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RESUMO

~ ELEMENTOS BENEFICOS SOBRE VARIAVEIS FISIOLOGICAS E
BIOQUIMICAS EM PLANTAS DE Pfaffia glomerata (Spreng.) EXPOSTAS AO
ALUMINIO

AUTORA: Ruziele de Quadros Sandri Strauss
ORIENTADORA: Luciane Almeri Tabaldi

A associagao entre solos acidos e metais € uma das principais restricdes quimicas
relacionadas ao crescimento das plantas. Entre esses metais esta o aluminio (Al), o
qual é limitante do crescimento e desenvolvimento das plantas. Nesse sentido, existem
elementos que quando utilizados em concentragcbes baixas podem amenizar os danos
causados pelo Al, como o selénio (Se) e o silicio (Si). Assim, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a interferéncia do Se ou do Si sobre os parametros fisioldgicos e bioquimicos
em plantas de Pfaffia glomerata cultivadas sob toxicidade do Al. As plantas de P.
glomerata foram propagadas in vitro e em seguida transferidas para o cultivo em vasos
com areia e solugdo nutritiva. Apds a aclimatagcdao foram adicionadas diferentes
concentracbes de Al (AICI3), Se (Na;SeO,) e Si (NaSiO3), formando os seguintes
tratamentos: T1: controle (solugdo nutritiva completa); T2: 1,85 mM Al; T3: 1,5 mM S;j;
T4: 1,85 mM Al + 1,5 mM Si; T5: 0,002 mM Se; T6: 1,85 mM Al + 0,002 mM Se. Depois
da exposicao das plantas aos diferentes tratamentos, foram realizadas coletas em dois
periodos, aos 30 e 60 dias, e posteriormente analise das variaveis de crescimento
(biomassa seca, altura de plantas, comprimento e densidade de raizes, area foliar,
numero de folhas) e bioquimicas (peroxidagcdo de lipidios, enzimas antioxidantes,
conteudo de perdxido de hidrogénio e fotossintese). A toxidez do Al reduziu o
comprimento e didmetro da raiz, porém dos elementos testados apenas o Si conseguiu
reverter a acao de toxicidade do Al. Os efeitos do Al foram amenizados pelo Si na parte
aérea, de forma significativa aos 30 dias. Da mesma forma, para as variaveis
bioquimicas o Si mostrou-se mais eficiente na mitigacdo do efeito do metal, sendo
capaz de estimular a atividade das enzimas antioxidantes e diminuindo a producao de
perdxido de hidrogénio. Por outro lado, o Se apresentou efeito de mitigacao da agao do
Al principalmente nas raizes da P. glomerata que € a parte utilizada para a extragao de
fitomedicamentos. Assim, observou-se que o Si possui efeito benéfico para as plantas,
minimizando a toxicidade do Al de forma mais eficaz, podendo ser utilizado para
aumentar a qualidade do cultivo desta planta medicinal.

Palavras-chave: Ginseng Brasileiro. Toxicidade. Elementos Benéficos. Crescimento.



ABSTRACT

BENEFICIAL ELEMENTS ON PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL
VARIABLES IN Pfaffia glomerata (Spreng.) PLANTS EXPOSED TO ALUMINUM

AUTHOR: Ruziele de Quadros Sandri Strauss
ADVISER: Luciane Almeri Tabaldi

The association between acid soils and metal is one of the main chemical
constraints related to plant growth. Among these metals is aluminum (Al), which is
limiting the growth and development of plants. In this sense, there are elements that
when used in low concentrations can alleviate the damages caused by Al, such as
selenium (Si) and silicon (Si). This work aimed to evaluate interference of Se or Si on the
physiological and biochemical variables in plants of Pfaffia glomerata grown under Al
toxicity. The plants of P. glomerata were propagated in vitro and then moved to culture in
pots with sand and nutrient solution. After acclimation, different concentrations of Al
(AICI3), Se (Na,SeO,4) and Si (NaSiO3) were added, forming the following treatments:
T1: control (complete nutritional solution): T2: 1.85 mM Al, T3: 1.5 mM Si: T4: 1.85 mM
Al + 1.5 mM Si; T5: 0.002 mM Se; T6: 1.85 mM Al + 0.002 mM Se. Afterwards plants to
different treatments, samples were collected in two periods at 30 and 60 days, after
which the growth variables (dry biomass, plant height, root length and density, leaf area,
number of leaves) and biochemical variables (lipid peroxidation, antioxidant enzymes,
hydrogen peroxide content and photosynthesis) were analyzed. The toxicity of Al
reduced root length and diameter, but of the elements tested only Si was able to revert
to the action of Al toxicity. Al effects were alleviated by Si in the shoot, significantly at 30
days. As for the biochemical variables, Si was more efficient in the mitigation of the
metal effect, being able to stimulate the activity of the antioxidant enzymes and reducing
the production of hydrogen peroxide. Already the Se presented mitigation effect of Al
mainly in the roots of P. glomerata that is the part used for the extraction of
phytomedicines. Thus, it has been observed that Si has a beneficial effect on plants,
minimizing Al toxicity more effectively, and can be used to increase the quality of
cultivation of this medicinal plant.

Keywords: Brazilian Ginseng. Toxicity. Beneficent Elements. Growth.
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Figura 2 — Efeito dos diferentes tratamentos sobre a altura (cm) (A), area foliar (cm?)
(B), numero de folhas (unidade) (C) e massa seca foliar (gramas) (D) em plantas de
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas pelo homem € uma atividade tdo antiga quanto sua propria
existéncia. Porém, o uso indiscriminado de plantas medicinais pela populagcédo é um
fator que deve se ter atencéo, devido a falta de conhecimento sobre o principio ativo do
vegetal, o uso excessivo e ainda o0 meio onde estdo inseridas, o qual pode ser uma
area contaminada por metais.

Os vegetais sofrem influéncia do ambiente onde estdo inseridos, sendo que os
mesmos podem ser afetados de diferentes maneiras. O solo € um agente direto, pois
fornece para as plantas agua e nutrientes, podendo também fornecer elementos nao
essenciais para o desenvolvimento do vegetal. Mesmo sendo afirmada que a toxidez
por metais em plantas medicinas € uma realidade, esse problema nao é levado em
consideracgao, ja que os niveis e a fonte de contaminacao variam conforme o vegetal e
a disponibilidade do contaminante.

O solo é considerado contaminado quando apresenta concentracbes de
determinado elemento quimico acima das consideradas permitidas. A concentragao dos
elementos esta sendo alterada pela atividade antropica e esta poluicdo do ambiente por
metais tem se tornado um problema ambiental em escala global (ALI et al., 2013),
sendo as principais fontes de contaminantes ao solo a deposi¢cdao de residuos
industriais e urbanos, fertilizantes e pesticidas (KAVAMURA; ESPOSITO, 2010). Estes
descartes no solo sofrem transformacées quimicas podendo liberar metais téxicos para
a solugao do solo causando assim, toxidez as plantas.

Entre estes elementos toxicos, se encontra o aluminio (Al), que é considerado
um dos principais fatores abidticos limitantes na agricultura, pois afeta o crescimento e
desenvolvimento das plantas, estando disponivel para as plantas na forma toxica Al*?
em solos acidos. Na parte aérea das plantas, o sintoma da toxidez deste elemento n&o
é facilmente identificavel, por assemelha-se a deficiéncia de outros nutrientes, e
também por haver variagdes de sintomas entre espécies. Porém, o sintoma de toxidade
visivel mais rapidamente identificavel é a inibicdo do crescimento da raiz (DELHAIZE;
RYAN, 1995), tornando-a mais curta e engrossada, resultando desta forma na redugéo
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na absorgao de agua e de nutrientes.

Entre as alternativas para solucionar os problemas com este metal toxico no
crescimento de plantas esta o uso de elementos tidos até entdo como benéficos. Sao
definidos desta maneira por ndo serem essenciais para que as plantas completem seu
ciclo de vida. Entre esses elementos estdo o selénio (Se) e o silicio (Si), que podem
atuar na reducéo de estresses bidticos e abidticos do vegetal.

Tanto o Se quanto o Si possuem um papel importante nas relagdes planta-
ambiente, pois podem dar as culturas condi¢gdes para suportar diferentes situagdes,
podendo ter os efeitos de estresse mitigados com o uso destes elementos. Em
trabalhos descritos na literatura foram demonstrados os efeitos benéficos de tais
elementos sobre o crescimento das plantas sob condigbes de estresse (EPSTEIN,
2001).

Deste modo, € de grande importancia o desenvolvimento de estratégias que
resultem em menor absor¢cdo e acumulo pelas plantas de elementos toxicos presentes
no solo, principalmente quando se trata de plantas medicinais como a Pfaffia glomerata,
a qual é uma planta de interesse comercial na forma de fitomedicamentos e
suplementos alimentares, em razao de suas propriedades (MENDES; CARLINI, 2007).

Desta maneira, o objetivo deste estudo foi avaliar se o Si ou 0 Se amenizam a
toxicidade do Al em plantas de P. glomerata, através da menor absorcdo deste
elemento toxico pelas raizes e redugdo do estresse oxidativos e atividade enzimatica,
para desta maneira evitar a ingestdo de alimentos contaminados. Assim, o presente
trabalho esta dividido em dois capitulos: Capitulo | - Efeitos dos elementos benéficos
silicio e selénio no crescimento de plantas de Pffafia glomerata submetidas ao estresse
causado por aluminio, e Capitulo Il- Influéncia de elementos benéficos no estresse

oxidativo causado por aluminio em plantas de Pffafia glomerata.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
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Avaliar o efeito do uso do selénio e do silicio sobre parametros morfofisioldgicos
e bioquimicos em plantas de Pfaffia glomerada (Spreng.) Pedersen cultivados sob

toxicidade do aluminio.

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar as respostas morfolégicas e bioquimicas em plantas de P
glomerata expostas a concentragdes de Al, Se e Si;
e \erificar a possibilidade de utilizacdo do Se e do Si como amenizantes dos

efeitos téxicos do Al em plantas de P. glomerata.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Pfaffia glomerata (Spreng.)

A Pfaffia glomerata € uma planta medicinal pertencente a familia Amaranthaceae,
que possui 169 géneros e cerca de 2.360 espécies (JUDD et al., 2002; IPNI, 2009). A P.

glomerata é também conhecida como ginseng brasileiro, “batata-do-mato”, “corando”,
“corrente”, “sempre-viva” e “paratudo” (SOUZA et al., 1997), sendo uma planta bastante
conhecida pelos seus efeitos medicinais e uso como fitoterapico (NASCIMENTO et al.,
2007). Além de ter propriedades medicinais contra estresses fisico e mental e ao uso
afrodisiaco atribuido a planta (LORENZI; MATOS, 2002), a fafia é utilizada para
melhorar o processo de cicatrizagdo e contra disturbios gastricos e reumatismo
(OLIVEIRA, 1986; VIGO et al., 2003; MENDES; CARLINI, 2007).

A fafia € uma espécie nativa, ocorrendo principalmente no estado do Parana e
Mato Grosso do Sul, mas é amplamente difundida no territério brasileiro, e apresenta
grande variabilidade genética, podendo ser encontrada naturalmente em ambientes de
mata ciliar, campos inundaveis a beira de rios e em orlas de matas de galeria

(PACHECO et al., 2012).



15

As plantas do género Pfaffia apresentam grande capacidade de acumulo de
metais (CARNEIRO et al., 2002). Maldaner et al. (2015) verificaram que dois acessos
de P. glomerata (BRA e JB) acumularam quantidades de Al em suas raizes, quando
cultivados em solugao nutritiva contendo este metal. Além disso, Skrebsky et al. (2008)
verificaram que plantulas de P. glomerata cultivadas em sistema hidropdnico parecem
ter grau razoavel de tolerancia ao cadmio. Por outro lado, Calgaroto et al. (2010; 2016)
observaram que o crescimento e mecanismos antioxidantes de plantas de P. glomerata
foram significantemente afetados por altos niveis de mercurio (Hg) (25 e 50 uM) no

substrato.

3.2 Aluminio

As intervengdes humanas, as quais resultam na acidificagdo do solo, como 0 uso
de aditivos alimentares e farmacéuticos, cosméticos, produtos industriais, entre outras,
tém aumentado a disponibilidade de aluminio (Al) reativo biologicamente e sua
presenca tem sido associada a varias doencas humanas, como Alzheimer e outras
doencas neuroldgicas (YU et al., 2011; TOMLJENOVIC, 2011).

O aluminio é um dos elementos mais abundantes da superficie terrestre devido
a0s processos haturais, e sua abundancia s6 € menor do que a de oxigénio e de silicio,
que é geralmente combinado em argila e outros minerais comuns (COLEMAN et al.,
2018). Os metais, entre eles o Al, sdo ambientalmente estaveis, ndo sé&o
biodegradaveis e tém a capacidade de se acumular nos tecidos de organismos vivos,
provocando toxicidade (FARAHMAND et al., 2011). A disponibilidade de tal metal
depende de sua forma quimica, do pH e da formagao de complexos, os quais sdo de
limitada solubilidade e, portanto, indisponiveis (PRABAGAR et al., 2011).

Em solos brasileiros, caracteristicamente acidos, o elemento é considerado
prejudicial as plantas (MALAVOLTA, 1980). Mesmo em baixas concentragdes, o Al pode
inibir o crescimento da raiz (FORTUNATO; NICOLOSO, 2004; TABALDI et al., 2007),
interferindo na divisdo celular que ocorre nos pontos de crescimento das raizes,
tornando a parede celular rigida pela deposicdo de pectina. Alguns trabalhos na

literatura tém também demonstrado que a exposicdo da planta ao Al aumenta a
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peroxidagao lipidica (RIBEIRO et al., 2012; SILVA, 2012) e altera a atividade de
enzimas antioxidantes (GUO et al., 2007; GIANNAKOULA et al., 2010).

De acordo com o pH da solug¢ao do solo, ha uma forma predominante de espécie
quimica de Al (CARVALHO, 2003), podendo apresentar-se na forma trivalente em pH
acido (AI**), com ligantes organicos (Al-organico), na forma de polimeros (polinticleos
de Al) (BLOOM; ERICH, 1996) e complexado com hidréxidos (AIOH?*, AI(OH),",
AI(OH):° e AI(OH)*). A forma trivalente é considerada a mais téxica, enquanto que
complexos Al-hidroxidos sao relativamente insoluveis e ndo sao absorvidos pelas
plantas (DELHAIZE; RYAN, 1995). A acidificagao do solo tem, como consequéncia, o
aumento da solubilidade dos compostos de Al, o que ocasiona o0 aumento da
concentracado de Al livre na solugédo do solo, provocando toxidez as plantas, causando
efeitos deletérios nos tecidos das plantas ndo adaptadas, como € o caso da maioria das
especies cultivadas.

Segundo Schlindwein et al. (2003), com o aumento do pH, o Al passa a néo
prejudicar tanto o crescimento vegetal, uma vez que se complexa com outros
elementos. A inibigdo do crescimento ocorre pois as raizes tornam-se atrofiadas em
funcdo da morte ou injuria do meristema radicular e aumento da rigidez da parede
celular (SCHLINDWEIN et al., 2003; GUIMARAES et al., 2006). Os efeitos causados
nas raizes sao visiveis com pouco tempo de indugéo do estresse, que séo seguidos por
efeitos secundarios em longo prazo, ndo causados diretamente pelo Al, mas como
consequéncia a esse estresse.

Tal elemento ainda pode ocasionar um incremento na producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), aumentando a oxidagdo dos componentes celulares,
podendo causar danos ao organismo (SCANDALIOS, 2002). O Al € um metal ndo
redox-ativo, mas que possui uma significativa atividade pré-oxidante (MUJIKA et al.,
2011), resultando em oxidag¢des bioldgicas tanto in vivo quanto in vitro (KHAN et al.,
2006), podendo catalisar a formagao de H»O, e reduzir Fe(lll) a Fe(ll). Estes eventos
combinados podem levar ao estresse oxidativo (EXLEY, 2012). Varios trabalhos tém
mostrado que ions de Al aumentam a produg¢ao de EROs e a peroxidagao de lipidios de
membrana (DIPIERRO et al., 2005; HOSSAIN et al., 2005; JONES et al., 2006).

Para controlar tal produgao, as células vegetais possuem agentes antioxidantes
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enzimaticos e ndo enzimaticos (MA et al., 2012). O sistema de defesa antioxidante
enzimatico nas células vegetais inclui a superéxido dismutase (SOD; EC 1.156.1.1), a
catalase (CAT; EC 1.11.1.6), e a ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) entre outras,
e os antioxidantes ndo enzimaticos ascorbato (AsA), glutationa (GSH), carotendides e
compostos fendlicos (GUNES et al., 2007).

3.3 Silicio

O silicio (Si) € o segundo elemento quimico mais abundante da crosta terrestre e
no solo (EPSTEIN; BLOOM, 2005), atuando na redugcdo de estresses bidticos e
abioticos em plantas (WANG et al., 2017). Desta forma, é considerado um elemento
benéfico (KORNDORFER, 2006), variando entre 28 e 32% em massa de todo material
do solo (MALAVOLTA, 2006).

Quando absorvido pelas plantas, o Si é facilmente translocado no xilema, e tem
tendéncia natural a se polimerizar, associando-se a compostos organicos como
proteinas, polissacarideos e lignina (EPSTEIN, 1994; KOLESNIKOV; GINS, 2001). De
acordo com Wallace (1992), quando a absorgédo de cations pelas raizes das plantas
excede a absorcdo de anions, a solubilidade de Si é reduzida pelo aumento de
acidificagéo do solo. Quando a absorgéo de anions excede a absorgdo de cations, a
solubilidade de Si aumenta devido a elevagao do pH do solo.

Em plantas superiores, o Si pode diminuir o efeito deletério de estresses
abidticos causados por metais pesados ou téxicos (LIANG et al.,, 2007). Os efeitos
benéficos do Si tém sido demonstrados em varias espécies vegetais, especialmente
quando estas plantas sdo submetidas a algum tipo de estresse, seja ele de carater
bidtico ou abidtico (PULZ et al., 2008; CRUSCIOL et al., 2009).

A maior disponibilidade de Si tem resultado em incrementos no crescimento e na
produtividade, ja que o elemento pode atuar de forma indireta sobre alguns aspectos
fotossintéticos e bioquimicos, e especialmente quando estas plantas estdo submetidas
a algum tipo de estresse, seja de natureza bidtica ou abidtica (MA; YAMAJI, 2006;
ABDALLA, 2011).

A aplicacéo de silicatos, por exemplo, pode aumentar a resisténcia das plantas
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ao excesso de Al (WIESE et al., 2007). Em algumas espécies estudadas, o Si
apresentou significante efeito de amenizar a toxicidade do Al, no entanto, em outras, o
Si apresentou pouco ou nenhum efeito (HODSON; EVANS, 1995). Foi estabelecido que
a interacao entre Si e Al, reduzindo a atividade de metais toxicos no meio, € um
possivel mecanismo externo para a detoxificacdo de Al por Si (HIRADATE et al., 1998).
O papel do Si e do Ca na formagao de ligagcdes entre carboidratos e lignina, a
partir da sua associacdo com acidos fendlicos e anéis aromaticos, nas paredes
celulares de plantas de arroz, confere maior resisténcia aos tecidos vegetais
(INANAGA; OKASAKA, 1995; INANAGA et al., 1995). Ainda, pode-se citar o papel do Si
na substituicdo de fendlicos em fungdes como protecao contra raios UV e defesa contra
herbivoria, a partir de depdsitos na parede celular formados a um menor custo

energético para a planta (GOTO et al., 2003).

3.4 Selénio

O selénio (Se) também esta entre os elementos mais abundantes na terra
(EMSLEY, 2011). E considerado um elemento essencial para animais e humanos
(MARSCHNER, 2012). Suas fontes sado naturais e vem de fontes de carvao, sendo
classificado como um metaldide (MANAHAN, 2006).

Para as plantas, a essencialidade desse elemento ainda € motivo de controvérsia
(ZHU et al., 2009; PILON-SMITS; QUINN, 2010), sendo para a maioria ndo essencial.
No entanto, para um pequeno grupo de plantas consideradas acumuladores do
elemento, o Se esta envolvido em atividades de protecéo de plantas contra o estresse
oxidativo (PILON-SMITS, 2015).

Nos solos, o Se é encontrado sobre duas formas, sendo que em solos acidos
com alto contetido de matéria organica dominam os selenetos (Se?) de boa mobilidade,
e em solos minerais e bem drenados com pH neutro ha ocorréncia de selenitos (Se03?)
que podem ser tanto solUveis como insoluveis e que sdo amplamente fixados por
oxidos e hidroxidos de ferro tornando-se indisponiveis as plantas. Ja em solos alcalinos
e bem oxidados, ocorrem os selenatos (SeO4?), caracteristicos por sua alta

solubilidade, podendo ser muito moveis e facilmente absorvidos pelas plantas
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(MACEDO; MORRIL, 2008)

Sendo assim, o Se é considerado um elemento benéfico (EPSTEIN, 2003;
MARSCHNER, 2012), aumentando a tolerancia das plantas a estresses ambientais
(YAO et al.,, 2013). Assim como com o Si, ha estudos mostrando que o Se em
concentragcbes baixas pode proteger as plantas de varios tipos de estresses abiodticos
(NEUHIERL; BOCK, 1996; ZHANG et al., 2006). Ha também evidéncia de que o Se
reduz o estresse oxidativo causado por cadmio (Cd) em plantas de brécolis (PEDRERO
et al., 2008), e tem sido sugerido que o papel protetor do Se no estresse por Cd pode
estar relacionado principalmente a uma redugcdo de EROs (FILEK et al., 2008;
PEREIRA, 2016).

A capacidade das plantas para tolerar o estresse causado por metais toxicos,
como o Al é bastante diversificada. Desta maneira podemos citar os efeitos benéficos
do Se no crescimento das plantas, que é frequentemente relacionada com a melhoria
da capacidade antioxidante do vegetal (HARTIKAINEN, 2005; MORA et al., 2008).

Em trabalhos realizados por Cartes et al. (2010), foi concluido que ocorre maior
absor¢cdo de Se pelas plantas quando aplicado o tratamento de Al e Se juntos,
comparando com a absor¢cdo em plantas cultivadas apenas com tratamento de Se,
sendo assim sugerido que houve uma maior demanda de Se para neutralizar os efeitos

téxicos induzidos pelo Al.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao deste trabalho serdo apresentados em dois

manuscritos, como segue:

MANUSCRITO I: EFEITOS DOS ELEMENTOS BENEFICOS SILiCIO E SELENIO NO
CRESCIMENTO DE PLANTAS DE Pffafia glomerata SUBMETIDAS AO ESTRESSE
CAUSADO POR ALUMINIO

MANUSCRITO II: INFLUENCIA DE ELEMENTOS BENEFICOS NO ESTRESSE
OXIDATIVO CAUSADO POR ALUMINIO EM PLANTAS DE Pffafia glomerata
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MANUSCRITO |

EFEITOS DOS ELEMENTOS BENEFICOS SILICIO E SELENIO NO CRESCIMENTO
DE PLANTAS DE Pffafia glomerata SUBMETIDAS AO ESTRESSE CAUSADO POR
ALUMINIO
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EFEITOS DOS ELEMENTOS BENEFICOS SILICIO E SELENIO NO
CRESCIMENTO DE PLANTAS DE Pffafia glomerata SUBMETIDAS AO ESTRESSE
CAUSADO POR ALUMINIO

RESUMO

O cultivo de vegetais para consumo € uma alternativa milenar, porém a maneira de
como o solo é manejado pode afetar na qualidade da planta. Entre as plantas
comumente utilizadas na medicina popular esta o gingeng brasileiro (Pfaffia glomerata),
cujas plantas podem absorver elementos contaminantes do solo, como é o caso do
aluminio (Al), resultando na contaminacéo do cha, podendo causar efeitos secundarios
nas pessoas que o consomem. Para inibir a absorcdo e efeitos téxicos do Al ha
elementos que podem ser utilizados, como o selénio (Se) e o silicio (Si). Assim, o
objetivo deste trabalho foi verificar o efeito amenizador do Se e do Si sobre as variaveis
fisiolégicas em plantas de P. glomerada cultivadas sob toxicidade do Al. As plantas de P,
glomerata foram propagadas in vitro e apos transferidas para o cultivo em vasos com
areia. Apos a aclimatagéo foram adicionadas diferentes concentra¢des de Al (AICIs), Se
(Na,Se0,) e Si (NaSiO3), formando os seguintes tratamentos com solugao nutritiva
diaria: T1: Controle (solugéo nutritiva completa); T2: 1,85 mM Al; Si; T3: 1,5 mM Si; T4:
1,85 mM Al +1,5 mM Si; T5: 0,002 mM Se; T6: 1,85 mM Al + 0,002 mM Se. Depois da
exposicao aos diferentes tratamentos por 30 e 60 dias, foi feita a coleta e analise das
variaveis de crescimento biomassa seca, altura de plantas, comprimento e densidade
de raizes, area foliar e numero de folhas. A toxidez do Al se mostrou significativa em
relagdo ao comprimento e ao diametro da raiz, porém dos elementos testados apenas o
Si conseguiu reverter a agao de toxicidade do Al. Em relagédo a parte aérea, os efeitos
do Al se mostraram reduzidos pelo Si, de forma mais significativa aos 30 dias. Assim,
podemos afirmar que o Si é capaz de amenizar os danos causados pelo Al em plantas
de P. glomerata.

Palavras-chave: Ginseng Brasileiro. Contaminacdo. Elementos Benéficos.
Crescimento.
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EFFECTS OF SILICON AND SELENIUM BENEFICIAL ELEMENTS ON GROWTH
OF Pfaffia glomerata PLANTS SUBMITTED TO ALUMINUM STRESS

ABSTRACT

The cultivation of vegetables for consumption is a millenary alternative, but the way of
soil management can affect the plant quality. Among the plants commonly used in folk
medicine, there are Brazilian gingeng (Pfaffia glomerata), whose plants can absorb soil
contaminants, such as aluminum (Al), resulting in contamination of tea and may cause
side effects in people who consume it. To inhibit absorption and toxic effects of Al there
are elements that can be used, such as selenium (Si) and silicon (Si). Thus, the
objective of this work was to verify the softening effect of Se and Si on physiological
variables of P. glomerata plants cultivated under Al toxicity. The plants of P. glomerata
were propagated in vitro and then transferred to culture in pots with sand. After
acclimation, different concentrations of Al (AICl;), Se (Na,SeO.) and Si (NaSiO3) were
added, forming the following treatments: T1: Control (complete nutritional solution); T2:
1.85mM AI; T3: 1.5 mM Si; T4: 1.85 mM Al + 1.5 mM Si; T5: 0.002 mM Se; T6: 1.85 mM
+ 0.002 mM Se. After the exposure to the different treatments for 30 and 60 days the
samples were collected, and the variables of dry biomass, growth, plant height, root
length and density, leaf area and number of leaves were analyzed. The toxicity of Al was
significant in relation to root length and root diameter, but of the elements tested only Si
was able to revert to the toxicity of Al. In relation to the shoot, the effects of Al were
reduced by the Si, more significantly at 30 days. Thus, we can affirm that Si is capable
of alleviating damage caused by Al in plants of P. glomerata.

Keywords: Brazilian Ginseng. Contamination. Beneficent Elements. Growth.
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INTRODUGAO

Historicamente, os vegetais sao utilizados como uma alternativa para a cura de
doencgas, sendo o uso de plantas medicinais uma alternativa bastante utilizada. Entre
esses recursos esta a Pfaffia glomerata, conhecida popularmente como gingeng
brasileiro. As plantas de P. glomerata ocorrem em varios estados do Brasil e paises
limitrofes da regido Sul (SMITH; DOWNS, 1972).

No entanto, nos ultimos anos, devido as atividades antropicas, tem ocorrido
contaminagdes em solos onde essas plantas medicinais podem ser cultivadas. Entre
estes agentes contaminantes esta o aluminio (Al), que mesmo sendo um dos elementos
existentes mais abundante, nao possui papel essencial no crescimento e
desenvolvimento das plantas (BEARDMORE; EXLEY, 2009).

A toxicidade do Al pode limitar o crescimento e a produtividade de culturas em
solos acidos (MA et al., 2012), e ainda pode ter um impacto potencial sobre a saude
humana (CRISPONI et al., 2012). Segundo Raposeiras et al. (2005), a inibicdo do
crescimento das plantas causado pelo Al esta localizada no apice radicular, pois as
altas concentracdes de Al na solugcdo do solo afetam o desenvolvimento normal das
raizes, bloqueando os mecanismos de absorgdo e transporte de agua e nutrientes
essenciais.

Uma solugdo para tal efeito residual do Al pode ser o uso de
inibidores/amenizadores que nao permitam sua agdo ou sua absorgcdo. Entre esses
estdo o selénio (Se) e o silicio (Si), ambos considerados elementos benéficos para as
plantas.

O Si tem sido utilizado para promover o crescimento e a producdo de biomassa
(EPSTEIN, 1994), e ainda considerado por ter um papel importante na atividade
metabdlica e fisioldgica, melhorando a sobrevivéncia de plantas expostas a diferentes
estresses bidticos e abidticos (LIANG et al., 2015). Além de reduzir a absor¢ao de Al
pelo sistema radicular, o Si se complexa com o Al, contribuindo para a desintoxicagao
(HODSON; SANGSTER, 1993).

Ja quanto aos beneficios do Se, estudos demonstram aumento da biomassa

(JIANG et al., 2015; FENG et al., 2016), e este aumento no crescimento das plantas
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tém sido frequentemente relacionado com uma melhoria da capacidade antioxidante da
planta (DJANAGUIRAMAN et al., 2005; HARTIKAINEN, 2005; MORA et al., 2008).
Hartikainen et al. (2000) mostraram que em baixas concentragbes, o Se pode
neutralizar o estresse oxidativo em plantas. O efeito benéfico do Se sobre a toxicidade
de cadmio, o qual é definido como metal pesado, foi verificado por Pedrero et al. (2008).

Portanto, assim como o Si, o Se pode ajudar as plantas a se manterem por mais
tempo fisiologicamente ativas na presenca de metais tdéxicos, aumentando a produgao
vegetal (LYONS et al., 2009; RAMOS et al., 2011). Assim, o objetivo deste trabalho foi
analisar o efeito do Si e do Se como atenuadores dos efeitos toxicos ocasionados pelo

Al em plantas de P. glomerata.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram desenvolvidos no Laboratério de Biotecnologia Vegetal e nas
casas de vegetacdo pertencentes ao Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Santa Maria. Foram utilizadas plantas de Pfaffia glomerata (Spreng.)

Pedersen, acesso GD.

Material vegetal e condi¢oes de crescimento

As plantas de P. glomerata foram cultivadas in vitro durante 21 dias e apds um
periodo de aclimatacdo de 7 dias, as mesmas foram transferidas para vasos plasticos
(6 L) contendo 5 kg de areia grossa como substrato. O experimento foi conduzido em
casa de vegetagcdo, e cada unidade experimental consistiu de cinco plantas, sendo
quatro repeticdes por tratamento, totalizando 120 vasos.

Durante o cultivo, a areia foi mantida em 70% da capacidade de retencao,
determinada com a amostra alterada em uma tabela de tensdo. A irrigagao foi realizada
diariamente substituindo a agua transpirada e a evaporada, calculada pela pesagem
dos vasos. A agua evaporada e transpirada foi substituida diariamente com solugao
nutritiva, a qual teve a seguinte composigdo (mg L™): (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, sendo que os tratamentos de
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Al, Si e Se foram adicionados a esta solugao nutritiva. O pH da solugao foi ajustado
para 4,5 £ 0,1 com uma solugédo de HCI ou NaOH (1 M).

Apos sete dias de aclimatagdo das plantas nos vasos, os tratamentos foram
aplicados, os quais consistiram das seguintes combinacdes: 1) Controle (solugao
nutritiva completa); 2) 1,85 mM de Al; 3) 1,5 mM de Si; 4) 1,85 mM de Al + 1,5 mM de
Si; 5) 0,002 mM de Se; 6) 1,85 mM de Al + 0,002 mM de Se. O Si foi aplicado na forma
de silicato de sodio (NaSiO3), o Se na forma de selenato de sédio (Na,SeO,) e 0 Al na
forma de AICI;. Os tratamentos foram aplicados diariamente por 60 dias, sendo o pH
regulado diariamente. Durante o experimento, foram determinadas as variaveis de
crescimento e fisiolégicas sendo a primeira analise aos 30 dias e a segunda no término

do experimento (60 dias).

Determinacgao das variaveis de crescimento

Aos 30 e aos 60 dias ap0ds o transplante, seis plantas foram analisadas em cada
coleta, para determinar as varidveis de crescimento. As plantas foram coletadas e
divididas em folhas, caule e raizes, para determinagdo das seguintes variaveis:

- Numero de folhas;

- Altura da planta;

- Area foliar, onde as plantas foram escaneadas em um scanner EPSON
Expression 11000 equipado com luz adicional, com definicdo de 200 dpi para a
determinacao da area foliar e analisadas com o software WinRHIZO© Pro 2007
(Regent Instruments, Quebec, Canada);

- Comprimento total, volume total e didmetro médio das raizes: as raizes foram
suspensas em 0,5 cm de agua cuidando-se para nao sobrepor raizes, em uma bandeja
acrilica transparente de 30 x 40 cm? e depois escaneadas a 600 dpi em um scanner
(EPSON Expression 11000 equipado com luz adicional TPU). Em seguida as raizes
foram analisadas com o software WinRHIZO® Pro 2007 (Regent Instruments, Quebec,
Canada).

- Biomassa seca das raizes e folhas: para obtencdo da biomassa seca, as
plantas foram acondicionadas em embalagens de papel e levadas para estufa a 65°C

até peso constante.
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Analise estatistica
Os dados foram analisados por meio do programa estatistico ASSISTAT versao
7.7, 2014 (SILVA; AZEVEDO, 2016) e do SigmaPlot, submetidos a comparagao entre as

médias pelo teste de Tukey a 5% probabilidade de erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Variaveis de crescimento do sistema radicular: comprimento total, diametro
médio e volume total

Aos 30 dias de exposi¢ao aos tratamentos, o Al reduziu o comprimento e o
volume radicular das raizes de plantas de P. glomerata nos tratamentos onde as plantas
foram expostas ao Al e ao Al + Se comparadas com o tratamento controle (Figura 1A e
1B). Varios trabalhos na literatura mostram redugées no comprimento radicular com o
aumento dos niveis de Al na solugao (MENDONCA et al., 2005). Como consequéncia
da redugao do comprimento radicular total, a presenga de Al pode afetar negativamente
a absorgcao de agua e de nutrientes pelas raizes das plantas (GIANNAKAULA et al.,
2008; GUO et al., 2007).

O Si amenizou os efeitos toxicos do Al sobre o comprimento total de raizes aos
30 dias de exposicdo, enquanto o Se ndo apresentou esse efeito amenizador (Figura
1A). Os elementos benéficos podem influenciar o crescimento dos vegetais e em
algumas ocasides até podem amenizar o efeito de elementos tdxicos, como
mencionado por Sangster et al. (2001), os quais afirmam que ha influéncia do Si no
crescimento das plantas sob condicbes de toxidez de Al devido a formagdo de
complexos na solucéo do solo e/ou por reduzir a toxidez interna de Al.

Na avaliagdo aos 60 dias observou-se que tanto o Se quanto o Si nao
apresentaram efeito mitigador do Al, onde em todos os tratamentos as plantas
apresentaram menor comprimento total de raizes, comparado com o controle. Esse
resultado sugere que com o aumento do tempo de exposigdo ao Al, o Si ndo mantém
esse efeito amenizador (Figura 1A).

Para a variavel diametro de raiz, aos 30 dias de exposi¢cdo ao Al, Se e Si, ndo
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houve diferenga significativa entre os tratamentos (Figura 1B). Por outro lado, com o
aumento do periodo em resposta a exposigao ao Al (60 dias) houve um aumento desta
variavel (Figura 1B). Além disso, o Se amenizou o efeito do Al sobre o didmetro de
raizes, uma vez que o didmetro médio no tratamento Se + Al foi menor do que o
tratamento onde o Al estava presente de forma isolada, sendo estatisticamente igual ao
diametro médio das raizes das plantas no tratamento controle. O aumento do diametro
radicular € um sintoma tipico da toxicidade do Al, pois quando presente em altas
concentragcbes no solo, o Al paralisa o crescimento em comprimento da raiz,
provocando aumento no diadmetro radicular (VILELA; ANGLINONI, 1984). Assim, na
presenca de Al, as raizes de plantas de P. glomerata sao mais curtas e com maior
didametro (Figuras 1A e 1B). Esse efeito do Al no crescimento de raizes pode afetar

negativamente a absorgado de agua e nutrientes.

Figura 1 —Efeito dos diferentes tratamentos sobre o comprimento total de raizes (cm) (A), didametro
radicular (mm) (B), volume radicular (cm?) (C) e massa seca do sistema radicular (gramas) (D) em plantas

de Pfaffia glomerata aos 30 e 60 dias de exposig¢ao.
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*Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os tratamentos pelo Teste de Tukey a 5%

probabilidade, em relagao ao tempo de analise, ou seja, 30 e 60 dias.

Para Liang et al. (2007), € amplamente aceito que o Si pode diminuir a toxidez de
Al. Esse mesmo efeito foi observado para outras culturas como cevada (LIANG et al.,
2001), trigo (PINEROS et al., 2002) e café (RAMIREZ-BENITEZ et al., 2009). A ac&o do
Si provavelmente diminui a atividade dos ions AI** na solugdo do solo, fazendo com que
haja um melhor desenvolvimento das raizes, aumentando a velocidade de difusdo dos
nutrientes da solugédo do solo e, consequentemente, provocando uma maior absorg¢ao
de nutrientes pelas raizes (MALAVOLTA et al., 1997). O Se também diminuiu o didmetro
radicular aos 60 dias, em comparagao com o tratamento que foi adicionado o Al (Figura
1B), podendo este fator estar ligado com a semelhanga estrutural existente entre
atomos de enxofre (S) e Se (ZHU et al., 2009), os quais podem competir pelos mesmos
sitios de absorgdo (MALAVOLTA, 1980), resultado assim na inibicdo dos processos
biolégicos, como o crescimento das plantas.

Para a variavel volume de raizes (Figura 1C), ndo houve diferenga significativa
entre os tratamentos aos 30 dias de exposi¢cdo, quando comparado com o tratamento
controle. Ja aos 60 dias de exposicédo, plantas de P. glomerata expostas aos
tratamentos Al e Al+Se apresentaram menor volume de raizes. Os danos causados pelo
Al também podem estar associados a modificagdo do volume radicular, j& que os
tratamentos que possuiam tal elemento obtiveram um valor menor (Figura 1C).

Mesmo ocorrendo redugdao no comprimento e volume de raizes, o Al nao
promoveu redu¢do na massa seca de raizes (Figura 1D), podendo isso ser atribuido ao
maior didmetro radicular das plantas expostas ao Al. Aos 30 dias de exposi¢ao ao Al,
somente os tratamentos Si + Al e Se + Al apresentaram menor biomassa seca. Por
outro lado, aos 60 dias nao houve diferenca significativas entre os tratamentos,
comparado com o tratamento controle. Através destes resultados podemos concluir que

0 ginseng brasileiro € uma planta moderadamente afetada pela toxicidade do Al.

Crescimento da parte aérea: altura, area foliar e numero de folhas
As plantas de P. glomerata expostas ao Al no meio de crescimento apresentaram
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menor altura na presenca de Al (Figura 2A) aos 30 dias de exposi¢cao. Cabe salientar
que em estudos realizados com a toxidez de Al**, ja foram descritas redugdes na altura
de plantas (VICENTE et al., 1998; VASCONCELOS et al., 2002; HORST et al., 2010).
Porém aos 60 dias de exposicdo, somente os tratamentos Si, Si+Al, Se e Se+Al
promoveram uma pequena reducdo na altura de plantas, quando comparado com o
tratamento controle, e também se comparado com o tratamento que apresenta Al
podemos concluir que mesmo nao tendo diferenga significativa ambos elementos
considerados benéficos aumentaram o crescimento das plantas, evidenciando o efeito
benéfico do Si no crescimento das plantas ja relatado por outros estudos na literatura
(GU et al., 2012; PEREIRA et al., 2018).

Para area foliar (Figura 2B), aos 30 dias de exposig¢édo, o Si e 0 Se promoveram
um aumento nesse parametro, comparado com o controle, enquanto a presenga de Al
de forma isolada no meio de crescimento causou uma reducdo. Quando o Al foi
adicionado no meio de crescimento juntamente com o Si, ocorreu um aumento em area
foliar, comparado com o tratamento contendo somente Al, mostrando neste ponto que o
Si conseguiu reverter a agdo do metal, j4 que o Si pode imobilizar metais téxicos no
solo ou na planta, podendo complexar com elementos toéxicos, conforme o pH do solo,
alterando a especiacao de metais (ADREES et al., 2015).

Aos 60 dias de exposigao, houve uma reducdo significativa em area foliar em
todos os tratamentos, comparado com o controle. No entanto, o tratamento Si + Al
apresentou maior area foliar, comparado com o tratamento onde o Al estava presente
de forma isolada, mostrando o potencial do Si de amenizar esse efeito toxico do Al. Um
aumento ou manutencédo da area foliar € de extrema importancia para as plantas em
situacbes de estresse, uma vez que uma maior area foliar proporciona uma maior
absorcdo de radiagdo luminosa, podendo ocasionar maiores taxas de crescimento e

produgao de biomassa.

Figura 2 — Efeito dos diferentes tratamentos sobre a altura (cm) (A), area foliar (cm?) (B), numero de
folhas (unidade) (C) e massa seca foliar (gramas) (D) em plantas de Pfaffia glomerata aos 30 e 60 dias

de exposicéo.
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Em relagdo ao numero de folhas (Figura 2C), os tratamentos Al, Si, Si+Al e Se +
Al promoveram uma redugado nesse parametro aos 30 dias. Neste estudo, a altura das
plantas em relagao a acao do Si foi significativa apenas aos 30 dias, quando aplicado
Si+Al, ja aos 60 dias ndo houve influéncia do Si na solug&o nutritiva (Figura 2A). Como
observado em outros trabalhos o fornecimento de Si aumentou a area foliar, numero de
folhas por planta, comprimento total de raiz, e volume radicular sob estresse de metais
pesados (ANWAAR et al., 2015; BOKOR et al., 2014; DORNELES et al., 2016). Esse
aumento no crescimento das plantas pode estar relacionado ao efeito Si na absorgao
mineral, aumentando assim a disponibilidade de nutrientes para as plantas

A exposicdo das plantas ao Al reduziu a producao de massa seca nas folhas em
ambos os periodos de avaliagdo, e o Si e 0 Se ndo amenizaram de forma significativa

os efeitos toxicos do Al sobre a produgdo de biomassa seca de folhas (Figura 2D). A
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exposi¢ao ao Al, aos 30 dias, pode ter causado uma desintegracdo dos tecidos da
epiderme e de porc¢des externas do cértex nos apices das raizes, promovendo uma
reducdo da absorg¢ao de agua e nutrientes (MIGUEL et al., 2010). Por consequéncia da
inibicdo do crescimento das raizes, a parte aérea acaba tendo seu crescimento afetado,
havendo também reducdao em sua biomassa.

A reducdo na biomassa seca da parte aérea possivelmente pode estar
relacionada com a limitagdo da absorg¢ao de nutrientes como Ca e Mg causada pelo Al,
como sugerido por Merino-Gergichevich et al. (2010). A toxidez de Al tem sido
identificada como um dos mais importantes fatores limitantes do crescimento e
desenvolvimento das plantas (GIONGO; BOHNEM, 2011), promovendo assim redugdes
na massa seca (MENDONCA et al., 2005). Na parte aérea, ja foram descritas redugdes
na massa seca (VASCONCELOS et al.,, 2002; VICENTE et al.,, 1998) em varias

especies.

CONCLUSAO

A toxidez do Al se mostrou significativa em relagdo ao crescimento das plantas
de Pffafia glomerata, porém dos elementos testados apenas o Si conseguiu reverter a
acao de toxicidade do Al, principalmente em periodos mais curtos de exposicao. Estes
resultados servem de incentivo para mais investigagcdes a respeito dos efeitos do Si em

experimentos de maior duragéo.
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MANUSCRITO I

INFLUENCIA DE ELEMENTOS BENEFICOS NO ESTRESSE OXIDATIVO CAUSADO
POR ALUMINIO EM PLANTAS DE Pfaffia glomerata
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INFLUENCIA DE ELEMENTOS BENEFICOS NO ESTRESSE OXIDATIVO CAUSADO
POR ALUMINIO EM PLANTAS DE Pffafia glomerata

RESUMO

O uso de plantas medicinais ¢ uma alternativa bastante utilizada pela populacéo.
Porém, muitas dessas plantas crescem em solos contaminados com metais téxicos, os
quais sao acumulados nos tecidos e podem entrar na cadeia alimentar de animais e
humanos. Desta forma, € necessario descobrir maneiras para que o0s vegetais
cultivados nao sejam um vetor de contaminagédo para as pessoas que 0s consomem.
Nesse sentido, uma das alternativas € o uso de elementos que amenizem a absorcao
ou acao desses metais toxicos, como o selénio (Se) e o silicio (Si). Assim, o objetivo
deste trabalho foi verificar se o Se e o Si reduzem os efeitos téxicos do aluminio (Al)
sobre as variaveis bioquimicas em plantas de Pfaffia glomerata cultivadas sob
toxicidade do Al. As plantas de P. glomerata foram propagadas in vitro e em seguida
transferidas para o cultivo em vasos com areia. Apos a aclimatagao foram adicionadas
diferentes concentragbes de Al (AICI3), Se (Na,SeO,) e Si (NaSiOs), formando os
seguintes tratamentos: T1: Controle (solugdo nutritiva completa); T2: 1,85 mM Al; T3:
1,5 mM Si; T4: 1,85 mM Al +1,5 mM Si; T5: 0,002 mM Se e T6: 1,85 mM Al + 0,002 mM
Se. Depois da exposicao das plantas aos diferentes tratamentos por 30 e 60 dias em
vasos, foram analisadas as variaveis bioquimicas peroxidagado de lipidios, enzimas
antioxidantes e conteudo de perdxido de hidrogénio (H20;). O Al estimulou a atividade
das enzimas antioxidantes, além de aumentar a producdo de H;O,. Na atividade da
enzima superoxido dismutase (SOD), ambos elementos amenizaram o efeito do Al, aos
30 dias na parte aérea, enquanto aos 60 dias apenas o Si teve agao significativa, porém
na raiz os elementos nao reverteram a atividade do metal. Na analise da atividade da
enzima guaiacol peroxidase (POD), apenas o Si teve resultados significativos. O Al
aumentou a producao de H,0O,, mas teve sua agao inibida quando aplicado em conjunto
com os elementos considerados benéficos. Quando analisada a producdo de
malondialdeido, um dos produtos da peroxidagao lipidica, podemos relacionar com a
atividade das enzimas antioxidantes, sendo que o aumento da atividade pode ter
reduzido a peroxidacao lipidica. Desta maneira, podemos considerar que o Si pode
estar relacionado ao efeito de mitigacdo da agcado do elemento téxico nas plantas, pois
conseguiu reverter os efeitos toxicos do Al, enquanto o Se nao apresentou potencial de
inibir de forma significativa os efeitos toxicos do Al.

Palavras-chave: Pfaffia glomerata. Estresse. Elementos Benéficos. Variaveis
Bioquimicas.
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INFLUENCE OF BENEFICIAL ELEMENTS ON THE OXIDATIVE STRESS
CAUSED BY ALUMINUM IN Pfaffia glomerata PLANTS

ABSTRACT

The use of medicinal plants is an alternative widely used by the population. However,
many of these plants grow in toxic metals contaminated soils, which could be
accumulated in tissues and can enter in animals and humans food chain. In this way, it
is necessary to find some ways for cultivated vegetables not to be a contamination
vector for people who consume them. In this sense, one of alternatives is using
elements that inhibit toxic metals absorption or action, such as selenium (Si) and silicon
(Si). Thus, the objective of this work was to verify if Se and Si reduce aluminum (Al) toxic
effects on biochemical variables in Pfaffia glomerata plants growth under Al toxicity.
Plants of P. glomerata were propagated in vitro and then transferred to culture in pots
with sand. After acclimation, different concentrations of Al ((AICl3), Se (Na,SeQ,4) and Si
(NaSiO3) were added, forming the following treatments: T1: Control (complete nutritional
solution); T2: 1.85 mM Al; T3: 1.5 mM Si; T4: 1.85 mM Al + 1.5 mM Si; T5: 0.002 mM Se
e T6: 1.85 mM Al + 0.002 mM Se. After exposing plants to different treatments for 30
and 60 days, were analyzed the biochemical variables lipid peroxidation, antioxidant
enzymes and hydrogen peroxide (H20-). Al stimulated antioxidant enzymes activity and
promotes a H,O, production increase. In the activity of the superoxide dismutase (SOD)
enzyme, both elements attenuated the effect of Al, at 30 days in the shoot, already at 60
days only Si had significant action, but in the roots the elements did not revert the metal
activity. In the analysis of guaiacol peroxidase (POD) enzyme activity, only Si had
significant results. Aluminum increased H,O, production, but its action was inhibited
when applied in conjunction with elements considered beneficial. When analyzed the
production of malondialdehyde, one of the products of lipid peroxidation, we can relate
to the activity of antioxidant enzymes, since the increased activity may have reduced
lipid peroxidation. In this way, we can consider that the Si can be related to mitigating
effect of element's action in plants, because it was able to reverse the results, while Se
had no potential to significantly inhibit the toxic effects of Al.

Keywords: Pfaffia glomerata. Stress. Beneficent Elements. Biochemical variables.
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INTRODUCAO

O uso de vegetais como cha é uma pratica muito comum utilizada pela
populagdo. No entanto, o consumo de plantas como chas sem acompanhamento da
sua procedéncia pode ser danoso ao organismo humano. Entre essas plantas
medicinais utilizadas pela populacéo esta a Pfaffia glomerata, conhecida como ginseng
brasileiro. A P. glomerata desperta grande interesse comercial na producdo de
fitomedicamentos e suplementos alimentares em razdo de suas propriedades
antitumorais, antidiabéticas, ténicas e estimulantes, e contra disturbios gastricos e
reumatismo (MENDES; CARLINI, 2007; FERNANDES et al., 2015).

Essas plantas medicinais podem ser cultivadas em diferentes tipos de solos e
locais, e o cultivo em areas contaminadas pode fazer com que os vegetais acumulem
metais, como € o caso do ginseng brasileiro, que esta entre os vegetais que apresenta
grau razoavel de tolerancia a metais (MALDANER et al., 2015). A poluicdo do ambiente
por metais tem se tornado um problema em escala global (ALl et al., 2013), devido aos
avancgos da agricultura e industrias.

Plantas crescendo em ambientes contaminados podem sofrer estresse oxidativo
quando sao expostas ao estresse por metais pesados (KIM et al., 2017), podendo
causar assim lesbes da membrana plasmatica e afetar a atividade das aquaporinas (LIU
et al., 2015). Como também demonstrado em outros estudos, a exposig¢ao das plantas a
metais resulta no aumento da peroxidagédo lipidica (CAKMAK; HORST, 1991;
YAMAMOTO et al., 1997, 2001) e na alteracao da atividade de enzimas antioxidantes
(SIMONOVICOVA et al., 2004; DIPIERRO et al., 2005; GUO et al., 2007).

O aluminio (Al) esta entre estes metais téxicos, pois as plantas ao serem
afetadas pelo Al apresentam com frequéncia sintomas de déficit nutricional, uma vez
que ele interfere no processo de absorcdo, translocagdo e transporte de nutrientes
(SIVAGURU; HORST, 1998; FREITAS et al., 2006). Para que a atividade do Al ndo seja
deletéria para a planta n&do prejudicando seu desenvolvimento e posteriormente seu
consumo, é necessario encontrar maneiras que consigam impedir tal agdo, como o uso
de outros elementos quimicos que sao definidos como benéficos, entre eles o selénio
(Se) e o silicio (Si).
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O Si esta entre os elementos com maior concentragao, podendo variar entre 28 e
32% em massa de todo material do solo (MALAVOLTA, 2006). Na agricultura € uma
estratégia sustentavel para o alivio de estresses bioticos e abidticos em varias plantas
(ADREES et al., 2015; RIZWAN et al., 2015; WANG et al., 2017).

Sua presenga no interior das células pode amenizar a toxidez de ferro,
manganés, Al e sodio (EPSTEIN, 1994). Embora n&do seja considerado nutriente
essencial para as plantas, o Si é classificado por muitos autores como benéfico ou util,
pois pode ter um papel importante na atividade metabdlica, fisiolégica e/ou estrutural, e
melhora na sobrevivéncia das plantas expostas a diferentes estresses abidticos e
abidticos (LIANG et al., 2015). Varios efeitos benéficos no crescimento e metabolismo
das plantas, particularmente sob diferentes condicbes de estresse, foram observados
com a aplicagao de Si (ETESAMI; JEONG, 2018).

Outro elemento, assim como o Si, ndo considerado essencial para o
desenvolvimento das plantas € o Se. O Se apresenta, como efeitos benéficos, a
melhoria da capacidade antioxidante da planta (WANG et al., 2016). Outros estudos
demonstraram diferentes acdes do Se nas plantas, tais como tolerdncia a danos
oxidativos (FENG et al., 2013; QING et al., 2015; TANG et al., 2015) e amenizacao dos
efeitos de estresses abiodticos e bidticos (HASANUZZAMAN; FUJIT, 2011; HAN et al.,
2015).

Os estresses sofridos pelas plantas ativam as enzimas antioxidantes, e entre as
principais estdo as enzimas superdxido dismutase (E.C.1.15.1.1; SOD) e guaiacol
peroxidase (E.C.1.11.1.7; POD). A enzima guaiacol peroxidase €& especializada na
eliminacao de peroxido de hidrogénio (MOLLER et al., 2007) e age nos vacuolos, citosol
e parede celular (FOYER; NOCTOR, 1998). Ja a enzima superoxido dismutase protege
as plantas de radicais superéxidos (ELSTNER; OSSWALD, 1994).

As peroxidases em plantas se apresentam como glicoproteinas e estdo
envolvidas em muitos processos como crescimento e desenvolvimento da planta
(RIQUELME; CARDEMIL, 1993), lignificacdo (BRUCE; WEST, 1989), enrijecimento da
parede (FRY, 1980), resisténcia a doencas, protecdo contra H,O, e outros oxidantes,
degradacao da clorofila e senescéncia (HIRAGA et al., 2001). Portanto, o objetivo deste

trabalho foi verificar se o Se e o Si reduzem os efeitos tdxicos do Al sobre as variaveis
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bioquimicas em plantas de Pfaffia glomerata cultivadas sob toxicidade do Al.

MATERIAL E METODOS
Os ensaios foram desenvolvidos no Laboratério de Biotecnologia Vegetal e nas

casas de vegetacdo pertencentes ao Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Santa Maria. Foram utilizadas plantas de Pfaffia glomerata (Spreng.)

Pedersen, acesso GD.

Material vegetal e condigdes de crescimento

As plantas de P. glomerata foram cultivadas in vitro durante 21 dias e
posteriormente foram transferidas para vasos plasticos (5 L) contendo 5 kg de areia
grossa como substrato. O experimento foi conduzido em casa de vegetagéo, e cada
unidade experimental consistiu de cinco plantas, sendo quatro repeticbes por
tratamento, totalizando 120 vasos.

Durante o cultivo, a areia foi mantida em 70% da capacidade de retencéo,
determinada com a amostra alterada em uma tabela de tenséo. A irrigagao foi realizada
diariamente substituindo a agua transpirada e a evaporada, calculada pela pesagem
dos vasos. A agua evaporada e transpirada foi substituida diariamente com solugao
nutritiva, a qual teve a seguinte composicdo (mg L™"): (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. O Si foi aplicado na forma de
NaSiO3, o Se na forma de Na,SeO,4 e o Al na forma AICI;. O pH da solugao foi ajustado
para 4,5 £ 0,1 com uma solugao de HCI ou NaOH (1 M).

Apés sete dias de aclimatagdao das plantas nos vasos, os tratamentos foram
aplicados, os quais consistiram das seguintes combinag¢des: 1) Controle (solugao
nutritiva completa); 2) 1,85 mM de Al; 3) 1,5 mM de Si; 4) 1,85 mM de Al + 1,5 mM de
Si; 5) 0,002 mM de Se; 6) 1,85 mM de Al + 0,002 mM de Se.

Os tratamentos foram aplicados diariamente por 60 dias, sendo o pH regulado
diariamente. As plantas foram coletadas aos 30 e aos 60 dias de exposi¢cao aos

tratamentos, para a determinagao das variaveis bioquimicas especificados abaixo.
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Determinacgao de variaveis bioquimicas

No momento da coleta (30 e 60 dias de exposigdo), as amostras (raizes e parte
aérea) foram separadas e lavadas com agua deionizada por duas vezes e congeladas
imediatamente em nitrogénio liquido. Essas amostras foram entdo transferidas para

ultrafreezer -80°C até o momento das analises.

Peroxidacgao lipidica

A peroxidacao lipidica foi determinada segundo 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 mL de tampé&o 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. Em
seguida, um mL do sobrenadante foi adicionado a 1 mL de acido tricloroacético (TCA)
20% (w/v) contendo 0,5% (w/v) de acido tiobarbiturico (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 ndo especifica). A peroxidagao lipidica foi expressa como nmol

de malondialdeido (MDA) mg™' de proteina.

Peréxido de hidrogénio

O conteudo de peréxido de hidrogénio foi determinado de acordo com Loreto;
Velikova (2001), onde 0,3 g de raizes e parte aérea foram homogeneizadas com 3 mL
de 0,1% de acido tricloroacético (TCA) (w/v). Posteriormente, 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 tampédo fosfato de potassio (10 mM) (pH 7,0) e 1 mL de KI (1M). A
concentracado de H,O, do sobrenadante foi analisada comparando suas absorbancias a
390 nm com uma curva padrao de calibragdo. A concentracdo de H,O, foi expressa

como pmol g™’ peso fresco.

Atividade de enzimas antioxidantes
Para a determinagdo da atividade de enzimas antioxidantes, foram utilizadas

amostras de folhas e raizes maceradas em nitrogénio liquido. Apés a maceragéo,
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amostras de 0,5 g foram homogeneizadas em 3,0 mL de tampéo fosfato de sodio (pH
7,8) 0,05 M, contendo 1 mM de EDTA e 2% (w/v) de polivinilpirrolidona (PVP) (ZHU et
al., 2004). Ap6és o homogeneizado foi centrifugado a 13.000 x g durante 20 minutos a
4°C e o sobrenadante foi utilizado para a determinacao da atividade das enzimas.

A atividade da enzima guaiacol peroxidase (POD) foi determinada segundo
Zeraik et al. (2008), utilizando-se o guaiacol como substrato. A mistura de reacao
continha 1,0 mL de tampéao fosfato de potassio (100 mM, pH 6,5), 1,0 mL de guaiacol
(15 mM) e 1,0 mL de Hy0, (3,0 mM). Apés a homogeneizagao e centrifugacao, foi
adicionado 50 uL do sobrenadante a solugao. A atividade da enzima foi medida através
da oxidagao do guaiacol a tetraguaiacol através da leitura da sua absorbancia a 470nm.
Os resultados foram expressos em nmol de tetraguaiacol min”' mg de proteina. Para o
calculo, foi utilizado o coeficiente de extingcdo molar de 26,6 mM"' ecm™,

A atividade da SOD foi avaliada de acordo com o método espectrofotométrico
descrito por Giannopolitis; Ries (1977). Para a reagdo, adicionaram-se em tubo de
ensaio 3 ml do mix contendo solugéo tampao de fosfato de potassio 50 mM (pH 7.8),
metionina 13 mM, EDTA 0,1 yM, NBT 75 uM e riboflavina (2 uM). Em seguida os tubos
foram incubados em lampada fluorescente de 15 Watts durante 15 minutos sendo entao
realizada a leitura da absorbancia a 560 nm. Por esse método, foi determinada a
inibicdo da redugédo do NBT (p-nitro blue tetrazolium) pelo extrato enzimatico evitando
assim a formagdo do croméforo. Para efeito de calculo, o branco da reacdo foi
considerado como sendo os tubos que nao continham extrato, exposto e ndo exposto a
luz. Uma unidade de atividade enzimatica (U) de SOD foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para obter 50% de inibicdo da reducdo do NBT pela SOD contida
no extrato enzimatico. A atividade foi determinada pelo calculo da quantidade de extrato

que inibe 50 % da reagdo de NBT e expressa em U mg™' proteina.

Analise estatistica
Os dados foram analisados por meio do programa estatistico ASSISTAT versao
7.7, 2014 (SILVA, AZEVEDO, 2016) e do SigmaPlot, submetidos a comparacao entre as

médias pelo teste de Tukey a 5% probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, na parte aérea, a atividade da enzima SOD foi maior nas
plantas expostas somente ao Al aos 30 dias (Figura 1A), indicando que o Al promoveu
estresse oxidativo, tendo menor valor quando o metal foi aplicado junto com os
elementos considerados benéficos (Si e Se), onde a SOD apresentou atividade igual a
das plantas controle. Essa resposta pode estar relacionada a ocorréncia de menor
absorcdo de Al na presenca de elementos como o Si e o Se e também devido a
reducao do dano oxidativo nas plantas através da modulacado dos sistemas de defesa
antioxidante por esses elementos (ZHU; GONG, 2014; KIM et al., 2017).

Ja aos 60 dias, a enzima apresentou menor atividade nos tratamentos Al, Si, Se
e Se+Al, comparado com o tratamento controle. No tratamento Si+Al, a atividade da
enzima foi estatisticamente igual as plantas controle, e maior que o tratamento onde o
Al estava presente de forma isolada no meio de crescimento, podendo ser considerada
a capacidade do elemento em ativar genes envolvidos na produgédo de compostos
secundarios do metabolismo, como polifendis e enzimas relacionadas aos mecanismos
de defesa das plantas, como as enzimas antioxidantes (GRATAO; et al, 2005), ou seja,
o Si amenizou o efeito toxico do Al sobre a atividade da enzima SOD na parte aérea.

Ainda, conforme trabalho de Dorneles et al. (2019), pode-se afirmar que
conforme a concentracdo do Si, ocorre diferenca na amenizacdo da atividade
enzimatica, justificando assim que o elemento teve acdo sobre o metal aos 30 dias e
aos 60 nado houve diminuicdo na atividade enzimatica. Como mostrado em diversos
estudos, o uso de Si na agricultura € uma estratégia sustentavel para o alivio de
estresses bidticos e abidticos em varias plantas, como arroz, cevada, milho e cana de
agucar (COOKE; LEISHMAN, 2011; BALAKHNINA et al., 2012; GUNTZER et al., 2012;
HERNANDEZ-APAOLAZA, 2014; MEENA et al., 2014; ADREES et al., 2015; RIZWAN
et al., 2015; WANG et al., 2017).

Da mesma forma que para a parte aérea, o Al promoveu um aumento na
atividade da SOD nas raizes aos 30 e 60 dias de exposi¢ao (Figura 1B) e os elementos

benéficos somente foram eficientes em amenizar esse efeito do Al sobre a atividade da
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SOD aos 30 dias de exposi¢cdo. Portanto o Si no meio ndo interferiu de forma
significativa no efeito toxico do Al sobre a atividade da SOD aos 60 dias, podendo estar

vinculado a quantidade de tempo de exposicao ao tratamento.

Figura 1 - Efeito dos diferentes tratamentos sobre a atividade da superdxido dismutase na parte aérea
(A); e nas raizes (B) e da guaiacol peroxidase na parte aérea (C) e nas raizes (D) em plantas de Pfaffia

glomerata aos 30 e 60 dias
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probabilidade, em relagdo ao tempo de analise.

Na parte aérea das plantas de P. glomerata, a atividade da enzima POD, aos 30
dias, foi maior na presenga de Al, Se e Se+Al (Figura 1C). No tratamento Si+Al, a
atividade da enzima foi estatisticamente igual as plantas controle, e maior que o
tratamento onde o Al estava presente de forma isolada no meio de crescimento, ou

seja, o Si amenizou o efeito téxico do Al sobre a atividade da enzima POD na parte
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aérea, indicando desta maneira que o Si tem o potencial de ativar o sistema
antioxidante.

Quando analisados aos 60 dias, nas folhas (Figura 1C), o Al n&o afetou de forma
significativa a atividade da POD, comparado com o tratamento controle. Ainda,
podemos constatar que quando o Al foi aplicado junto com os elementos benéficos,
ambos mostraram atividade de amenizar a acdo do metal. Cabe salientar que por ser
uma planta considerada com grau razoavel de tolerdncia a metais, pode ter ocorrido
uma maior concentracdo de Al na parte aérea das plantas, justificando a maior
atividade de ambas as enzimas nesta regiao.

Nas raizes, aos 30 dias, o Al promoveu uma reducdo na atividade da POD,
enquanto houve maior atividade da POD no tratamento Al+Se, em relagdo ao
tratamento com Al. Além disso, podemos verificar que o tratamento Al+Si também
alterou a acdo do Al nas raizes das plantas. J4, aos 60 dias houve reducédo da atividade
da POD para todos os tratamentos comparados ao controle, podendo isso estar
vinculado ao efeito do Si no sistema antioxidante enzimético da planta, mostrando
potencial para ser utilizado no alivio de estresse causado por metais toxicos (PEREIRA
et al., 2018).

O estresse oxidativo também foi avaliado em termos de aumento em niveis de
malondialdeido (MDA) e peréxido de hidrogénio (H2O,). Em trabalhos relatados na
literatura, a exposigdo da planta ao Al aumenta a peroxidacao lipidica (CAKMAK;
HORST, 1991; YAMAMOTO et al., 1997, 2001) e altera a atividade de enzimas
antioxidantes (SIMONOVICOVA et al., 2004; DIPIERRO et al., 2005; GUO et al., 2007).
Os resultados mostraram que o Al causou um estresse, o qual aumentou a producao de
H,O,, tanto na folha quanto na raiz em ambos os periodos de avaliagdo (Figuras 2A e
2B). Cabe salientar que a acdo dos elementos benéficos foi distinta conforme o
elemento e periodo analisados. Aos 30 dias houve redugdo do conteudo de H,0O; nos
tratamentos Si+Al na parte aérea (Figura 2A), comparado com o tratamento onde o Al
estava de forma isolada. Por outro lado, nos tratamentos de Se+Al e Al houve uma
elevagado na produgao de H;O, assim como da enzima POD, que aumenta a atividade
para detoxificar o H,O,, Nas raizes ndo houve reducido da variavel nos tratamentos de

Al e Se+Al aos 30 dias (Figura 2B) em relagao ao tratamento contendo somente Al.
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Para a peroxidacao lipidica, conforme as figuras 2C e 2D, podemos verificar que
a producéo de MDA, quando a planta foi exposta aos tratamentos com Al e com Si e Se
isolados foi menor em relacéo ao controle aos 30 dias na parte aérea e 30 e 60 dias na
raiz. Possivelmente, o aumento na atividade das enzimas antioxidantes tenha evitado
dano pelo Al em lipidios de membrana. As enzimas antioxidantes sdo ativadas na
presenca de Se reduzindo a taxa de peroxidagéo lipidica e formacéo de peréxido de
hidrogénio, reduzindo assim a produgao de MDA (DJANAGUIRAMAN et al., 2005). Em
relacdo a producdo de H,O,, que é o produto da detoxificacdo do radical superoxido
(O7) realizado pela SOD, a enzima POD atuou reduzindo H,O, na parte aérea.

O tratamento com Si reduziu a agdo do Al nas folhas aos 30 dias, apresentando
menor produgédo de H,O, (Figura 2A). O Si inibe os efeitos toxicos associados a metais
toxicos em vegetais (PARROTTA et al., 2015), pois o Si estimula o sistema antioxidante,
e também pode complexar o ion metalico (NEUMAM; NIED, 2001). Em relagdo ao Se a

inibicdo da acgéo do Al foi eficiente nas folhas aos 60 dias e na raiz aos 30 dias.

Figura 2 — Efeito do Si, Se e Al em plantas de Pfaffia glomerata sobre o conteudo de perdxido de
hidrogénio (H,O,) na parte aérea (A), e na regido radicular (B), e da peroxidagao lipidica (TBARS) na
parte aérea (C) e nas raizes (D) aos 30 e aos 60 dias de exposigao.
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*Letras diferentes indicam diferenga significativa entre os tratamentos pelo Teste de Tukey a

5% probabilidade, em relagéo ao tempo de analise.

CONCLUSAO

A aplicagcdo do Si de maneira geral, apresentou maior capacidade de mitigar os
efeitos do Al, auxiliando na atividade das enzimas antioxidantes sobre os efeitos toxicos
do Al. Com estes resultados podemos concluir que o Si pode ser utilizado para
aumentar a capacidade de defesa das plantas de P. glomerata contra o estresse
oxidativo induzido pela toxicidade de Al, enquanto o Se ndo apresentou potencial de

inibir de forma significativa os efeitos téxicos do Al.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com os resultados obtidos podemos observar a agéo do selénio e do silicio em
amenizar o estresse causado pelo aluminio em plantas de Pfaffia glomerata cultivadas
em vasos. O elemento que se mostrou mais eficiente na redugéo do estresse por Al foi
o Si, em relagao as variaveis de crescimento, principalmente no periodo de 30 dias.
Além disso, para as variaveis bioquimicas o Si aumentou a atividade das enzimas
antioxidantes quando aplicado junto com o Al, podendo assim ser uma opgao para a
mitigacdo da contaminagdo por metais em plantas. Ja o Se, como demonstrado nos
resultados, ndo teve uma agao mitigadora em relacdo ao metal. No entanto, mais
estudos sédo necessarios para aprofundar os efeitos especificos desses elementos na

amenizacgao da toxicidade do aluminio.
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APENDICE

Figura 1 - Plantas de Pffafia glomerata apds o periodo de aclimatacéo. (A) Controle; (B)
Al; (C) Si; (D) Si+Al; (E) Se; (F) Se+Al.
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Figura 2 - Plantas de Pffafia glomerata apés 30 dias expostas aos diferentes
tratamentos. (A) Controle; (B) Al; (C) Si; (D) Si+Al; (E) Se; (F) Se+Al.
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Figura 3 — Raizes de Pffafia glomerata ap6s 30 dias expostas aos diferentes
tratamentos. (A) Controle; (B) Al; (C) Si; (D) Si+Al; (E) Se; (F) Se+Al.
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Figura 4 - Plantas de Pffafia glomerata ap6s 60 dias expostas aos diferentes
tratamentos. (A) Controle; (B) Al; (C) Si; (D) Si+Al; (E) Se; (F) Se+Al.
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Figura 5 - Raizes de Pffafia glomerata ap6s 60 dias expostas aos diferentes
tratamentos. (A) Controle; (B) Al; (C) Si; (D) Si+Al; (E) Se; (F) Se+Al.



