hidroponico. As plantas de S. terebinthifolius foram propagadas via sementes em substrato
comercial e posteriormente foram transferidas para cultivo hidropénico em solucdo nutritiva
onde foram adicionadas concentragdes de Al, Si e Se em mM, da seguinte forma: Tratamento
1: 0 Al + 0 Se e Si; Tratamento 2: 2,5 Si; Tratamento 3: 0 Al + 0,0025 Se; Tratamento 4: 1,85
Al + 0 Se e Si; Tratamento 5: 1,85 Al + 2,5 Si; Tratamento 6: 1,85 Al + 0,0025 Se; Tratamento
7: 3,71 Al + 0 Se e Si; Tratamento 8: 3,71 Al + 2,5 Si; Tratamento 9: 3,71 Al + 0,0025 Se. Apds
a exposicao aos diferentes tratamentos (21 dias), sob cultivo hidropdnico, foi feita a coleta e
analise das variaveis fotossintéticas e bioquimicas. As variaveis taxa fotossintética, condutancia
estomatica de vapores de &gua, eficiéncia de carboxilacdo da Rubisco e taxa transpiratoria
foram afetadas negativamente pela presenca de 3,71 mM de Al, enquanto a eficiéncia do uso
da &gua e a concentracdo interna de CO2 ndo foram afetadas pela adigdo do Al. Para nenhuma
das variaveis fotossintéticas avaliadas o Si e 0 Se mitigaram os danos ocasionados pelo Al. Para
o contetido de pigmentos, o Se foi eficiente em amenizar os danos na producéo de clorofila a
enguanto o Si promoveu esta reposta positiva para clorofila b. O Se e o Si ndo amenizaram 0s
danos ocasionados pelo Al na concentracdo de carotenoides. Na parte aérea, o Se e o Si
apresentaram uma mitigacdo dos danos causados pelo Al em relacdo a atividade de enzimas
antioxidantes como a superédxido dismutase e a guaiacol peroxidase. Entretanto, na raiz o Se foi
mais eficiente na presenca de 1,85 mM de Al e o Si mais eficiente para 3,71 mM de Al. Em
relagdo a peroxidacdo lipidica, os tratamentos aliando Al, Si e Se apresentaram menor contetdo
de malondialdeido, um dos produtos da peroxidacédo lipidica. O maior contetido de grupos tids
ndo protéicos foi observado nos tratamentos em que havia a presenca de Se. Em rela¢do ao
conteddo de acido ascorbico, Si e Se fizeram com que a producéo deste antioxidante aumentasse
nas raizes, reforcando a relacdo que estes elementos apresentam na sintese deste composto. O
conteudo de peroxido de hidrogénio para a parte aérea foi maior no tratamento aliando a menor
concentragdo de Al e Si, enquanto na raiz isto ocorreu para a menor concentracdo de Al aliado
com Se. Portanto, o Si e 0 Se apresentaram efeitos benéficos na amenizacéao do estresse causado
pelo Al, principalmente através da ativagdo do sistema antioxidante e na diminui¢éo dos danos
causados pela peroxidacdo lipidica.

Palavras-chave: Aroeira; Solos acidos; toxicidade; elementos amenizadores, Sistema

antioxidante.
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SELENIUM AND SILICIUM ATTENUATE OXIDATIVE DAMAGE CAUSED BY
ALUMINUM IN Schinus terebinthifolius Raddi PLANTS

ABSTRACT

AUTHOR: Jéssica Patricia Oliveira De Mattos
ADVISOR: Luciane Almeri Tabaldi

Brazil has acidic soils with high aluminum (Al) content and it is already known that, when at
pH below 5.5, this element is present in a trivalent (Al*®) form, which is phytotoxic, affecting
development of various crops. Thus, main objective of present study was to evaluate Silicon
(Si) and Selenium (Se) effect on reducing Al toxicity on photosynthetic activity and variables
related to oxidative stress in Schinus terebinthifolius Raddi plants under hydroponic conditions.
S. terebinthifolius plants were propagated via seeds in commercial substrate and later
transferred to hydroponic culture in nutrient solution, where Al, Si and Se concentrations in
mM were added as follows: Treatment 1: 0 Al + 0 Se e Si ; Treatment 2: 2.5 Si; Treatment 3: 0
Al +0.0025 Se; Treatment 4: 1.85 Al + 0 Se and Si; Treatment 5: 1.85 Al + 2.5 Si; Treatment
6: 1.85 Al + 0.0025 Se; Treatment 7: 3.71 Al + 0 Se and Si; Treatment 8: 3.71 Al + 2.5 Si
Treatment 9: 3.71 Al + 0.0025 Se. Following 21 days exposure to different treatments, under
hydroponic, the collection and analysis of the photosynthetic and biochemical variables were
done. Photosynthetic rate, water vapors stomatal conductance, Rubisco carboxylation
efficiency and transpiration rate were negatively affected by 3.71 mM of Al, while water use
efficiency and internal CO2 concentration were not affected by Al addition. Neither Si nor Se
were able to counteract Al damages observed in photosynthetic variables. Considering
pigments content, Se was efficient in mitigating damages to chlorophyll a production, while Si
promoted the same positive effect for chlorophyll b. On the other hand, neither Se nor Si was
able to alleviate Al damages for carotenoid production. In shoot, Se and Si resulted in Al
damage mitigation when considering antioxidant enzymes activity, as superoxide dismutase
and guaiacol peroxidase. However, in roots, Se was more efficient for 1.85 mM Al, while Si
was more efficient for 3.71 mM of Al. Considering lipid peroxidation, treatments combining
Al, Si, and Se presented lower content of malondialdehyde, one of the lipid peroxidation
products. Highest content of non-protein thiols was observed in Se containing treatments.
Regarding ascorbic acid content, both Si and Se lead to its increased production in roots,
reinforcing the relationship between elements in ascorbic acid synthesis. Higher hydrogen
peroxide contents in shoot was observed in treatments combining lower Al and Si
concentrations, while in roots the same occurred to lower Al and Se concentrations. Therefore,
both Si and Se presented beneficial effects in stress alleviation caused by Al, mainly through
antioxidant system activation and reduction of damage caused by lipid peroxidation.

Keywords: Aroeira; Acid Soils; toxicity; attenuator elements, antioxidant system.
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INTRODUCAO

A toxicidade do aluminio (Al) é uma condicgédo que reduz o rendimento das culturas em
solos acidos. Em valores de pH abaixo de 5, ions AI** sdo dissolvidos a partir de minerais de
argila e sdo toxicos para as raizes das plantas, inibindo o crescimento e as fungdes da raiz e isto
ocasiona reducgéo no rendimento das culturas (KOCHIAN et al., 2015).

O estresse causado por Al ocasiona a producdo de espécies reativas de oxigénio tais
como superodxido, radical hidroxil e peréxido de hidrogénio, as quais podem ser removidos das
células por enzimas antioxidantes, tais como superoxido dismutase, peroxidases, catalase e
glutationa redutase. Além disso, as células dispdem de varios antioxidantes ndo enzimaticos de
baixo peso molecular, como acido ascérbico, glutationa, compostos fendlicos, flavonoides e
carotenoides (GUO et al., 2007; LEE et al., 2007; DABROWSKA et al., 2007), os quais
auxiliam as enzimas antioxidantes na remocdo das espécies reativas ou na transformacéo das
mesmas em moléculas ndo reativas.

Alguns estudos demonstram que a adicdo dos elementos silicio (Si) e selénio (Se) no
meio de cultivo podem atenuar os danos causados por excesso de metais (DORNELES et al.,
2016; HU et al., 2014). Estudos realizados com Si demonstram o seu potencial em remediar
diferentes estresses, tais como salinidade, seca e a capacidade de aumentar a tolerancia a
estresses bidticos e abidticos (FAUTEUX et al., 2005). O Se também apresenta capacidade de
proteger 0s vegetais contra a fitotoxicidade de diferentes elementos quimicos, podendo agir
como um antioxidante e atuar diminuindo a acumulacdo de metais (KUMAR et al., 2012;
ZEMBALA et al., 2010; DUAN et al., 2013).

Muitas plantas lenhosas nativas de solos acidos apresentam mecanismos para tolerar o
alto teor de AI®*. A espécie Schinus terebinthifolius Raddi é uma arvore nativa da América do
Sul comumente denominada como aroeira, aroeira-vermelha e aroeira-da-praia. E uma espécie
que apresenta potencial madeireiro e € recomendada para recomposicdo de areas degradadas.
S. terebinthifolius se desenvolve especialmente em solos Umidos e organicos, mas cresce em
qualquer tipo de solo. E tolerante ao sal, capaz de suportar inundag@es, incéndios e secas,
demonstrando uma eficiente tolerancia a diferentes tipos de estresses (LENZI; ORTH, 2004).
Acredita-se que S. terebinthifolius possa apresentar tolerancia ao Al, no entanto, até 0 momento
ndo encontram-se registros cientificos comprovando ou refutando esta hipdtese. Por se tratar de
uma espécie arborea, onde ndo teremos o risco de contaminacdes via cadeia alimentar, a S.
terebinthifolius pode ser uma alternativa para remediar solos contaminados por Al. Portanto, o

objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos amenizadores do Si e do Se sobre a atividade
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fotossintética e pardmetros relacionados ao estresse oxidativo em plantas de Schinus
terebinthifolius expostas ao Al em sistema hidropdénico.

MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados na casa de vegetacdo e nos Laboratorios de
Bioquimica de Plantas do Departamento de Biologia, Universidade Federal de Santa Maria,
Santa Maria, RS. Sementes de Schinus terebinthifolius provenientes do Centro de Pesquisas em
Florestas — DDPA de Santa Maria, RS foram semeadas em bandejas plasticas pretas de 38 cm
x 56 cm, contendo substrato H.Decker® Florestal sendo irrigadas a cada trés dias com soluc&o
nutritiva completa, em pH de 4,5+0,1. A solugéo nutritiva teve a seguinte composigédo (em puM):
6090,5 de N; 974,3 de Mg; 4986,76 de Cl; 2679,2 de K; 2436,2 de Ca; 359,9 de S; 243,592 de
P; 0,47 de Cu; 2,00 de Mn; 1,99 de Zn; 0,17 de Ni; 24,97 de B; 0,52 de Mo; 47,99 de Fe
(FeSO4/Na-EDTA).

Apo6s a germinacéo e crescimento inicial das mudas, num periodo de aproximadamente
30 dias, plantas homogéneas, com cerca de 10 cm de altura foram transferidas para sistema
hidropdnico, em bandejas plasticas com capacidade de 17 L contendo solugdo nutritiva
completa descrita acima, onde foram fixadas por meio de esponjas em placas de poliestireno
(isopor) contendo furos, objetivando a aclimatizacdo conforme método de Bandinelli et al.
(2013). Cada bandeja suportou 15 plantas. Apds cinco dias de aclimatacdo nesse sistema, as

plantas foram transferidas para uma nova solucdo nutritiva contendo os tratamentos.

Cultivo hidropénico em diferentes concentracgdes de Al, Si e Se

Plantas de S. terebinthifolius provenientes do sistema de aclimatizacdo citado acima
foram transferidas para bandejas plasticas (17 L) contendo solucao nutritiva (todos os nutrientes
foram fornecidos como descrito acima, exceto o fosforo (P), o qual foi adicionado a solucéo na
concentracdo de 50 uM, com o objetivo de fornecer P para as plantas e a0 mesmo tempo evitar
interagBes fisico-quimicas entre 0 Al e o P (GESSA et al., 2005). Os tratamentos foram
aplicados nessa solugéo, os quais consistiram nas seguintes combinagdes (Al, Si e Se em mM):
Tratamento 1: 0 Al + 0 Se e Si; Tratamento 2: 2,5 Si; Tratamento 3: 0 Al + 0,0025 Se;
Tratamento 4: 1,85 Al + 0 Se e Si; Tratamento 5: 1,85 Al + 2,5 Si; Tratamento 6: 1,85 Al +
0,0025 Se; Tratamento 7: 3,71 Al + 0 Se e Si; Tratamento 8: 3,71 Al + 2,5 Si; Tratamento 9:
3,71 Al + 0,0025 Se. As concentracOes de Al, Si e Se foram definidas a partir de experimentos
prévios realizados pelo grupo de pesquisa (DORNELES et al., 2016; PEREIRA et al., 2018;
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TABALDI et al., 2007, 2009). Os tratamentos foram dispostos em delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeticGes para cada tratamento e 5 plantas por repeticdo. A solucdo
nutritiva foi trocada a cada sete dias, sendo o pH da solucdo ajustado diariamente (4,5 +0,1)

com uma solucéo de HCI ou NaOH (1 M).

Variaveis avaliadas durante o experimento

Durante o experimento foram determinados os parametros fotossintéticos na quarta
folha completamente expandida de quatro plantas por repeticdo. As avaliacGes foram realizadas
no periodo entre as 8 e 11h com a utilizacdo do medidor portatil IRGA, marca LI-COR, modelo
LI-6400XT. Foram determinadas a condutancia estomatica de vapores de agua (Gs - mol H>0O
m2 s1), a taxa fotossintética (A - pmol CO, m s1), a concentragio interna de CO2 (umol m™
s1), a taxa transpiratdria (mmol H.O m? s, a eficiéncia do uso da 4gua (EUA - mol CO, mol
H.0™) e a eficiéncia de carboxilagio da Rubisco (A/Ci) obtida pela relagdo entre quantidade de
CO: fixado pela fotossintese e concentracédo interna de COo.

Variaveis avaliadas ap0s a coleta

Apo6s 21 dias de exposicdo ao Al, Si e Se, raizes e parte aérea de plantas de S.
terebinthifolius foram coletadas para determinacdo das varidveis descritas abaixo. Para
determinacdo da biomassa seca total, amostras de raizes e de parte aérea foram coletadas,
colocadas em sacos de papel e levadas para a estufa a 65°C até atingir peso constante. Para as
analises bioquimicas, amostras de raizes e parte aérea foram coletadas e congeladas
imediatamente em nitrogénio liquido. Essas amostras foram mantidas em ultrafreezer -80°C até
0 momento das analises, onde entdo foram maceradas em nitrogénio liquido, homogeneizadas
em tampdo especifico e posteriormente analisadas, conforme metodologias descritas abaixo.
- Matéria seca total (MST) obtida a partir da soma dos valores de massa seca de parte aérea
(MSPA) e massa seca de raiz (MSR);
- Concentragdo de clorofila a, clorofila b e carotenoides de folhas: As clorofilas a e b e os
carotenoides foram extraidos segundo o método de Hiscox; Israelstan (1979) e estimados
usando a equacéo de Lichtenthaler (1987);
- Peroxidacéo de lipidios de membrana: O grau de peroxidacéo foi estimado seguindo o método
de EI-Moshaty et al. (1993). A peroxidacéo lipidica foi expressa como nmol MDA mg? de
proteina;
- Atividade das enzimas superdxido dismutase e guaiacol peroxidase: amostras de raizes e

folhas das plantas foram usadas para 0s ensaios enzimaticos. A atividade da enzima superdoxido
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dismutase foi analisada de acordo com o método de Misra; Fridovich (1972); a atividade das
peroxidases ndo especificas presentes no extrato foi determinada segundo Zeraik et al. (2008),
utilizando-se o guaiacol como substrato;

-Conteudo de peroxido de hidrogénio: Determinado de acordo com Loreto; Velikova (2001). A
concentragéo de H20> foi expressa como umol g peso fresco;

- Concentracdo de grupos tidis ndo-protéicos e acido ascorbico (AsA): A determinacdo de AsA
foi realizada conforme metodologia descrita por Jacques-Silva et al. (2001) e a concentracédo de
tiois ndo proteicos foi medida de acordo com Ellman (1959). A concentracdo de tidis nédo

protéicos foi expressa como pmol g™t peso fresco e o contetido de AsA como g g peso fresco.

Anélise estatistica dos dados

Foram verificadas a normalidade da distribuicdo dos erros atraves do teste de Shapiro-
Wilk e homogeneidade das variancias dos erros através do teste de Bartlett (STORCK et al.,
2011) para todas as variaveis do experimento. Quando atendidos estes pressupostos, procedeu-
se a analise de variancia e teste de Scott-Knott para os tratamentos em 5% de probabilidade de
erro, utilizando o aplicativo Sisvar (FERREIRA, 2008).

RESULTADOS

O Al ocasionou diminuicdo da biomassa total conforme o aumento da concentracao
(Figura 1). Na presenca de 1,85 mM de Al, o Si mitigou os danos de Al enquanto o Se ndo
mitigou os danos provocados por Al.

Para as variaveis fotossintéticas, a concentracdo de 3,71 mM de Al afetou negativamente
a taxa fotossintética, condutancia estomatica de vapores de agua, eficiéncia da carboxilacdo da
Rubisco e taxa transpiratdria (Figura 2) e o Si e 0 Se ndo mitigaram os danos ocasionados pelo
Al para as varidveis fotossintéticas. Ademais, Si de forma isolada reduziu as varidveis de
eficiéncia da carboxilacdo da Rubisco e taxa fotossintética.

Em relacdo aos pigmentos, o Al na concentragdo de 3,71 mM ocasionou diminuigdo da
concentracdo de clorofila a, clorofila b e clorofila total (Figura 3). J& os carotenoides foram
afetados negativamente com o aumento da concentracdo de Al.

O Si de forma isolada ocasionou maior producdo de clorofila a, clorofila b, clorofila
total e carotenoides (Figura 3), mitigou os danos causados pela adigéo de 3,71 mM de Al para

clorofila b e aumentou a relagéo carotenoides/clorofila total com 1,85 mM Al. Da mesma forma,
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0 Se mitigou os danos de Al para clorofila a na concentracdo de 3,71 mM de Al e aumentou a
relacdo carotenoides/clorofila total nas duas concentracdes de Al.

Na raiz e parte aérea, 0 Al promoveu um aumento significativo no contetdo de perdxido
de hidrogénio (H202) em ambas as concentrag¢fes, sendo mais evidente na concentragéo de 3,71
mM de Al (Figura 4A e 4B). Quando o Si estava presente no meio de crescimento juntamente
com o Al, o Si diminuiu a producédo de H202 na concentracédo de 1,85 mM Al nas raizes. Porém,
na parte aérea, o Si aumentou a produgédo de H202 em ambas as concentracdes de Al. Na raiz,
0 Se juntamente com 3,71 mM de Al ocasionou uma diminuicao significativa da producédo de
H>02 enquanto na parte aérea, a concentracdo de 3,71 mM de Al juntamente com Se ocasionou
aumento da producéo de H20,.

O Al promoveu um aumento significativo no contetdo de malondialdeido (MDA) tanto
em raizes quanto na parte aérea, em ambas as concentrac¢6es, quando comparado com o controle
(Figura 4C e 4D). A presenga de Si promoveu uma redugdo na producdo de MDA nas duas
concentracdes de Al, tanto na raiz como na parte aérea. Para o Se, quando adicionado de forma
isolada, 0 mesmo aumentou a producdo de MDA, mas diminuiu a producdo de MDA nas duas
concentragdes de Al, tanto na raiz como na parte aérea, mitigando os efeitos toxicos do Al sobre
os lipidios de membrana.

Na raiz, a atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi mais proeminente para
a concentracdo de 1,85 mM Al e o Si diminuiu a atividade da SOD na concentracdo de 1,85
mM de Al e aumentou em 3,71 mM de Al. Na parte aérea, a atividade da SOD em ambas as
concentracdes de Al foi abaixo do controle (Figura 4E e 4F), enquanto o Si aumentou a
atividade da SOD para ambas concentracdes de Al. A adicdo de Se juntamente com a
concentragdo de 1,85 mM de Al ocasionou aumento na atividade da SOD, enquanto na parte
aérea 0 Se ocasionou aumento na atividade da SOD para ambas as concentracdes de Al.

Em ambas as concentracfes de Al, houve uma diminui¢do na atividade da guaiacol
peroxidase (POD) nas raizes em comparagdo com o controle (Figura 4G). Quando adicionado
no meio de crescimento juntamente com o Al, o Si aumentou a atividade da POD em 1,85 mM
de Al (Figura 4G). Além disso, na concentracdo de 3,71 mM Al o Se promoveu um aumento
na atividade da POD.

Na raiz, a concentracdo de grupos tiois ndo protéicos (NPSH) aumentou conforme a
adicdo de Al. Para a parte aérea, a concentracdo de NPSH ndo sofreu interferéncias pelo Al
(Figura 5A e 5B). O Si diminuiu a concentragcdo de NPSH em ambas as concentracGes de Al
nas raizes. Na parte aérea, o Si ndo ocasionou diferengas em rela¢do aos tratamentos contendo

apenas Al. O Se de forma isolada aumentou os niveis de NPSH tanto na raiz como parte aérea.
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Com a concentracdo de 1,85 mM na raiz e 3,71 mM de Al na parte aérea, 0 Se aumentou a
concentracdo de NPSH.

Na raiz, o Al ocasionou aumento na concentracdo de acido ascérbico (AsA), enquanto
na parte aérea o Al ocasionou diminuicdo de AsA (Figura 5C e 5D). O Si na presenca de 1,85
mM de Al ocasionou aumento da concentragcdo de AsA na raiz, mas 0 mesmo ndo ocorreu na
parte aérea. Com 1,85 mM de Al na raiz o Se aumentou a concentragdo de AsA, enquanto na

parte aérea 0 Se ndo ocasionou diferencas entre os tratamentos contendo Al.

DISCUSSAO

O aluminio (Al) causou decréscimos na biomassa total das plantas de Schinus
terebinthifolius (Figura 1). Além disso, na concentracédo de 3,71 mM, o Al afetou negativamente
a taxa fotossintética, a condutancia estomatica de vapores de agua, a eficiéncia da carboxilagdo
da Rubisco e a taxa transpiratéria (Figura 2). Estas redugdes nas variaveis fotossintéticas
ocorreram provavelmente pela dificuldade que a planta apresentou em controlar o estresse
oxidativo na presenca de 3,71 mM Al. Acredita-se que estes danos nas variaveis fotossintéticas
foram ocasionados pelo Al transportado da raiz para a parte aérea. Como algumas pesquisas
apontam, o Al € prejudicial para os cloroplastos, causando diminuicdo do contetdo de
pigmentos e da taxa fotossintética, além de interferir nos centros reacdo dos fotossistemas | e
I1, que sdo locais de grande geracdo de EROs (CHEN et al., 2005; ASADA et al., 2006; REYES-
DIAZ et al., 2010).

As plantas de S. terebinthifolius conseguiram manter sua atividade fotossintética quando
expostas a menor concentracdo de Al (1,85 mM) (Figura 2). Esse resultado pode estar
relacionado com o sistema antioxidante, o qual pode ter atuado impedindo que os danos
atingissem o aparato fotossintético. De fato, a maior atividade da enzima superéxido dismutase
(SOD) na raiz foi com 1,85 mM, porém com 3,71 mM de Al ocorreu uma queda na atividade
desta enzima, o que demonstra uma maior atividade antioxidante na menor concentragéo de Al.
Isto também refletiu no conteldo de peroxido de hidrogénio (H202), que teve sua maior
producdo, tanto na raiz como na parte aérea, com a concentracdo de 1,85 mM de Al. Desse
modo, na presenca de 1,85 mM Al, S. terebinthifolius apresentou respostas antioxidantes
capazes de manter a atividade fotossintetica.

Assim como ocorreu para as varidveis fotossintéticas, na concentracdo de 3,71 mM de
Al ocorreu decréscimo na concentracdo de clorofila a, clorofila b e clorofila total, além de

diminuir a produgéo de carotenoides em ambas as concentragdes. Os resultados de contetdo de
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clorofila a e clorofila b estdo diretamente relacionados com as varidveis fotossintéticas das
plantas de S. terebinthifolius (Figura 2), uma vez que na maior concentracdo de Al houve
reducdo das variaveis fotossintéticas assim como ocorreu com clorofila a e clorofila b (Figura
3A e 3B).

E possivel observar que ambas concentracdes de Al ocasionaram uma reducdo da
concentragdo nos carotenoides. Sabe-se que 0s carotenoides participam da dissipagdo do
excesso de excitacdo das clorofilas (TAIZ; ZEIGER, 2004). Sabe-se que o Al provoca
desequilibrio da homeostase nutricional, bem como gera a formacdo de EROs, as quais
provocam destruicdo dos pigmentos ndo permitindo que os carotenoides atuem como protetores
das clorofilas e também como antioxidantes (BOSE et al., 2011).

A peroxidacdo lipidica, aumentou conforme o aumento da concentracdo de Al (Figura
4A e 4B). Outros trabalhos também obtiveram respostas semelhantes (GUO et al., 2004;
SHARMA; DUBEY, 2007; TABALDI et al., 2009). O aumento da peroxidacdo lipidica
promovida pelo Al indica danos na membrana plasméatica. Como o Al ndo é um metal redox,
ele pode provocar um rearranjo da estrutura dos lipidios de membrana, o que facilita a
peroxidacdo lipidica através do Fe(ll) (GUTTERIDGE et al., 1985; OTEIZA, 1994). Nguyen
et al. (2003) e Cai et al. (2011) verificaram respectivamente em Glycine max L. e Eucalyptus
camaldulensis resultados semelhantes ao deste trabalho, onde plantas cultivadas na presenca de
Al tiveram reducdo do contetdo de clorofilas e aumento do contetdo de MDA.

Na raiz, a atividade da SOD foi maior em 1,85mM de Al. O estresse oxidativo gerado
pelo Al esta relacionado com a inducdo de genes que codificam enzimas que dismutam EROs,
tais como a SOD e a POD. Além disso, o Al também foi relacionado com a modificacdo da
atividade destas enzimas (XU et al., 2012; CARTES et al., 2012). Em Arabidopsis thaliana
sabe-se que 0s genes de estresse oxidativo induzidos por Al sdo aqueles que também codificam
a enzima SOD (RICHARDS et al., 1998; QIN et al., 2010; BOSE et al., 2010). No entanto, a
atividade da guaiacol peroxidase (POD) reduziu na presenca de Al, 0 que demonstra que 0
elemento afetou a atividade desta enzima. Assim como neste trabalho, Tahara et al. (2008)
verificaram a reducdo da POD em plantas de Melaleuca cajuputi cultivada na presenca de Al,
e a hipotese dos autores é que este comportamento se deve a maior expressao de outros
mecanismos de eliminacao de EROs, tais como NPSH.

Em relacdo aos grupos tidis ndo proteicos (NPSH) e acido ascérbico (AsA), nas raizes
a concentracdo desses antioxidantes ndo enzimaticos aumentou conforme o aumento na
concentracdo de Al (Figura 5). Na parte aérea, o Al ndo interferiu na producédo de NPSH, mas

ocasionou reducdo para AsA. Nota-se que o tratamento contendo 3,71 mM de Al apresentou a
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maior producdo de NPSH na raiz, fato que demonstra a interligacdo deste antioxidante na
detoxificacdo de metais e eliminacdo de EROs (NOCTOR et al., 2012).

Os resultados de AsA indicam que a presenca de antioxidantes na raiz se fez mais
necessaria do que na parte aérea, o que pode estar relacionado com um maior estresse que estaria
sendo ocasionado pelo Al neste 6rgdo, visto que a raiz é o alvo inicial e que mais sofre com os
danos ocasionados pelo Al, sendo necessario uma resposta maior pelo sistema antioxidante.

Na menor concentracdo de Al, o Si promoveu aumento da biomassa total (Figura 1).
Porém, no presente trabalho, ndo foi benéfico para amenizar a toxidez de Al para as variaveis
fotossintéticas e de forma isolada reduziu a carboxila¢do da rubisco e a taxa fotossintética. O
Se também ndo mitigou os danos ocasionados pelo Al nas variéveis fotossintéticas e além disto
ndo promoveu aumento da biomassa. Possivelmente estes resultados se devem ao fato do Si e
do Se ndo terem interferido especificamente nas rotas relacionadas a fotossintese, e sim
influenciado mais especificamente em maiores expressdes do sistema antioxidante, néo
conseguindo agir no ponto inicial da geracdo de espécies reativas, o centro de reacdo dos
fotossistemas que estavam portanto mais suscetiveis aos danos.

De fato, tanto Si como Se aumentaram a atividade antioxidante. Como sera visto a
seguir, estes elementos aumentaram a atividade da SOD e POD e o conteido de antioxidantes
ndo enzimaticos, bem como diminuiram a peroxidag&o lipidica.

Em relacdo aos pigmentos fotossintéticos, na presenca de 3,71 mM Al, o Si aumentou
os niveis de clorofila b e 0 Se acresceu a concentracdo de clorofila a (Figura 3). No entanto, Si
e Se ndo promoveram reducdo dos danos provocados pelo Al nos carotenoides. Esta resposta
esta interligada com a estimulacdo que os metais exercem na degradacdo dos pigmentos e com
a estreita relacdo que o sistema antioxidante exerce na funcdo de inibir a oxidacdo
(MESCHEDE et al., 2011), o que demonstra que nesta variavel o sistema antioxidante nao foi
capaz de amenizar a degradacdo dos carotenoides.

O Si provocou menor produgdo de H202 na raiz quando adicionado junto a 1,85 mM Al
e 0 Se teve este efeito na concentracdo de 3,71 mM. Em experimentos realizados com soja, sob
condigbes de estresse de seca e com cevada, sob estresse salino, observou-se que a
suplementacéo de Si reduziu as concentragdes de H.O2 que haviam aumentado devido ao
estresse (GUNES et al., 2007; SHEN et al., 2010). Na parte aérea, Si promoveu aumento da
producdo de H20, em ambas as concentracdes de Al, enquanto o Se ocasionou aumento da
concentragdo de H202 na concentragédo de 3,71 mM de Al, o que se deve a uma maior atividade

da SOD que ocorreu na parte aérea (Figura 4).
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O sistema antioxidante respondeu de formas diferentes ao Si e ao Se. Na raiz, o Si
promoveu um aumento na atividade da SOD em 3,71 mM de Al e o Se fez isso na concentragéo
de 1,85 mM, enquanto na parte aérea 0 Si e Se aumentaram a atividade da SOD para ambas
concentracdes de Al. Em relacdo a atividade da POD na raiz, o Si acresceu a atividade
enzimatica na concentracéo de 1,85 mM de Al e o Se fez isto na concentragdo de 3,71 mM de
Al.

Em relacdo a peroxidacéo lipidica, o Si e 0 Se diminuiram a peroxidacéo lipidica nas
duas concentracdes de Al, tanto na raiz como parte aérea, ou seja, a degradacéo dos lipideos de
membrana promovida pelo Al em plantas de S. terebinthifolius € menor na presenca destes
elementos. Outros trabalhos também verificaram a reducdo da peroxidagdo lipidica ocasionada
por estes elementos. Estes resultados foram relacionados com a manutencéo da integridade da
membrana celular promovida pela reducdo dos processos que afetam sua integridade, atraves
do melhoramento de mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos (SHI et al., 2005; FENG et
al., 2013; JIANG et al., 2015, 2017).

O aumento da atividade da SOD na raiz provocada pelo Si ha maior concentracao de Al
e para ambas concentracfes de Al na parte aérea reforcam a hipotese de que Si desenvolve
respostas mais eficientes do sistema antioxidante para 0 combate de espécies reativas (SHI et
al., 2005; FENG et al., 2013). Isto demonstra a capacidade que este elemento tem de otimizar
as respostas das plantas visando diminuir para contornar o estresse. E reconhecido o potencial
do Si como um ativador indireto de enzimas relacionadas com a defesa da planta, dentre elas a
SOD e a POD (RODRIGUES et al., 2004). A atuacdo de Se no aumento das respostas do
sistema antioxidante vem sendo encontrada também em outras pesquisas, demonstrando que 0
Se atua reforgando o sistema antioxidante em diferentes situac6es de estresse (ANDRADE et
al., 2018).

Na raiz, o Si diminuiu a producdo de NPSH em ambas as concentracfes de Al. No
entanto, na presenca de 1,85 mM de Al, o Si ocasionou aumento da producdo de AsA na raiz.
O Si esté relacionado com a amenizacao do dano oxidativo através do aumento de produtos ndo
enzimaticos como acido ascorbico (KIM et al., 2017). Porém, o Se de forma isolada aumentou
0s niveis de NPSH tanto na raiz como parte aérea, em relacdo ao controle. Além disso, na raiz,
0 Se aumentou o conteudo de NPSH na presenca de 1,85 mM de Al e na parte aérea apenas na
presenca de 3,71 mM de Al. A mais importante atividade biologica do Se € como cofator da
enzima glutationa peroxidase, a qual encontra-se em organismos animais e também esta
presente nos vegetais (NOCTOR et al., 2012). Acredita-se que 0 Se aumentou o contetdo de

AsA e NPSH devido ao aumento da atividade da glutationa redutase, permitindo a GSH (um
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tiol ndo protéico) realizar a eliminagdo das EROs via glutationa peroxidase (HASSAN;
MOSTAFA, 2017). Ademais, varios trabalhos tém demonstrado que o fornecimento de Se pode
proporcionar aumento da atividade antioxidante como da GSH e do AsA (HASANUZZAMAN,;
FUJITA, 2011; KHALIQ et al., 2015; QING et al., 2015).

Os NPSH estdo envolvidos no processo de eliminacdo de EROs através de um
mecanismo ndo enzimatico, assim como prolina, flavonoides, carotendides e ascorbato
(GRATAO etal., 2015; NOGUEIROL et al., 2015). Estudos relacionam o aumento da producao
de NPSH com diferentes tipos de estresse como exposi¢do a metais, sal, seca e estresse térmico
(GILL etal., 2012; KUMAR et al., 2012; ZAGORCHEV et al., 2013). A explicacdo para maior
concentracdo deste antioxidante ndo enzimatico em situacGes de exposicdo a metais seria que
niveis mais altos de NPSH levariam a um sequestro de metal mais eficiente (ZAGORCHEV et
al., 2013).

Nota-se que o tratamento contendo 3,71 mM de Al apresentou a maior producgéo de
NPSH na raiz, fato que demonstra a interligacdo deste antioxidante na detoxificacdo de metais
e eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (NOCTOR et al., 2012). O tratamento contendo
1,85 mM AI+0,0025 mM Se também apresentou uma alta producao deste antioxidante, pois o
Se esta presente na rota de biossintese deste composto, a qual permite que GSH atue como um
antioxidante, relacionado com o sequestro de EROs.

Na menor concentracdo de Al na raiz o Se aumentou a producdo de AsA. Tal resultado
indica que a presenca de antioxidantes na raiz se fez mais necessaria do que na parte aérea, 0
gue pode estar relacionado com um maior estresse que estaria sendo ocasionado pelo Al neste
0rgdo, visto que a raiz é o alvo inicial e que mais sofre com os danos ocasionados pelo Al, sendo
necessario uma resposta maior pelo sistema antioxidante. Ademais, a presenca mais evidente
deste antioxidante no tratamento contendo somente Se pode estar relacionado com a
interferéncia que este elemento tenha provocado na rota de GSH, visto que a biossintese de

GSH e AsA estdo correlacionadas.

CONCLUSAO
Silicio e selénio apresentaram efeitos benéficos na amenizagdo do estresse oxidativo
causado pelo aluminio, principalmente através da ativacdo do sistema antioxidante que atua na

diminuigéo da peroxidacao lipidica.



Figura 1- Biomassa total (g) de plantas de Schinus terebinthifolius expostas ao aluminio,
silicio e selénio em sistema hidropénico.

Biom assa total (g/planta'l)

AU -

-—.'-h

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
SR SO
RONIPN SN PN NSRS
Q %\ Q N\ %\ 3 \ %\ Q
o =) v S v S
O K N A S
Q Q Q x Q
N} Q& Q° N o
Q& X
oS N
o (& v
> ?,\ AY \
N <'J 2o
® AN
2 05

*Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste Scott-Knott. Fonte: autor.
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Figura 2- Eficiéncia de carboxilagdo da Rubisco (A), taxa transpiratoria (B), taxa fotossintética
(C), condutancia estomatica de vapores de &gua (D), eficiéncia no uso da agua (E) e
concentragéo interna de CO> (F) de plantas de Schinus terebinthifolius expostas por 21 dias ao

aluminio, silicio e selénio em sistema hidropdnico.
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Figura 3- Conteudo de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofilas totais (C), relacdo clorofila
a/clorofila b (D), carotenoides (E) e relagéo carotenoides/clorofilas totais (F) de folhas de
plantas de Schinus terebinthifolius expostas por 21 dias ao aluminio, silicio e selénio em

sistema hidropdnico.
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Figura 4- Contetdo de H2O. em parte aérea (A) e raizes (B); Peroxidacdo de lipidios de
membrana na parte aérea (C) e raizes (D); Atividade da enzima SOD em parte aérea (E) e raizes
(F); e atividade da enzima POD em raizes (G) de plantas de Schinus terebinthifolius expostas

por 21 dias ao aluminio, silicio e selénio em sistema hidropdnico.
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Figura 5- Contetdo de tidis ndo protéicos (NPSH) em parte aérea (A) e nas raizes (B) e conteudo
de &cido ascorbico (AsA) em parte aérea (C) e nas raizes (D) de plantas de Schinus

terebinthifolius expostas por 21 dias ao aluminio, silicio e selénio em sistema hidropdnico.
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CONSIDERACOES FINAIS

Acerca dos dados relacionados a fisiologia das plantas de Schinus terebinthifolius foi
possivel observar que a presenca de aluminio (Al) no meio de crescimento promoveu uma
reducdo em todos os parametros avaliados, que se intensificaram com a aumento da
concentracao.

A adicdo de selénio (Se) ndo fez com gque houvesse amenizacao dos danos ocasionados
pelo Al em varidveis fisiologicas, possivelmente pelo fato de ndo terem atuado nos danos
iniciais ocasionados na raiz, ndo amenizando os danos de absorcao de agua e nutrientes que sdo
primordiais para o desenvolvimento da biomassa ou por ndo ter formado complexos que
conseguissem impedir a entrada do Al no sistema radicular. No entanto, o acréscimo de silicio
(Si) na solugdo permitiu uma amenizagdo dos danos ocasionados pelo Al na concentragdo de
1,85 mM de Al, e isso ocorreu para todos os parametros, demonstrando grande potencial do Si
para mitigar os efeitos toxicos do Al. Tal resposta pode estar relacionada a um reforgo que este
elemento pode ter ocasionado na parede celular fazendo com que o elemento fitotoxico nédo
entrasse no sistema radicular e/ou devido a formacdo de complexos hidroxialuminosilicatos nas
raizes.

A fotossintese de Schinus terebinthifolius apresentou dados que demonstraram que a
espécie conseguiu reverter a fitotoxicidade ocasionada pelo Al quando este estava em sua
menor concentracdo (1,85 mM). Esta resposta pode estar relacionada com a atuacdo do sistema
antioxidante, que fez com que os danos ndo atingissem o aparato fotossintético. No entanto,
esperava-se que o Si e 0 Se fossem atuar amenizando a fitotoxicidade que Al ocasionou, 0 que
ndo ocorreu. E interessante observar que 1,85mM de Al ndo afetou negativamente os
parametros fotossintéticos, mas promoveu uma reducao significativa em todos as variaveis de
crescimento (Manuscrito 1).

Para o conteido de pigmentos, Se e Si ndo mitigaram os danos quando o Al estava em
sua menor concentracao, no entanto estes elementos atuaram com diferentes respostas quando
aliados a maior concentracdo de Al, onde o Se foi eficiente em amenizar os danos na producéo
de clorofila a enquanto o Si promoveu esta reposta para clorofila b. Para carotenoides, Se e Si
ndo amenizaram os danos ocasionados pelo Al na produgéo destes pigmentos e os resultados
demonstram que estes foram afetados pelo Al, evidenciando que o sistema antioxidante nao foi
capaz de promover a amenizacdo da degradacdo dos carotenoides.

Acerca do sistema antioxidante na parte aerea, o Se e 0 Si apresentaram uma mitigacao

dos danos causados pelo Al quanto a atividade de enzimas antioxidantes como a superoxido
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dismutase, pois 0s mesmos atuaram promovendo a maior atividade desta enzima
principalmente nos tratamentos em que o Al esteve presente. Entretanto, na raiz o Si e 0 Se
atuam gerando diferentes respostas, que variaram conforme a concentracdo de Al, sendo o Se
mais eficiente para 1,85 mM de Al e o Si mais eficiente para 3,71 mM de Al. Tal fato pode estar
envolvido com algum processo de translocacdo destes elementos, em que, através dos diferentes
pontos de estresse sofrido poderia estar ocorrendo uma mobilizagéo de Si e Se.

Em relacdo a peroxidacdo lipidica, os tratamentos aliando Al, Si e Se apresentaram
menor conteddo de malondialdeido (MDA) o que demonstra que Si e Se ocasionam uma
reducdo dos processos que afetam a integridade da membrana, como a degradacéao dos lipideos
de membrana.

A producdo de NPSH variou suas respostas conforme o érgdo e concentracdo dos
elementos. Para parte aérea, a maior producdo ocorreu no tratamento contendo alta
concentracdo de Al e Se enquanto na raiz a maior produgdo ocorreu na menor concentracdo de
Al aliado com Se. Nota-se que as producgdes mais altas deste antioxidante ndo enzimatico foram
nos tratamentos em que havia presenca de Se. Em relacdo ao contetdo de &cido ascorbico
(AsA), o Si e o Se funcionam isoladamente na parte aérea, promovendo uma maior producédo
deste antioxidante ndo enzimatico. E para raiz, o Si e o0 Se fizeram com que a producao deste
antioxidante aumentasse, reforcando a relacéo que estes elementos apresentam na estimulagéo
da sintese deste composto.

O conteudo de peroxido de hidrogénio para a parte aérea foi maior no tratamento aliando
a menor concentracdo de Al e Si, enquanto na raiz isto ocorreu para a menor concentracao de
Al aliado com Se. Isso pode ser explicado pelo fato da planta ainda estar fisiologicamente capaz
de responder ao estresse, portanto a enzima superéxido dismutase gerou mais peroxido, o que
ndo ocorreu da mesma forma nos tratamentos contendo maior concentragédo de Al.

Portanto, o Si amenizou os efeitos toxicos ocasionados pelo Al em plantas de Schinus
terebinthifolius Raddi quanto as variaveis fisioldgicas, enquanto o selénio ndo apresentou esta
capacidade para nenhuma das variaveis analisadas. No que se refere as variaveis bioquimicas
Si e Se apresentaram efeitos benéficos na amenizacdo do estresse causado pelo Al,
principalmente através da ativacao do sistema antioxidante e na diminuigéo dos danos causados

pela peroxidacao lipidica.
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APENDICE A- Plantas de Schinus terebinthifolius no processo de aclimatacdo ap6s a

instalagdo do experimento.
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APENDICE B- Aspecto visual das raizes de Schinus terebinthifolius com 14 dias de exposi¢ao
ao tratamento controle (T1) (A), ao tratamento contendo 2,5 Si mM (T2) (B), ao tratamento
contendo 0,0025 Se mM (T3) (C), ao tratamento contendo 1,85 mM Al (T4) (D), ao tratamento
contendo 1,85 mM Al + 2,5 Si mM (T5) (E), ao tratamento contendo 1,85 mM Al + 0,0025 Se
mM (T6) (F), ao tratamento contendo 3,71 mM Al (T7) (G), ao tratamento contendo 3,71 mM
Al+ 2,5 Si mM (T8) (H) e ao tratamento contendo 3,71 mM Al + 0,0025 Se mM (T9) (1).

APENDICE C- Aspecto visual das plantas de Schinus terebinthifolius apds retirada da
exposicéo aos tratamentos por 21 dias. (Al, Si e Se em mM)Tratamento 1: 0 Al + 0 Se e Si;
Tratamento 2: 0 Al + 2,5 Si; Tratamento 3: 0 Al + 0,0025 Se; Tratamento 4: 1,85 Al+ 0 Se e
Si; Tratamento 5: 1,85 Al + 2,5 Si; Tratamento 6: 1,85 Al + 0,0025 Se; Tratamento 7: 3,71 Al
+ 0 Se e Si; Tratamento 8: 3,71 Al + 2,5 Si; Tratamento 9: 3,71 Al+ 0,0025 Se;



