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“Se ndo houver frutos,
valeu a beleza das flores,
se nao houver flores,
valeu a sombra das folhas,
se ndo houver folhas,

’

valeu a intencdo da semente.’

(Henfil)



RESUMO

GOMES-FILHO, Antonio Aristides Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2022. Participacdo do silicio nos processos de absorcao, translocacio e atenuacio da
toxicidade do arsénio em alface (Lactuca sativa L.). Orientador: Juraci Alves de Oliveira.

O arsénio (As) causa a superproducdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que acarreta
danos em todo o metabolismo vegetal. Plantas contaminadas representam sério risco a saude,
visto que o consumo de alimentos contaminados ¢ uma das formas de intoxicagdo em seres
humanos. O silicio ¢ um elemento benéfico para plantas e reconhecido por aliviar o estresse
abidtico, incluindo o estresse por As. Portanto, buscamos avaliar o efeito do silicio, i6nico e
nanoparticulado, na mitigagcdo do estresse por As em alface. Para isso, plantas de alface foram
cultivadas hidroponicamente por 40 dias e, apds aclimatagao por 5 dias, foram submetidas a 50
uM de arsenito (As™) e arsenato (As¥) e 2 mM de silicio idnico (Si) e silicio nanoparticulado
(SiNP) durante dois periodos de exposi¢do (24 e 72 h). Foram realizadas analises relacionadas
a anatomia, fotossintese e bioquimica dessas plantas. Os resultados mostraram que o As, tanto
As'! quanto AsV, causa efeitos negativos sobre todos os parimetros avaliados e ambas as formas
de silicio foram capazes de diminuir o estresse por As, por meio da diminui¢ao da absorcao e
da concentragcdo nas folhas, melhoria nos aspectos anatdomicos € modulacdo da maquinaria
antioxidante, onde se destaca uma reduzida peroxidagdo lipidica. Além disso, contatamos que
nanoparticulas de silicio sdo tdo eficientes quanto a forma i6nica na diminui¢ao do estresse por

As.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Sistema antioxidante. Nanoparticulas de silicio.



ABSTRACT

GOMES-FILHO, Antonio Aristides Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, August,
2022. Silicon participation in the processes of absorption, translocation and attenuation
of arsenic toxicity in lettuce (Lactuca sativa L.). Adviser: Juraci Alves de Oliveira.

Arsenic (As) causes the overproduction of reactive oxygen species (ROS) that damages the
entire plant metabolism. Contaminated plants represent a serious health risk, since the
consumption of contaminated food is one of the forms of intoxication in humans. Silicon is a
beneficial element for plants and recognized for relieving abiotic stress, including As stress.
Therefore, we sought to evaluate the effect of silicon, ionic and nanoparticulate, in the
mitigation of stress by As in lettuce. For this, lettuce plants were grown hydroponically for 40
days and, after acclimatization for 5 days, were subjected to 50 uM of arsenite (As'") and
arsenate (AsY) and 2 mM of ionic silicon (Si) and nanoparticulate silicon (SiNP) during two
exposure periods (24 and 72 h). Analyzes related to the anatomy, photosynthesis and
biochemistry of these plants were performed. The results showed that As, both As' and As",
causes negative effects on all parameters evaluated and both forms of silicon were able to
reduce As stress, through decreased absorption and concentration in leaves, improvement in
aspects anatomy and modulation of the antioxidant machinery, where a reduced lipid
peroxidation stands out. Furthermore, we found that silicon nanoparticles are as efficient as the

ionic form in decreasing As stress.

Keywords: Oxidative stress. Antioxidant system. Silicon nanoparticles.
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1. INTRODUCAO

O arsénio (As) ¢ um metaloide com toxicidade reconhecida, tanto em plantas como em
animais, incluindo seres humanos, sendo considerado sério problema ambiental e de saude
publica em varios paises (Herath et al., 2016; Bali e Sidhu, 2021). A contaminagao ocorre,
principalmente, através da ingestdo de dgua e/ou alimentos contaminados (Mawia et al., 2021).
No Brasil, a atividade de mineragdo destaca-se como uma das principais fontes de
contaminag¢ao, conforme constatado no Quadrilatero Ferrifero, em Minas Gerais, ¢ em outras
areas de mineragdo, especialmente de ouro (McClintock et al., 2012). Ressalta-se que, nesse
caso, o aporte desse contaminante se da como um subproduto da exploragdo dos minérios em
rochas de arsenopirita que, devido ao processo de lixiviagdo acida, libera As para o meio
(Teixeira et al., 2020). A Agéncia de Registro de Substancias Toxicas e Doencas (ATSDR) e a
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) classificaram o As no grupo de
substancias perigosas prioritarias, relacionando-o como agente causal de diversos tipos de
canceres (ATSDR, 2019; Rahman et al., 2020; Ghosh et al., 2021). Devido ao seu potencial
cancerigeno e associacdo com outras doengas (cardiovasculares, neuroldgicas, renais e
respiratorias), a Organiza¢do Mundial da Satde (OMS) e a Agéncia de Protegdo Ambiental dos
Estados Unidos (US EPA) definiram, como limite maximo de seguranca, 10 png L' na agua
potavel e 20 mg kg™! no solo (Rosas-Castor et al., 2014; Mondal et al., 2021).

Apesar de poder ser encontrado em formas organicas, como acido monometilarsonico,
acido dimetilarsinico, arsenobetaina e arsenoagucares, as formas inorgénicas, como arsenito
(As'™) e o arsenato (AsY), sdo mais predominantes no ambiente solo-igua e, também, mais
toxicas e moveis que o As organico (Khalid et al., 2017). Em condic¢des aerdbicas (oxidantes)
o As" ¢ predominante e, por ser analogo ao fosfato, ambos competem pelas mesmas proteinas
transportadoras (PHTs) para entrada na célula vegetal (Khan et al., 2021). A forma quimica
As'™! predomina em condi¢des anaerdbicas (reduzidas) e entra na célula através de proteinas
intrinsecas semelhantes a nodulina 26 (NIPs), uma subfamilia da familia das aquaporinas.
Considera-se ainda que, por ser andlogo ao silicio, o As"™' também ¢ absorvido pelo seu
transportador NIP de influxo, denominado Lsil, e que Lsi2, um transportador de efluxo de

silicio, é capaz de transportar As™

em direcdo ao xilema (Ma et al., 2006; Yamaji et al., 2008;
Panda et al., 2010; Abbas et al., 2018). Além disso, enquanto os transportadores PHTs sdo
unidirecionais, os transportadores NIPs sdo bidirecionais (Abbas et al., 2018).

A toxicidade do As em plantas se deve, principalmente, ao desequilibrio na geragao de
espécies reativas de oxigénio (EROs), o que causa estresse oxidativo com efeitos prejudiciais

na bioquimica, fotossintese, morfologia e no crescimento ¢ desenvolvimento de plantas (Bali e


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501321001154?casa_token=bef51bn316YAAAAA:eP0MmbD-LWT1liOKqwuq0miAZwmtHH7nM_t5DdhpJztJYf-8B1Yu-T0VE-tuAyyhZf8DC-u38gvZ#bib0580
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501321001154?casa_token=bef51bn316YAAAAA:eP0MmbD-LWT1liOKqwuq0miAZwmtHH7nM_t5DdhpJztJYf-8B1Yu-T0VE-tuAyyhZf8DC-u38gvZ#bib0230
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Sidhu, 2021). Além dos danos oxidativos nas membranas, proteinas ¢ DNA (Finnegan e Chen,
2012), 0 As", ao substituir o fosfato no ATP, resulta na formac¢io de ADP-As instavel, deixando
a célula desprovida de energia. Arsenito, por sua vez, reage com grupos sulfidrila (-SH) de
diferentes proteinas, levando a restrigdo de muitas fungdes celulares, o que pode ocasionar
danos irreversiveis no metabolismo vegetal (Abercrombie et al., 2008; Armendariz et al.,
2016; Finnegan e Chen, 2012).

O principal mecanismo de desintoxicacao celular do As consiste em reduzir As¥ a As'!!,

reacdo catalisada pela enzima arsenato redutase, sendo o As'!!

, proveniente dessa reducao ou da
absorcao direta, ¢ complexado com glutationa e/ou fitoquelatinas e posteriormente transportado
para o vacuolo (Li et al., 2016). Porém, esse mecanismo nao consegue desintoxicar todo o As,
especialmente em altas concentragdes. Dessa forma, meios que possibilitem a ativagao de
mecanismos de defesa ou que possam reduzir a absorg¢ao, constituem formas de minimizar os
efeitos toxicos desse poluente, conforme pesquisas recentes que tem utilizado silicio como
agente mitigador desse estresse (Fleck et al.,2013; Tripathi et al., 2013; Sanglard et al., 2014).

O silicio € um dos elementos mais abundantes da crosta terrestre e reconhecidamente
capaz de trazer beneficios as plantas, especialmente em condigdes de estresses biodticos e
abioticos, como aqueles ocasionados por metais pesados (Sahebi et al., 2015; Zargar et al.,
2019). As plantas absorvem o silicio na forma de acido monossilicico (H4SiOs4), cuja
concentracdo, na solugdo do solo, encontra-se entre 0,1 ¢ 0,6 mM (Epstein, 1994; Hodson et
al., 2005), alcangando valores nas plantas entre 0,1 e 10% do peso seco (Epstein, 1999; Ma e
Takahashi, 2002).

Vérios mecanismos envolvidos na participacao do silicio como agente de atenuagao de
danos celulares causados por metais pesados e As tem sido estudados. Estes envolvem a co-
precipitagdo, complexacdo, quelagdo e imobilizagdo dos metais; a deposi¢do e acimulo de Si
na parede celular e, com isso, aumento da retencdo destes metais na parede; a estimulag¢do do
sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico, além de alteragdes nas estruturas vegetais e
moleculares (Emamverdian et al., 2018; Bhat et al., 2019; Vaculik et al., 2020).

A forma usual de fornecimento de silicio as plantas é como 4cido monossilicico e, mais
recentemente, como nanoparticulas. Nanoparticulas (NPs) sdo particulas com até 100 nm, as
quais tem sido utilizadas em diversas areas, inclusive na agricultura (Baker et al., 2017; Asgari
et al., 2018). As NPs sdao altamente reativas devido a grande area superficial, além de poder
apresentar comportamentos distintos dos materiais que lhe originaram, aumentando, por
exemplo, o potencial de atravessar membranas bioldgicas (Remédios et al., 2012). Portanto,

espera-se que os mecanismos de atenuagdo dos danos causados pelo As possam ser inibidos ou
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potencializados, dependendo se o silicio ¢ fornecido na sua forma idnica (Si) ou como
nanoparticulas (SiNPs).

Plantas contaminadas com As constituem importante via de acesso do poluente aos
demais niveis da cadeia trofica, especialmente as espécies com alto consumo pela populagao,
como ¢ o caso das hortalicas folhosas, cujo consumo ¢, preferencialmente, in natura. Neste
caso, essas plantas representam sérios riscos a satide publica. A alface (Lactuca sativa L.) é,
atualmente, uma das hortaligas mais consumida e produzida mundialmente (Andrade, 2019) e,
no Brasil, o tipo crespa ¢ a mais consumida (mais de 50%), principalmente por ser de grande
porte, facil manuseio e acondicionamento (Silva, 2017). Apesar disso, ndo se tem muitos
estudos sobre se e como o silicio mitiga o estresse por As nessas plantas, especialmente do
ponto de vista fisiologico e bioquimico, e se o silicio diminui a translocagdo do As para a parte
aérea, diminuindo os riscos do consumo dessa hortalica, o que constitui a hipdtese para o
trabalho. Portanto, o objetivo do presente estudo foi investigar a toxicidade do As em alface,
avaliando-se as altera¢des bioquimicas, estruturais e fisioldgicas, e o papel do silicio, na forma

i0nica e de nanoparticulas, na atenuagao desses danos.
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2.  MATERIAIS E METODOS
2.1.  Cultivo, aclimatacdo e aplicacdo dos tratamentos

Sementes de alface (Lactuca sativa L.), cultivar Elba, foram germinadas em espuma a
base de resina fenolica, estéril e inerte, com 2x2 cm por bloco, e mantidas em bandejas de
polietileno, sendo umedecidas com solugdo nutritiva de Clark (1975), com 'z de forca i6nica,
sob aeragdo, durante 40 dias. Apds sele¢do quanto ao tamanho e uniformidade de parte aérea e
raiz (plantas com pelo menos 4 folhas completamente expandidas e raizes com comprimento
de pelo menos 10 cm de comprimento), estas foram transferidas para vasos de polietileno (1
planta/vaso), contendo 275 mL de solu¢do nutritiva de Clark (1975), com pH 6,5 (ajustado
diariamente com KOH ou H>SO4 diluidos), aeradas e mantidas em sala de crescimento de
plantas com temperatura de 25 + 2 °C, irradiancia de 230 pmol m™ s! e fotoperiodo luminoso
de 16 horas, pelo periodo de 5 dias para aclimatagdo (Figura 1).

Apds o periodo de aclimatacdo, as plantas foram submetidas a doses de 50 uM de
arsénio (As) (arsenato (AsV) e arsenito (As') e 2 mM de silicio (Si i6nico (Si) e Si
nanoparticulado (SiNP)) dispostas nos seguintes tratamentos: (a) somente solugdo nutritiva
(como controle); (b) arsenito (As™) (na forma de NaAsO,); (c) arsenato (As") (na forma de
NaxHAsO4.7H,0); (d) Si (na forma de K»SiO3); (e) Si + As'™; (f) Si + AsY; (g) nanoparticulas
de silicio (SiNP); (h) SiNP + Ase (i) SINP + As" . Os tratamentos com a utilizagdo de Si ou
SiNPs tiveram a aplicacao do silicio iniciadas 24 h antes da aplicagdo do As. Os tratamentos
tiveram duragdo de 24 e 72 h, nas mesmas condic¢des laboratoriais anteriormente descritas, apos
os quais foram feitas as andlises fisioldgicas in situ e coleta de material (folhas e raizes) para as
analises anatoOmicas e bioquimicas. Para as analises anatomicas o material foi imediatamente
fixado em FAAso (formaldeido 37%: 4cido acético glacial: alcool etilico 50%, 1:1:18,
v/v) (Johansen, 1940) e, para as analises bioquimicas, foram armazenadas a -80 °C.

O K>SiOs3 foi obtido através do produto Fertisilicio da empresa Plant Defender, e o
potassio adicional introduzido por este nos tratamentos com silicio foi subtraido do KCl e do
KNO; e a perda de nitrato resultante foi suplementada com acido nitrico diluido e a mesma
concentracdo de K adicional nesses tratamentos foi adicionada aos tratamentos sem silicio
utilizando-se KCI. J& as SiNPs foram obtidas pela SkySpring Nanomaterials Inc. Em solugado
aquosa essas nanoparticulas tendem a formar agregados, para se evitar isso, antes da aplicagao,
as SiNPs foram adicionadas a uma pequena quantidade de 4gua desionizada e estas submetidas
a ultrasonicacdo por 30 minutos evitando a formacdo de agregados, obtendo-se uma maior

homogeneizagao e dispersdo adequada das mesmas.
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Figura 1. Sala de crescimento de plantas com condigdes controladas (sistema de aeragao,
temperatura de 25 + 2 °C, irradiancia de 230 pmol m™ s™! e fotoperiodo luminoso de 16 horas).
2.2, Determinacgdo da concentragdo de As e fator de translocacdo

Amostras de 0,1 g de material seco triturado de folhas e raizes foram homogeneizadas
e mineralizadas em bloco de aquecimento, com temperatura controlada (100 — 120 °C),
utilizando a mistura nitro-perclorica, na propor¢ao de 2:1, até todo o material vegetal ser
oxidado (Marin et al., 1993). O extrato mineral foi diluido para 25 mL com 4gua desionizada e
a concentracdo de As determinada por meio de espectrofotometria de absor¢do atomica
(Modelo AA-6701F, Shimadzu Corporation) com gerador de hidreto, e os resultados expressos
em pg g massa seca (MS).

O fator de translocacdo (FT) foi calculado por meio da equacdo: FT = Cpa/Cr, em que:
Cpa e Cr = concentracdo de As na parte aérea e raiz (ug g MS), respectivamente.
2.3.  Determinagdo da concentragdo de silicio e fator de translocagio

A concentragdo de silicio foi determinada segundo o método de Wei-min et al. (2005).
Para isso, 0,1 g de material seco e triturado de folhas e raizes foram postos em tubos de
polietileno de 50 mL, seguido de adicao de 3 mL de NaOH (50%). Os tubos foram vedados,
agitados em vortex e autoclavados a 120 °C, por 20 minutos. Em seguida, 100 pL dessa solugao
foram adicionados a tubos de polietileno e em seguida adicionados 3 mL de acido acético (20%)
e 1 mL de molibidato de amonio (54 g L', pH 7,0) e agitadas em vortex. Apds 5 min, foram
adicionados a mistura 500 pL de acido tartarico (20%) e 100 uL de solugdo redutora (mistura

de solucao A, composta por 2 g de sulfito de sodio e 0,4 g de acido 1-amino-2-naftol-4-sulfonico
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em 25 mL de dgua desionizada e solucdo B, composta de 25 g de bissulfito de sodio em em
200 mL 4gua desionizada, sendo a mistura das solugdes completada para 250 mL com agua
desionizada). A mistura foi completada para 5 mL com &cido acético. Apdés 30 min, a
absorbancia foi lida a 650 nm e os resultados expressos em pg g MS, com base numa curva-
padrdo de Si previamente estabelecida. O FT foi calculado utilizando a mesma formula utilizada
para o FT de As.
2.4.  Sintomatologia visual

O registro fotografico da sintomatologia visual foi realizado ao final do periodo de
exposicao aos tratamentos (24 e 72 h), utilizando-se camera digital.
2.5. Alteracoes anatomicas

As alteragOes anatomicas foram observadas e documentadas em fragmentos de folhas
completamente expandidas (retiradas da por¢do média esquerda) e do apice das raizes
(aproximadamente 1 cm), por meio da microscopia eletronica de varredura (MEV). As amostras
fixadas em FAA foram colocadas em um dessecador e submetidas a vacuo por 48 horas, seguido
de desidratacdo em série etandlica (4lcool etilico 60% e 70%, por 2 horas em cada série, e
armazenadas em alcool etilico 70%). A anélise foi precedida de desidratag¢@o adicional, com 1
hora em alcool etilico 90% e trés séries, de 1 hora cada, em alcool 100%, seguido de secagem
em ponto critico (K850 Critical Point Dryer) e fixadas em stubs pulverizados com prata 20 nm
utilizando o aparelho Quorum Q150T ES. A observacdo e documentagdo foi realizada em
microscopio eletronico de varredura (Quanta FEG 450 FEI).
2.6.  Anadlises fisiologicas
2.6.1. Concentracdo dos pigmentos cloroplastidicos

Amostras de 0,1 g de folhas foram maceradas em nitrogénio liquido e, em seguida,
homogeneizadas com 2 mL de acetona 80% (v/v) e 10 mg de carbonato de célcio. A mistura
foi agitada no vortex por 30 segundos e centrifugadas a 3000 xg, durante 15 min, em
temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado e as absorbancias mensuradas a 663, 646 e
470 nm (Lichtenthaler e Wellburn, 1983) em leitor de microplacas (Multiskan GO, Thermo
Scientific). Os teores dos pigmentos foram calculados segundo as formulas: clorofila a (ug mL"
) =(12,21 x (Abses3)) — (2,81 x (Abses)); clorofila b (ug mL™) = (20,13 x (Absess)) — (5,03 x
(Abses3)) e carotenoides totais (ug mL™) = (1000 x [Absaz0]) — (3,27 x [Clorofila a]) — (104 x
[Clorofila b])/229. Os resultados foram expressos em pug g de massa fresca (MF).
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2.6.2. Determinacdo dos pardmetros de trocas gasosas

Os parametros de trocas gasosas (taxa de assimilacdo liquida de carbono (A) (umol de
CO2 m? s, condutancia estomatica (gs) (mol de H,O m™ s!), transpiragio (E) (mmol de H.O
m2s) e a concentragio interna de carbono (C;) (umol de CO2 mol™! de ar)) foram determinados
em folhas completamente expandidas, no final do periodo de exposi¢do aos tratamentos (24 e
72 h), utilizando-se um analisador de gases no infravermelho (LI-6400XT, LI-COR, Lincoln,
EUA), sob irradiancia saturante de 800 umol de fétons m-> s' 400 umol de CO2 mol™! de ar,
entre 08 e 11 h, a 25 °C.

2.7.  Analises bioquimicas
2.7.1. Analises do metabolismo oxidativo
2.7.1.1. Peroxidacao lipidica

A avaliacdo da peroxidagao lipidica foi feita por meio da concentracdo de
malondialdeido (MDA), uma espécie reativa do 4cido tiobarbitirico (TBARS), em amostras de
0,2 g de folhas e de raizes, maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas em 2 mL de
etanal 80% (v/v), seguido de centrifugadas a 10.000 xg, 4 °C, por 10 min. Uma aliquota de 0,5
mL do sobrenadante foi adicionada em 1,5 mL do é4cido tiobarbitarico (TBA) a 0,65% (p/v) em
acido tricloroacético (TCA) 20% (p/v) e outra adicionada a somente TCA 20% (p/v). A mistura
foi incubada a 95 °C, por 30 min, seguido de imersao em banho de gelo, por 10 min, e posterior
centrifugacao a 3.000 xg, 4 °C, por 10 min. O sobrenadante foi utilizado para mensuragao da
absorbancia a 440, 532 nm e 600 nm, em espectrofotometro UV/visivel Hitachi, modelo U-
5100. A concentragdo de MDA foi calculada utilizando-se a seguinte equagado: 1) [(Abs 532+1BA
- Abs 600+1BA) - (Abs 532.18A — Abs 600.18a)] = A; 2) [(Abs 440+18A - Abs 600+184) 0,0571]
= B; 3) MDA (nmol mL! ) = ((A-B)/157000) 10° (Hodges et al., 1999). Os resultados foram
expressos em nmol de MDA g! MF.
2.7.1.2. Determinacdo da concentragdo de peroxido de hidrogénio (H;0;)

Amostras de 0,3 g de folhas e de raizes foram maceradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em 2 mL de meio de extragdo constituido de tampao fosfato de potassio 50
mM, pH 6,5, contendo hidroxilamina 1 mM, e centrifugadas a 10.000 xg, por 15 min, a 4 °C
(Kuo e Kao, 2003).

Aliquotas de 20 pL de sobrenadante foram adicionadas ao meio de reagdo contendo 80
nL de sulfato ferroso amoniacal 250 uM em acido sulftirico 25 mM, 50 pL de laranja de xilenol
250 uM e 50 pL de sorbitol 100 mM (Gay e Gebicki, 2000). A mistura foi homogeneizada e

mantida no escuro, por 30 min, e a absorbancia determinada em 560 nm e as concentracdes de
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H>0, foram estimadas com base em curva de calibragdo, previamente preparada com padroes

de H>02, sendo os resultados expressos em nmol g™' de MF.

2.7.2. Analises de enzimas do sistema antioxidante

Para determinagdo da atividade das enzimas dismutase do superdxido (SOD, EC
1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e peroxidase (POX, EC 1.11.1.7) amostras de 0,3 g de
folhas e de raizes foram maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas em 2 mL de um
meio de extragao constituido de tampao de fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, contendo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM e
polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et al., 1999). O homogeneizado foi centrifugado
a 12.000 xg por 15 min, a 4 °C, e o sobrenadante utilizado como extrato enzimatico sendo
atividades determinadas pela adi¢do deste aos seguintes meios de reagdo:

e Tampao fosfato de potassio S0 mM, pH 7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro
tetrazolio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 uM, para SOD (Giannopolitis e
Ries, 1977);

e Tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 e H2O2 12,5 mM, para CAT (Havir e Mchale,
1987);

e Tampao fosfato de potassio 25 mM, pH 6,8, H2O2 20 mM e pirogalol 20 mM para POX (Kar
e Mishra, 1976).

A atividade da SOD foi conduzida a 25 °C, em camara de reacao sob iluminacao durante
por 5 min e medida a 560 nm. Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para inibir em 50% a fotorredu¢do do NBT e os resultados foram expressos em U
min! mg"! proteina (Beauchamp e Fridovich, 1971). Para CAT a atividade foi determinada
medindo-se o decréscimo na absorbancia, no primeiro minuto de reacao, a 240 nm, a 30 °C e
esta foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 36 M™' cm™ (Anderson et al.,
1995) e os resultados expressos em pmol de H>O> min"! mg™! proteina. Para a atividade da POX
foi medido o incremento da absorbancia durante o primeiro minuto de reagdo a 420 nm, a 25
°C, sendo a atividade calculada utilizando-se o coeficiente de extingfio molar de 2,47 mM™!' cm
! (Chance e Maehley, 1955) e os resultados expressos em pmol min™! mg™! proteina.

2.8.  Avaliacoes do metabolismo ascorbato-glutationa (AsA-GSH)

2.8.1. Ascorbato total, reduzido e oxidado (T-AsA, AsA e DHA)

A determinacdo da concentracdo de ascorbato total (T-AsA) e reduzido (AsA) foi
realizada em amostras de 0,3 g de folhas e de raizes, maceradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em 2 mL de TCA 5% (p/v), seguido de centrifugacdo a 12.000 xg, 15 min, a
4°C (Kampfenkel et al., 1995).
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Para determinagdo da concentragdo de T-AsA, uma aliquota de 10 puL. do sobrenadante
foi adicionada a 10 pL de ditiotreitol (DTT) 10 mM e 20 pL de tampao fosfato de potéssio 0,2
M, pH 7.4, e incubado a 42 °C, por 15 min, seguido da adi¢do de 10 pL de N-etilmaleimida
(NEM) 0,5% e mantido sob agitacao por 1 min, em temperatura ambiente. Apos a incubagao,
foram adicionados 150 pL de uma mistura contendo 50 pL. de TCA 10%, 40 uL de acido
fosforico (H3PO4) 42%, 40 uL de 2,2"-bipiridil 4% e 20 pL de cloreto de ferro (FeCls) 3%,
mantido sob agitagdao por 1 min e incubada, por 40 min, a 42 °C. Ap0s isso, a absorbancia foi
determinada em 525 nm (Kampfenkel et al., 1995).

Para a determinagdo da concentracdo de AsA, uma aliquota de 10 pL do sobrenadante
foi adicionada a 30 uL de tampao fosfato de potassio 0,2 M, pH 7,4, ¢ 160 uL de uma mistura
contento: 10 uL de dgua desionizada, 50 pL. de TCA 10%, 40 uL de (H3PO4) 42%, 40 pL de
2,2"-bipiridil 4%, 20 uL de FeCls 3%, mantida sob agitagdo por 1 min e incubagdo, a 42 °C, por
40 minutos. A absorbancia do extrato foi determinada em 525 nm. As concentragdes de T-AsA
e AsA foram estimadas com base em curva de calibragdo preparada com padroes auténticos de
acido ascorbico.

A concentragao de dehidroascorbato (DHA) foi quantificada a partir da diferenga entre
a concentracio de T-AsA e de AsA. Os resultados foram expressos em mg 100g-' de MF.
2.8.2. Determinacdo da atividade da oxidase do ascorbato (A0, EC 1.10.3.3)

Amostras de 0,3 g de folhas foram maceradas em nitrogénio liquido e, em seguida,
homogeneizadas em 1,2 mL de meio de extragdo constituido de acetato de s6dio 20 mM, pH
5,5, contendo cloreto de sddio 150 mM. O homogeneizado foi centrifugado a 20.000 xg por 20
min, a 4 °C, e o sobrenadante utilizado como extrato enzimatico (Cardello e Cardello, 1998).

A atividade da enzima foi determinada pela adicdo de 5 pL. do extrato enzimatico a 200
nL do meio de reagdo constituido de tampao fosfato de sddio 10 mM, pH 5,5, contendo 4cido
ascorbico 0,5 mM, e incubado por 5 min, a 30 °C. Seguiu-se a adi¢do de 65 pL de acido
cloridrico (HCI) 0,2 N e a leitura da absorbancia a 245 nm. Um branco para cada amostra foi
realizado da mesma maneira, sendo o HCI adicionado antes da amostra para determinar a
degradacgdo ndo especifica do ascorbato (Bergmeyer et al., 1983). A atividade enzimatica foi
calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 10 mM™' cm™ e os resultados
expressos em nmol de AsA min! mg™! proteina.

2.8.3. Determinagdo da atividade da peroxidase do ascorbato (APx, EC 1.11.1.11)

Amostras de 0,3 g de folhas e de raizes foram maceradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em 2 mL de meio de extracdo constituido de tampao fosfato de potassio 50

mM, pH 7,0, contendo EDTA 1 mM e &4cido ascorbico 1 mM. O homogeneizado foi
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centrifugado a 15.000 xg, por 15 min, a 4 °C, e o sobrenadante utilizado como extrato

enzimatico (Nakano e Asada, 1981).

A atividade da enzima foi determinada pela adicdo de 10 uL do extrato enzimatico a
185 uL do meio de reacdo constituido de tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, contendo
acido ascorbico 0,5 mM, e incubado por 3 min, a 25 °C, seguido da adi¢do de 5 pL. de H202 5
mM. O decréscimo na absorbancia, no primeiro minuto de reagdo, foi medido a 290 nm, a 25
°C. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingao molar de 2,8
mM! em™ (Nakano e Asada, 1981; Murshed et al., 2008) e os resultados expressos em pumol
de AsA min! mg™! proteina.

2.8.4. Determinacdo da atividade da redutase do monodehidroascorbato (MDHAR, EC
1.6.5.4), redutase do dehidroascorbato (DHAR, EC 1.8.5.1) e da redutase da
glutationa (GR, EC 1.6.4.2)

Amostras de 0,3 g de folhas e de raizes foram maceradas em nitrogénio liquido,
homogeneizadas em 2 mL do meio de extracdo constituido de tampao MES/KOH 50 mM, pH
6,0, contendo cloreto de potassio (KCl) 40 mM, cloreto de célcio (CaClz) 2 mM e acido
ascorbico 1 mM, seguido de centrifugacdo a 14.000 xg, por 10 min, a 4 °C, e o sobrenadante
utilizado como extrato enzimatico (Murshed et al., 2008), sendo as atividades determinadas a
25 °C adicionando-se de 10 pL do extrato enzimatico a 185 pL dos seguintes meios de reagao
a:

e Tampao HEPES 50 mM, pH 7,6, contendo acido ascérbico 2,5 mM e 0,25 mM de nicotin-

amida adenina dinucleotideo (NADH) para MDHAR;

e Tampao HEPES 50 mM, pH 7,0, contendo EDTA 0,1 mM e 2,5 mM de glutationa reduzida

(GSH) para DHAR;

e Tampao HEPES 50 mM, pH 8,0, contendo EDTA 0,5 mM e 25 mM de fosfato de dinucle-

otideo de adenina e nicotinamida (NADPH) para GR.

Ap6s 3 minutos de incubagdo foi adicionado 5 pL da enzima oxidase do ascorbato, 80
U mL™" (0,4 U no pogo), na mistura da MDHAR e decréscimo na absorbancia foi monitorado
durante 5 min a 340 nm sendo a atividade calculada utilizando-se o coeficiente de extingao

molar de 6,22 mM™' cm’!

, sendo os resultados expressos em nmol de NADH min™! mg’!
proteina. 5 uL de DHA 0,2 mM foi adicionado a mistura da DHAR e o e o incremento da
absorbancia, durante 5 min, foi medido a 265 nm sendo atividade da enzima foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 14 mM™! cm™ e os resultados expressos em
nmol de AsA min' mg! proteina. E, por fim, na mistura da GR foi adicionado 5 uL de

glutationa oxidada (GSSG) 0,5 mM e a leitura da absorbancia, durante 5 min, foi feita a 340
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nm. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 6,22
mM! cm e os resultados expressos em nmol de NADPH min™!' mg™! proteina (Murshed et al.,
2008).

2.8.5. Glutationa total, reduzida e oxidada (GSH e GSSG)

Amostras de 0,3 g de folhas e de raizes foram trituradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em 2 mL do meio de extracdo constituido de tampao fosfato de potassio 0,1
M, pH 7,5, contendo EDTA 5 mM (KPE), triton X-100 0,1% e acido sulfossalicilico 0,6%.
Seguiu-se a centrifugacdo a 12.000 xg, por 15 minutos, a 4 °C, e o sobrenadante utilizado nas
analises quantitativas (Rahman et al., 2007).

Para determinagdo da concentragdo de glutationa total 20 uL do sobrenadante foram
adicionados a 120 pL de uma mistura, na proporg¢ao 1:1 de 5,5'-ditiobis-(acido 2-nitrobenzdico)
(DTNB) 0,5 mM e GR 1 U mL"! e mantido em incubagiio a 25 °C, por 2 min. Em seguida foram
adicionados 60 pL. de NADPH 0,24 mM e determinada a absorbancia a 412 nm, durante 2 min,
com leituras a cada 30 seg. A concentragdo de GSSG foi determinada numa aliquota de 200 pL
do sobrenadante, obtido imediatamente ap6s a etapa de centrifugagdo, com a adi¢do de 4 pL de
2-vinilpiridina diluido (1:10 em KPE). A mistura foi agitada fortemente e mantida a temperatura
ambiente por 60 min, seguida da adi¢ao de 12 pL de trietanolamina diluida (1:6 em KPE). Apos
10 min, a concentracdo de GSSG foi determinada seguindo o mesmo procedimento descrito
para quantificacdo da glutationa total.

As concentragdes de glutationa total e GSSG foram estimadas com base em curva de
calibracdo preparada com padrdes auténticos. A concentragdo de GSH foi estimada pela
diferenca entre glutationa total e GSSG (Rahman et al., 2007). Os resultados expressos em nmol
g”! MF e a relagio GSH/GSSG também foi realizada.

2.8.6. Determinacgdo da atividade da sintetase da y-glutamilcisteina (y-GCS, EC 6.3.2.2)

Amostras de 0,3 g de folhas foram maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas
em 2 mL de um meio de extracdo constituido de tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, contendo
EDTA 5 mM. O homogeneizado foi centrifugado a 20.000 xg, por 20 minutos, a 4 °C, e o
sobrenadante utilizado como extrato enzimdatico. Uma aliquota de 100 pL desse extrato foi
adicionado a 900 puL do meio de reagdo constituido de tampao Tris-HCl 100 uM, pH 8,2,
contendo glutamato de so6dio 10 uM, L-aminobutirato 10 uM, EDTA 2 uM, 0,2 mg de albumina
sérica bovina (BSA), MgCl, 20 uM e trifosfato de adenosina (ATP) 5 uM. A mistura foi
incubada em banho-maria, a 37 °C, por 30 min e, entdo, a reagdo foi paralisada pela adicao de
100 pL de TCA 50 % (p/v) (Riiegsegger e Brunold, 1992). A mistura foi centrifugada a 10.000

xg, 10 min, em temperatura ambiente, e a concentracao de fosfato inorganico no sobrenadante
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foi determinado pelo método do fosfato-molibdato, com leitura de absorbancia a 720 nm
(Lindeman, 1958), sendo os resultados expressos pg g' Pi min"! mg™! proteina.
2.8.7. Determinacdo da atividade da sintetase da glutationa (GS, EC 6.3.2.3)

Amostras de 0,3 g de folhas foram maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas
2 mL do meio de extragdo constituido de tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, contendo EDTA 5
mM. O homogeneizado foi centrifugado a 20.000 xg, por 20 min, a 4 °C, e o sobrenadante
utilizado como extrato enzimatico. A atividade da enzima foi determinada pela adi¢cao de 100
pL do extrato enzimatico a 900 pL do meio de reagdo constituido de tampao Tris-HCl 100 mM,
pH 8,4, contendo KCI 50 mM, MgCl, 20 mM, y-glutamato-cisteina 0,5 mM, glicina 1 mM,
ATP 5 mM, fosfoenol piruvato S mM, DTT 5 mM e piruvato quinase 10 U/mL. A mistura foi
incubada em banho-maria, a 37 °C, durante 45 min e, entdo, a reagao foi paralisada pela adi¢ao
de 100 puL de TCA 50 % (p/v) (Cobbett et al., 1998). A mistura foi centrifugada a 10.000 xg,
por 10 min, em temperatura ambiente, ¢ o teor de fosfato inorganico no sobrenadante foi
determinado pelo método do fosfo-molibdato, por meio de leitura da absorbancia a 720 nm
(Lindeman, 1958), sendo os resultados expressos em pg g Pi min"! mg™! proteina.
2.8.8. Determinacgdo da atividade da peroxidase da glutationa (GPx, EC 1.11.1.9)

Amostras de 0,3 g de folhas foram maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas
em 2 mL do meio de extragdo constituido de tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5, contendo EDTA
1 mM e cloreto de magnésio (MgClz) 10 mM (Nagalakshmi e Prasad, 2001). O homogeneizado
foi centrifugado a 12.000 xg, por 15 min, a 4 °C, e o sobrenadante utilizado como extrato
enzimatico. Uma aliquota de 20 pL desse extrato foi adicionada a 180 pL do meio de reacdo
constituido de tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, contendo EDTA 1 mM, cloreto de
sodio (NaCl) 0,114 M, GSH 1 mM, NADPH 0,2 mM, H202 0,25 mM e | unidade de GR
(Nagalakshmi e Prasad, 2001). O decréscimo na absorbancia, no primeiro minuto de reacao, foi
medido a 340 nm, a 30 °C. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de
extingdo molar de 6,22 mM™' cm™! (Anderson e Davis, 2004) e os resultados expressos em nmol
min"' mg™! proteina.
2.8.9. Determinacgdo da atividade da sulfotransferase da glutationa (GST, EC 2.5.1.18)

Amostras de 0,3 g de folhas foram maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas
em 2 mL do meio de extragdo constituido de tampao Tris-HCI 0,2 M, pH 7,8, contendo EDTA
I mM, DTT 1 mM, PMSF 0,1 mM e PVPP 2 % (p/v) (Habig et al., 1974). O homogeneizado
foi centrifugado a 12.000 xg, por 15 min, a 4 °C, e o sobrenadante utilizado como extrato
enzimatico. A atividade da enzima foi determinada pela adi¢do de 20 pL desse extrato a 180

uL do meio de reacdo constituido de tampao fosfato de potéssio 0,2 M, pH 6,5, contendo GSH
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20 mM e l-cloro 2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 0,1 M (Nagalakshmi e Prasad, 2001). O
incremento na absorbancia, no primeiro min de rea¢do, foi medido a 340 nm, a 30 °C. A
atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 9,6 mM!

! e o0s resultados expressos em nmol min' mg™! proteina.

cm’
2.9.  Determinagdo de proteinas

A determinagdo de proteinas nos extratos enzimaticos foi realizada pelo método de
Bradford (Bradford et al., 1976), utilizando 20 puL de cada extrato enzimatico ¢ 200 uL do
reagente de Bradford, lido a 595 nm utilizando-se BSA como padrdo. Todas as analises
bioquimicas, com exce¢do a SOD e peroxidagdo lipidica, que foram realizadas em um
espectrofotometro UV/visivel (Hitachi, U-5100), foram realizadas em um leitor de microplacas
(Multiskan GO, Thermo Scientific).
2.10. Correlagio

Uma matriz de correlagdo de Pearson foi realizada para quantificar a relagdo entre os
parametros fisiologicos e bioquimicos com absor¢do de As e silicio nas diferentes partes da
planta e nos diferentes periodos de exposi¢do. A escala de valores no coeficiente de correlagao
varia entre +1 (indica uma relacdo positiva proxima) e -1 (indica uma relagdo negativa
proxima). A relagdo entre duas variaveis se torna mais fraca quando o valor do coeficiente se
aproxima de 0.
2.11. Delineamento experimental e andlise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC), em esquema fatorial (3x3) (fontes de arsénio x fontes de silicio), com 5
repeticdes em cada tratamento. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e,
quando significativos (p<0,05), foi realizada comparagdo de médias (teste de Tukey) por meio
do pacote estatistico ExpDes (Ferreira et al., 2018). Foi realizado, também, um teste F para
comparar a variancia quanto ao tempo de exposi¢ao aos tratamentos (24 e 72 h). A andlise de
correlagdo de Pearson foi realizada pelo pacote estatistico pacote corrplot (Wei et al., 2017). O
programa estatistico R (R Core Team, 2021) foi usado para realizar as analises estatisticas.
3. RESULTADOS
3.1.  Concentracdo de As, silicio e fator de translocagdo

A concentracdo de As foi maior nos tratamentos com As® do que com As'", tanto nas
raizes quanto nas folhas, mas a concentracdo de ambas as fontes aumentou com o periodo de

m g
, foi

exposicdo. Quando aplicado com Si, a concentracdio de As, no tratamento com As
diminuida em comparagdo ao tratamento com As" nos dois periodos de exposigdo, tanto em

folhas quanto nas raizes, enquanto que com SiNP isso se repete nas folhas, mas nas raizes s
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ocorre ap6s 72h de exposicao. Além disso, mesmo com a presenga de Si ou SiNP, o tempo de
exposi¢do teve um efeito acumulativo nas concentracdes de As (Figura 2A e B).
Entre as fontes de silicio, tanto SiNP quanto Si causaram redugdes significativas na

concentracdo de As!!"

e As" independente da parte da planta avaliada e do periodo de exposigio,
quando comparadas aos tratamentos sem silicio. Além disso, ndo houve diferenca entre Si e
SiNP quanto a qual dessas fontes causou maiores reducdes na concentragdo de As nem em
folhas nem em raizes. Concentragdes infimas foram observadas no controle, provavelmente,
devido a alguma contaminacdo durante o experimento e/ou realizagdo das andlises (Figura 2A
e B).
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Figura 2. Concentracdo de As e silicio em folhas (A) e (C) e raizes (B) e (D), respectivamente
e fator de translocagdo de As (E) e de silicio (F) em Lactuca sativa L. apos 24 ¢ 72 h de
exposicdo aos tratamentos: controle, As'™, AsY, Si, Si + As', Si + AsY, SiNP, SiNP + As'' e
SiNP + As". Médias seguidas por letra maitscula igual nio diferem entre fontes de As; médias
seguidas por letra minuscula igual ndo diferem entre fontes de silicio pelo teste de Tukey
(P<0,05) e * compara a variancia entre os periodos de exposi¢cdo aos tratamentos pelo teste F
(P<0,05).

" nhas raizes, nos dois

A concentragao de silicio aumentou no tratamento Si + As
periodos de exposi¢do em comparagdo a concentragio de Si + AsY e Si sozinho, que nio
diferiram entre si. Nos tratamentos com SiNP, a presenc¢a de As reduziu o acumulo de silicio
ap6s 24 h de exposigdo, mas ap6s 72 h isso ocorreu apenas para SiNP + As". Entre as fontes de
silicio, na auséncia de As, maiores concentracdes de silicio foram observadas para SiNP do que
para Si, nos dois periodos de exposi¢do, sem diferenca significativa entre os periodos. Ja nos
tratamentos com As, ndo houve muitas diferencas significativas quanto as fontes de silicio,
porém quanto ao periodo de exposigdo somente Si + As¥ ndo diferiu, tendo os demais
tratamentos apresentado maiores concentracdes de silicio apos 72 h de exposi¢ao (Figura 2D).

Nas folhas, independente de a fonte ser Si ou SiNP, maiores concentracdes de silicio
foram observadas na auséncia de As, nos dois periodos de exposi¢dao. Além disso, maiores
concentragdes de silicio foram observadas para SiNP, quando comparadas as fontes de silicio,
nos dois periodos de exposi¢do, ndo s nos tratamentos sem As, COmMo 0 que ocorreu nas raizes,
mas também nos tratamentos com As'' e As¥. As maiores concentrag¢des de silicio ocorreram
em 72 h, quando houve diferenca quanto ao periodo de exposi¢ao (Figura 2C).

O FT de As foi baixo, sendo que As’ e As'! diferiram apenas em 72 h de tratamento,

1

com menor FT para o As™ sem a presenca de silicio, mas sendo esse perfil de distribuicao
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mantido nos tratamentos com silicio. A presenca de silicio, seja nanoparticulado ou idnico, nao
alterou a translocacdo. Além disso ndao houve diferenga entre o periodo de exposicdo em
nenhum dos tratamentos (Figura 2E).

O FT de silicio, nos tratamentos sem As, nao diferiu para Si e SiNP, quando comparados

I

entre fontes de silicio. Na presenca de As"', no entanto, esse FT foi reduzido em 72 h de

exposicdo com SiNP, em comparacdo a SiNP sozinho, o que ndo foi observado no tratamento

contendo As" em nenhum dos periodos de exposi¢io. Com Si, em presenca tanto de As'!!

quanto
de AsY, houve reducdo do FT nos dois periodos de exposi¢cdo, em comparagio a Si sozinho,
sem diferenca entre As'! e AsV. Ademais, entre as fontes de silicio, o FT foi menor para Si do

e AsY e, assim como o FT de As, ndo houve diferenca

que para SiNP quando aplicados com As
entre o periodo de exposi¢do em nenhum dos tratamentos (Figura 2F).
3.2.  Sintomatologia visual

Sintomas visiveis de toxidez de As foram observados a partir de 24 h de exposicao,
evidenciados pelo menor volume e escurecimento das raizes que aumentaram com o0
prolongamento da exposi¢do. A aplicagcdo de Si ou SiNP revelou-se benéfica para as plantas

reduzindo a toxicidade do As e aumentado o volume radicular e o crescimento da parte aérea

na auséncia deste (Figura 3A e B).

35 cm
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35 cm

Figura 3. Sintomatologia visual das plantas de Lactuca. sativa L. antes e depois da aplicacao
dos tratamentos. Na parte superior, plantas no final do periodo de aclimatagdo e na parte inferior
ao final do periodo de 24 (A) e 72 h (B) de exposi¢do. Da esquerda para direita: controle, As',
AsY, Si, Si + As'™, Si+ AsY, SiNP, SiNP + As" e SiNP + As".
3.3. Alteracoes anatomicas

As imagens de MEV de raizes no tratamento controle, tanto com 24 h (Figura 4B)
quanto com 72 h de tratamento (Figura 5B) mostram um desenvolvimento radicular tipico para
essas plantas, com 4apices radiculares sem alteragdes visiveis, bem como as células epidérmicas
foliares no mesmo tratamento (Figura 4A e Figura 5A) apresentam uma anatomia tipica, com
estdmatos bem formados e sem alteragdes drésticas visiveis. J4 nos tratamentos com As''e AsV,
aplicados de forma isolada (Figura 4C-F e Figura 5C-F), tanto as raizes quanto as células
epidérmicas foliares apresentam altera¢des anatdmicas bem visiveis com deformagdes no apice
radicular e nas células da epiderme foliar, destacando-se os estOmatos, que apresentam

alteracdes severas, com perda de turgescéncia nas células estomaticas. Essas alteracdes sdo

ainda mais severas ao final do periodo de 72 h de tratamento (Figura 5C-F).
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Figura 4. Microscopia eletronica de varredura (MEV) de folhas e raizes de Lactuca sativa L.
ap6s 24 h de tratamento: controle (A e B), As™'(C e D), As¥V (Ee F), Si (Ge H), Si+ As"'(Ie
), Si+AsY(KeL), SINP (M e N), SiNP + As'' (O e P) SiNP + As¥ (Q e R).
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Figura 5. Microscopia eletronica de varredura (MEV) de folhas e raizes de Lactuca sativa L.
ap6s 72 h de tratamento: controle (A e B), As™'(C e D), As¥V (Ee F), Si (Ge H), Si+ As"'(Ie
), Si+AsY(KeL), SINP (M e N), SiINP + As'' (O e P) SiNP + As¥ (Q e R).



31

Algumas discretas alteracdes nas células epidérmicas, como estomatos deformados
ocorreram nos tratamentos com Si ou com SiNP (Figura 4G e M e Figura 5G ¢ M), sendo mais
evidentes em SiNP. Nas raizes alteracdes s6 sao observadas para SiNP, tendo o tratamento com
Si uma anatomia muito semelhante ao controle (Figura 4H e N e Figura SH e N).

Nos tratamentos contendo Si + As, independente da forma de As, nota-se menores
alteragdes nos aspectos anatomicos das raizes quando se compara estes com os tratamentos
contendo somente As ap6s 72 h de tratamento (Figura 5D, F, J e L), ndo sendo o mesmo
observado células epidérmicas que nao apresentam menores alteragdes tao claras, em nenhum
dos periodos de exposi¢do, ainda sendo possivel observar danos nas mesmas (Figura 4C, E, [ e
K e Figura 5C, E, I e K). O mesmo se repete, de forma geral, nos tratamentos contendo SiNP
(Figura 40-R e Figura 50-R).

3.4.  Anadlises fisiologicas
3.4.1. Concentragdao dos pigmentos cloroplastidicos

A concentragdo de clorofila a e b foi reduzida, nos dois periodos de exposi¢do, pela
aplicacdo de AsY, diferente dos resultados do As'!, cuja alteracdo foi verificada apenas na
concentragdo da clorofila b, com aumento ap6s 72 h. A concentragao de carotenoides aumentou

nos tratamentos com As'' e AsY com 24 h de exposicio, sem que isso ocorresse em 72 h. Na

1T

presenca de SiNP, nio houve diferenga nas concentragdes dos pigmentos com As' e As" nos

dois periodos de exposi¢do. Na aplicacao de Si também nao houve alteragdes na concentragao
de carotenoides em nenhum dos periodos de exposi¢do ao As™ e AsV, mas houve reducdes
sobre as concentragdes de clorofila a nos dois periodos de exposi¢do com As" e, apds 72 h, com
As'™', Para clorofila b houve uma redugdo com As" apds 72 h sem diferengas para o As'! (Figura

6A,Be Q).
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Figura 6. Concentracdo de clorofila a (A), b (B) e catotenoides (C) em Lactuca sativa L. apos
24 ¢ 72 h de exposi¢do aos tratamentos: controle, As', AsY, Si, Si+ As', Si+ AsY, SiNP, SiNP
+ As' e SiNP + AsY. Médias seguidas por letra maiiscula igual nio diferem entre fontes de
As; médias seguidas por letra minuscula igual ndo diferem entre fontes de silicio pelo teste de
Tukey (P<0,05) e * compara a variancia entre os periodos de exposi¢do aos tratamentos pelo

teste F (P<0,05).

I

Quando as fontes de silicio foram aplicadas com As'™ e AsY o Si ndo diferiu na maior

1T

parte das vezes do tratamento com somente As' ou AsV, apresentando em alguns tratamentos,

concentragdes maiores dos pigmentos, enquanto SiNP causou redug¢des na concentracdo de

M como quando aplicado com As" (Figura

todos os pigmentos tanto quando aplicado com As
6A,BeC).
3.4.2. Pardmetros de trocas gasosas

Entre as fontes de As, As’ causou uma reducio significativa da taxa de assimilagdo

1II

liquida de carbono (A) e condutincia estomatica (gs) em comparagdo ao As" apos 24 h. Apos

72 h ndo houve diferenca entre As'' e AsY, mas ambas as fontes causaram reducio em

Mou AsY e

comparagao ao controle nos dois periodos de exposi¢dao. Nos tratamentos com As
silicio, seja Si ou SiNP, houve reducdes significativas nesses parametros em comparagao a
aplicagio de silicio sem As, nio havendo diferenca entre As e As¥, com reducdes mais severas
apds 72 h de exposi¢do, enquanto que os tratamentos sem As e com silicio obtiveram
incremento nesses parametros apos 72 h (Figura 7A e B).

A transpira¢io (E) foi mais afetada pelo As" em 24 h de exposi¢do, porém, apos 72 h, a

" mas ambas foram menores que o controle nos dois

reducdo foi maior nos tratamentos com As
periodos de exposicao. Quando as fontes de As foram aplicados com SiNP, os tratamentos com

AsY tiveram os menores valores de E, em 24 h, mas As'"! também obteve reducio em relacio
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I

ao SiNP sem As. Em 72 h, os tratamentos com As'" e AsY ndo diferiram, mas apresentaram

menores valores de E que o tratamento com apenas SiNP. Quando aplicadas com Si, As'' e AsY
nao diferiram entre si, mas causaram uma reducao na E nos dois periodos de exposi¢ao quando

comparados aos tratamentos sem As (com somente Si) (Figura 7C).
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Figura 7. Taxa de assimilagdo liquida de carbono (A) (A), condutincia estomatica (gs) (B),
transpiracao (C) e concentragdo interna de carbono (C;i) (D) em Lactuca sativa L. apds 24 € 72
h de exposi¢do aos tratamentos: controle, As'!, AsV, Si, Si + As'!, Si + AsY, SINP, SiNP + As'!
e SiNP + AsY. Médias seguidas por letra maitiscula igual ndo diferem entre fontes de As; médias
seguidas por letra minuscula igual nao diferem entre fontes de silicio pelo teste de Tukey
(P<0,05) e * compara a variancia entre os periodos de exposicdo aos tratamentos pelo teste F
(P<0,05).

A concentragio interna de carbono (C;) foi maior nos tratamentos com As", nos dois

M apos 72h, que por sua

periodos de exposi¢ao em relacdo ao controle, mas ndo diferiu de As
vez foi menor que o controle apos 24 h, mas nao apds 72 h. Quando aplicados com SiNP nao

houve diferenca entre estes tratamentos apos 24 h, mas ap6és 72 h As" causou um aumento do
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Ci. Com a utilizagdo do Si, sem As, as plantas tiveram maiores valores de Ci em comparagao

1

com os tratamentos com As' e As" apds 24 h, mas com 72 h ocorreu o contrario, nio havendo

111

diferenca entre Si com Ase AsY nos dois periodos exposi¢do (Figura 7D).

Independente da fonte de silicio utilizada, quando comparadas entre si, o parametro A

ndo diferiu nos tratamentos contendo As'!

. Os parametros gs e E tiveram reducdo em 24 h nos
tratamentos com Si, mas em 72 h a tnica diferenga observada foi o incremento em E, causado
pelo Si, em comparagio a SiNP e a auséncia de silicio (somente As'™") (Figura 7A, B e C). O
parametro C; ndo variou entre Si e SINP e nem em comparagdo a fonte sem silicio em 24 h. A
unica alteracdo ocorreu em 72 h, com incremento de Ci nos tratamentos com Si (Figura 7D).

Quando aplicado com As", de modo geral, os tratamentos com Si e com SiNP causaram
aumentos A, gs e E, ap6s 24 h de exposi¢do, especialmente SiNP, mas isso ndo foi prolongado
pelas 72 h, também de maneira mais significativa para SiNP (Figura 7A, B e C). Para C; tanto
Si quanto SiNP causaram uma diminui¢do ap6s 24 h, especialmente Si, mas, apos 72 h, ambas
as fontes causaram um aumento em relacdo ao tratamento sem silicio, ndo havendo diferenca
entre Si e SINP quanto magnitude desse aumento (Figura 7D).

O prolongamento do periodo de exposi¢do, de modo geral, causou efeitos ainda mais

I sendo neste

negativos nos tratamentos com As, sendo mais evidentes nos tratamentos com As
1sso notado independentemente da presenca do silicio (Figura 7A, B, C e D). Notou-se, ainda,
de maneira interessante, que a aplicagdo de silicio, seja Si ou SiNP, sem a presenca de As, leva
de a incrementos de A, gse E ap6s 72 h sendo estes mais acentuados por Si do que por SiNP
(Figura 7A, B e C). O mesmo ndo ¢ observado para C;, que ndo diferiu entre fontes de silicio
nem mesmo do controle, de maneira geral (Figura 7D).
3.5.  Anadlises bioquimicas
3.5.1. Metabolismo oxidativo
3.5.1.1. Peroxidacao lipidica

Os danos as membranas, demonstrados pelos valores de peroxidagdo lipidica, foram
maiores nos tratamentos com As'! do que nos com As" mas ambas as fontes causaram maiores
danos que o controle nos dois periodos de exposi¢ao, sendo nas folhas danos maiores com 24

e AsV resultou em uma maior

h de exposigdo para As'' e AsV. A aplicagdo de SINP com As
peroxidacao lipidica nas folhas e em raizes do que a aplicacdo de SiNP sem As e resultados
semelhantes sdo obtidos com a aplicacdo de Si, com excegdo a aplicacdo deste com As" apds
72 h nas raizes que foram menores que a aplicacdo de Si isolado (Figura 8A e B). Nas folhas, a
peroxidacdo lipidica na aplicacdo de fontes de silicio com As foi maior com As''do que do que

com As" apds 72 h, sendo, nesta parte da planta, os danos maiores ocorridos com 24 h de
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exposicao nesses tratamentos (Figura 8A). Nas raizes, com Si, os danos foram maiores com

As™ do que com AsY nos dois periodos de exposi¢io enquanto que com SiNP ndo houve

111

diferenca entre As™ e AsY em nenhum dos periodos de exposi¢do e os danos foram maiores

com As apos 72 h de exposicio (Figura 8B).
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Figura 8. Peroxidacao lipidica em folhas (A) e raizes (B) de Lactuca sativa L. apés 24 ¢ 72 h
de exposicio aos tratamentos: controle, As', AsV, Si, Si + As'!, Si + AsV, SiNP, SiNP + As'!
e SiNP + AsY. Médias seguidas por letra maitiscula igual nio diferem entre fontes de As; médias
seguidas por letra minuscula igual ndo diferem entre fontes de silicio pelo teste de Tukey
(P<0,05) e * compara a variancia entre os periodos de exposicdo aos tratamentos pelo teste F
(P<0,05).

Quanto as fontes de silicio, tanto Si quanto SiNP reduziram a peroxidag¢do lipidica em

1

folhas e raizes causada por As'' e por AsY, porém, de maneira geral, o SiNP apresenta maiores

redugdes desses danos. De maneira interessante, o prolongamento dos tratamentos com Si nas

e a0 AsY aumentou a agdo protetora em relagio aos danos oxidativos

plantas expostas ao As
tanto em folhas quanto em raizes, enquanto que para SiNP isso s6 ocorreu em folhas (Figura
8A e B).
3.5.1.2. Concentracdo de peroxido de hidrogénio (H:0:)

As concentracdes de H>O, aumentaram nos tratamentos contendo As, independente da
presenca de silicio, tanto em folhas quanto em raizes (Figura 9A e B). Entretanto, nas folhas,

M do que para As" quando aplicado com SiNP,

esse acréscimo foi menos pronunciado para As
nos dois periodos de exposi¢do, enquanto que para Si isso ocorreu apds 24 h, mas se inverteu

apods 72 h (Figura 9A).
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Figura 9. Concentracdo de H>O> em folhas (A) e raizes (B) de Lactuca sativa L. apos 24 e 72
h de exposi¢do aos tratamentos: controle, As'!, AsY, Si, Si+ As™!, Si+ AsY, SINP, SiNP + As'!
e SiNP + AsY. Médias seguidas por letra maitiscula igual ndo diferem entre fontes de As; médias
seguidas por letra minuscula igual ndo diferem entre fontes de silicio pelo teste de Tukey
(P<0,05) e * compara a variancia entre os periodos de exposicao aos tratamentos pelo teste F
(P<0,05).

M do que para AsY na

Nas raizes, por sua vez, a concentracdo H>O» foi maior para As
presenca de SiNP, enquanto que para Si ocorreu 0 mesmo comportamento visto nas folhas
(Figura 9B). De modo geral, quanto ao periodo de exposicdo, houveram aumentos nas na
concentragdo de H>O2 no periodo inicial de exposi¢do caindo apds 72 h, indicando que a
produgdo de H20: ocorre de maneira bastante rapida nas folhas (Figura 9A e B). Porém os
tratamentos Si + As'' e As'!! tiveram incrementos apenas apdés 72 h o que pode ser devido a

competicdo do As'™

e Si pelos sitios de absor¢ao e pela complexacdo com fitoquelatinas,
respectivamente (Figura 9A e B).

Entre as fontes de silicio tanto Si quanto SiNP, de maneira geral, causaram redugdes na
concentracdo de H>O», porém houve dependéncia entre os fatores. Enquanto Si causou uma
queda maior que SiNP na presen¢a de As" nas folhas o contrario foi observado nas raizes nos

M uma redugdo maior foi causada por Si apds 24 h e

dois periodos de tratamento. J& para As
por SiNP apds 72 h tanto em folhas quanto em raizes (Figura 9A e B).
3.5.2. Enzimas do sistema antioxidante
3.5.2.1.Atividade da dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POX)

A exposi¢ao das plantas ao As induziu aumento na atividade da SOD nas folhas e nas
raizes, e isso ocorreu especialmente com AsY, sendo que com As'! isso ocorreu com 24 h nas

folhas e com 72 h nas raizes, tendo, de maneira geral, maiores aumentos na atividade
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observados apds 72 h de exposicao nesses tratamentos (Figura 10 A e B). O fornecimento de
SiNP juntamente com As" e As", nas folhas, manteve o aumento da atividade da enzima em
24 h, mas em 72 h esse incremento ndo foi observado. Ja com Si a atividade da enzima

aumentou nos dois periodos de exposi¢do, mas foi a mesma quando se compara As'! e AsY

1

(Figura 10A). Nas raizes, quando As, seja As' ou As", foi aplicado com SiNP, apés 72 h, houve

aumentos significativamente mais altos em relagdo ao SiNP sem As no mesmo periodo,

111

enquanto que com Si, As¥ causou aumento apos 24 h e As'™! apos 72 h, sendo estes aumentos

mais altos nestes respectivos periodos de exposicao (Figura 10B). Diferencas entre as fontes

1T

silicio, nos tratamentos com As", ocorreram apenas de forma mais significativa nas raizes, com

ambas as fontes reduzindo a atividade da SOD apés 72h. Com As" ocorreram em ambas as
partes da planta, com maior efetividade para SiNP. (Figura 10A e B).

A atividade da CAT foi aumentada tanto por As'! quanto por AsY, porém um aumento

1T

mais expressivo foi observado no tratamento com As™, especialmente nas raizes, que aumentou

com o periodo de exposi¢ao. De maneira geral a atividade também aumentou quando as plantas

111

foram expostas a As' e a As¥ com Si e SiNP. Porém, entre fontes de silicio, diferente do que

aconteceu para SOD, aumentos adicionais foram sdo causados por SiNP na presenca de As''e
AsY na maior parte dos tratamentos o que niio é observado para Si, que nas folhas nio difere

M ou AsV e nas raizes causa reducdo da atividade em ambos

dos tratamentos com somente As
os periodos de exposicao (Figura 10 C e D).

Assim como visto para SOD e CAT, As' e AsY, sem a aplicagdo de silicio, aumentaram
significativamente a atividade da POX nas folhas e nas raizes, nos dois periodos de aplicagdo,

M enquanto que para As" houve,

porém sem diferenca quanto ao periodo de exposi¢do para As
sendo nas folhas maior atividade com 24 h e nas raizes com 72 h de exposi¢do. Na presenca de
Si, As" e AsY também causaram aumento da atividade da enzima, enquanto que com SiNP isso
s6 ocorreu nas folhas. Em relacdo as fontes de silicio, a forma i6nica apresentou uma inducao

da atividade maior do que SiNP. No entanto, ambas as fontes causaram reducao em relagdo aos
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tratamentos com As isoladamente. Interessante observar que a aplica¢do de silicio reduziu a

atividade dessa enzima, independente da presenca de As (Figura 10E e F).
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Figura 10. Atividade da dismutase do superoxido (SOD) em folhas (A) e raizes (B), catalase
(CAT) em folhas (C) e raizes (D) e da peroxidase (POX) em folhas (E) e raizes (F) de Lactuca
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sativa L. apds 24 e 72 h de exposi¢do aos tratamentos: controle, As'!, AsY, Si, Si + As'', Si +
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AsY, SiNP, SiNP + As', SiNP + As". Médias seguidas por letra maitscula igual ndo diferem
entre fontes de As; médias seguidas por letra minuscula igual ndo diferem entre fontes de silicio
pelo teste de Tukey (P<0,05) e * compara a variancia entre os periodos de exposi¢ao aos
tratamentos pelo teste F (P<0,05).
3.6. Avaliagoes do metabolismo ascorbato-glutationa (AsA-GSH)
3.6.1. Concentragdo de ascorbato total, reduzido e oxidado (T-AsA, AsA e DHA)

Nas folhas, a concentracao de T-AsA aumentou e a de AsA diminuiu quando estas foram
tratadas com As'! e AsY, que ndo diferiram entre si tanto com 24 quanto com 72 h, o que
resultou em maior concentragdo de DHA, sendo estes ndo alterados pelo periodo de exposi¢ao

I

aos tratamentos. Quando aplicadas com SiNP, As e AsY ndo diferiram entre si nos dois

periodos de exposi¢do para T-AsA, mas para AsA a concentracdo foi menor com As'!!

apos 24
h e a concentracdo de DHA maior no mesmo periodo. Com Si ocorreu o mesmo visto com SiNP
para T-AsA, mas para AsA a concentracdo foi maior para As¥ apos 72 h, mas isso nio gerou
concentragdes de DHA menores no mesmo periodo (Figura 11A, C e E).

Tanto o silicio i6nico quanto nanoparticulado causaram menores concentragdes de DHA

I

na presenca de As'' e AsV e, especialmente o SiNP que causou, também, menores concentragdes

de T-AsA do que a aplicacdo de As sem silicio, causando a depender da fonte e do periodo de
exposicao maiores concentracoes de AsA, mas em nenhum deste menores concentragdoes do
mesmo o que pode estar ligado a menor concentracdo de As nessa parte da planta e
consequentemente uma menor oxidagdo e necessidade de biossintese desse composto pelo
menor estresse pelo As (Figura 11A, C e E).

Nas raizes, entretanto, as fontes de As resultaram em acimulo diferencial de T-AsA e

1T

DHA, com maiores concentragdes nas plantas expostas ao As'", a0 passo que a concentragao

de AsA reduziu neste tratamento. Porém, As" ainda causou uma alta concentragio de DHA e
uma menor concentragdo de AsA em relacdo ao controle nos dois periodos de exposi¢do. A
aplicacdo de SiNP com As causou menores concentracoes de DHA apos 72 h e aumentou a
concentracdo de AsA no mesmo periodo, sem diferir na concentragdo de T-AsA nos dois

periodos de exposi¢do, em relagdo a aplicagdo de SiNP sem As. Ja com Si, a concentragdo de

1II

T-AsA e DHA foi maior nos dois periodos de aplicacdo, especialmente com As™ mas AsA sé

I

aumentou para As' ap0s 72 h em relagdo a aplicacdo de Si sem As (Figura 11B, D e F).

Quando comparadas entre si, ambas as fontes de silicio causaram menores

1II

concentragdes de DHA e maiores de AsA de maneira geral, tanto com As'™ quanto com As,



sendo para T-AsA uma menor concentragdo observada para SiNP com As
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do que para Si e

com As" ambas as fontes de silicio causaram redugdo apds 24 h (Figura 11B, D e F).
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Figura 11. Concentracdo de ascorbato total (T-AsA) em folhas (A) e raizes (B), ascorbato

reduzido (AsA) em folhas (C) e raizes (D) e ascorbato oxidado (DHA) em folhas (E) e raizes
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(F) de Lactuca sativa L. apos 24 e 72 h de exposi¢io aos tratamentos: controle, As™, As, Si,
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Si+ As'™, Si+ AsV, SiNP, SiNP + As', SiNP + As". Médias seguidas por letra maifiscula igual
ndo diferem entre fontes de As; médias seguidas por letra minascula igual ndo diferem entre
fontes de silicio pelo teste de Tukey (P<0,05) e * compara a variancia entre os periodos de
exposicao aos tratamentos pelo teste F (P<0,05).
3.6.2. Atividade da oxidase do ascorbato (40)

A oxidagdo do ascorbato, catalisada pela AO, foi significativamente aumentada pela

111

presenca de As, sem diferenca entre As' e AsY apos 72 h, e de forma mais pronunciada no

periodo nesse periodo de exposi¢ao. A aplicagdo do silicio, em ambas formas quimicas, causou
aumento na atividade da enzima, na presenca de As apos 24 h, porém apos 72 h a atividade caiu

I

com SiNP na presenca de As™ e ndo diferiu, com a aplicagdo de Si, do tratamento sem As

(Figura 12).
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Figura 12. Atividade da oxidase do ascorbato (AO) em folhas de Lactuca sativa L. ap6s 24 e
72 h de exposi¢do aos tratamentos: controle, As'™, AsY, Si, Si + As', Si + AsY, SiNP, SiNP +
As'!, SiNP + AsV. Médias seguidas por letra maitscula igual nio diferem entre fontes de As;
médias seguidas por letra mintscula igual ndo diferem entre fontes de silicio pelo teste de Tukey
(P<0,05) e * compara a variancia entre os periodos de exposicdo aos tratamentos pelo teste F
(P<0,05).

Entre fontes de silicio, a aplicacdo de Si causou redugio na atividade da AO com As"

apo6s 72 h, enquanto que SiNP ndo. Aumentos adicionais com As'!

apos 24 h foram causados
pelo Si, ndo observados para SiNP. Sendo que, ap6s 72 h, ambas as fontes causaram reducao
da atividade, sendo esta de forma mais significativa para SiNP do que para Si quando

comparado ao tratamento com somente As'' (Figura 12).
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3.6.3. Atividade da peroxidase do ascorbato (APx)

A atividade da APx foi significativamente aumentada, nas folhas, pela presenca de As,

111

sendo maior pra o As" no periodo inicial de exposi¢do e para o As¥ em 72 h. A aplicagio das

fontes de As com SiNP resultou em acréscimo da atividade apenas para o As", nos dois periodos

I

de exposicdo. Com Si tanto As' quanto AsY levaram a aumentos dessa enzima nos dois

periodos de exposigdo, mas As" causou aumentos mais significativos. Em nenhum dos

111

tratamentos com As'' e As em conjunto com Si ou SiNP houve diferenca entre o periodo de

exposicio, enquanto que a aplicacdo destes sem as fontes de silicio houve, com As' causando

aumento da atividade apds 24 h e As¥ apés 72 h de exposigdo (Figura 13A).
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Figura 13. Atividade da peroxidase do ascorbato (APx) em folhas (A) e raizes (B) de Lactuca
sativa L. apds 24 e 72 h de exposi¢do aos tratamentos: controle, As'™!, AsY, Si, Si + As™, Si +
AsY, SiNP, SiNP + As™, SiNP + As". Médias seguidas por letra maitiscula igual nio diferem
entre fontes de As; médias seguidas por letra minuscula igual ndo diferem entre fontes de silicio
pelo teste de Tukey (P<0,05) e * compara a varidncia entre os periodos de exposi¢do aos
tratamentos pelo teste F (P<0,05).

Quando se compara as fontes de silicio, nota-se que tanto SINP quando Si causaram
reducio na atividade dessa enzima quando aplicado com As'! nos dois periodos de exposicio,
mas que SiNP causou uma redugdo mais significativa que Si. E isso se repete com As¥ com 72
h de exposi¢do, mas com 24 h uma reducao ¢ observada apenas para SiNP, enquanto Si nao
difere do tratamento contendo apenas As" (Figura 13A).

Nas raizes, assim como nas folhas, o As também causou um aumento na atividade da
APx, mas, nesse caso, os maiores valores foram obtidos nos tratamentos com As", em 24 h, e

I

com As"', em 72 h, sendo a maior atividade em ambos nos periodos de exposi¢ao supracitados.

A aplicacao de As com SiNP resultou em incrementos na atividade da enzima das plantas
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expostas ao As" nos dois periodos de exposi¢do, mas para As'!!

houve reducdo apo6s 72 h de
exposi¢do, enquanto com o Si houve aumento da atividade nos tratamentos com ambas formas
de As, com 24 h isso ocorreu de forma mais acentuada com As¥ e com 72 h com As'! (Figura
13B).

Entre as fontes de silicio, SINP causou redu¢do da atividade com 72 h, enquanto Si

causou aumento nos dois periodos de exposicdo na presenca de As'!

em comparagdo ao

tratamento sem silicio. J4 com As" foi SiNP quem causou aumento nos dois periodos de

exposicdo, enquanto com Si isso ocorreu apenas com 24 h e ndo diferiu apos 72 h do tratamento

sem silicio (Figura 13B).

3.6.4. Atividade da redutase do monodehidroascorbato (MDHAR), redutase do
dehidroascorbato (DHAR) e da redutase da glutationa (GR)

111

A presenca de As, em folhas, seja As'! ou AsY, aumentou ou nio diferiu do tratamento

sem As nas atividades da MDHAR e da DHAR. Para a atividade da GR foi observado um

111

comportamento diferente tendo o As™", nos dois periodos de exposi¢ao, diminuido a atividade

dessa enzima, que apesar de ter sido aumentada apo6s 72 h ainda foi menor que o controle. Com

'na DHAR, os demais tratamentos com somente fontes de As

excec¢do do tratamento com As
promoveram aumento da atividade com o aumento do periodo de exposi¢cdo. A aplicagdo de
SiNP tanto com As'! quanto com As" levou a aumentos da atividade da GR e da DHAR nos
dois periodos de exposi¢do, mas para MDHAR houve reducio com As" nos dois periodos de

1

exposi¢do e com As" com 24 h, sendo que nessa enzima a aplicagdo de SiNP, mesmo sem As,

levou a aumentos muito significativos da sua atividade. Com Si, de forma geral, as atividades

e aumentadas com AsY apos 24 h de exposi¢io e 0 mesmo

foram diminuidas quando com As
se repetiu para GR ap6s 72 h, mas para DHAR nao houve diferenca e para MDHAR ocorreu o
contrario (Figura 14A, Ce E).

Entre as fontes de silicio, quando aplicadas com As'! houve bastante variagdo, mas de
maneira geral SiNP causou um aumento em relagio ao tratamento com apenas As'!! enquanto
Si causou redugdo. Com AsY, SINP causou aumento em MDHAR, nos dois periodos de
exposi¢do, enquanto na atividade da GR isso ocorreu apenas com 24 h de exposi¢ao e na DHAR

foi notada uma redu¢do com 72 h de exposi¢do. Para Si houve um aumento na atividade com

24 h das trés enzimas, mas reducao apos 72 h de exposicao (Figura 14A, C e E).
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Figura 14. Atividade da redutase do monodehidroascorbato (MDHAR) em folhas (A) e raizes
(B), redutase do dehidroascorbato (DHAR) em folhas (C) e raizes (D) e da redutase da
glutationa (GR) em folhas (E) e raizes (F) de Lactuca sativa L. ap6s 24 e 72 h de exposi¢do aos
tratamentos: controle, As'", AsY, Si, Si + As'l, Si + As", SiNP, SiNP + As', SiNP + As".

Médias seguidas por letra maiuscula igual ndo diferem entre fontes de As; médias seguidas por



45

letra minuscula igual ndo diferem entre fontes de silicio pelo teste de Tukey (P<0,05) e *
compara a variancia entre os periodos de exposi¢cdo aos tratamentos pelo teste F (P<0,05).

m quanto AsY causaram aumentos nas

Nas raizes, ap6s 72 h de exposicao, tanto As
atividades das trés enzimas em relacdo ao controle, mas com 24 h As" continuou causando
aumento da MDHAR enquanto As' diminuiu, ja na GR ocorreu o contrario e na DHAR ambos

causaram reducdo. A aplicagio de As'!!

com tanto com SiNP quanto com Si resultou em reducao
da atividade da MDHAR e da DHAR, mas aumento na GR, de modo geral, quando comparado
a0 SiNP ou Si sem As. Ja quando com AsY, com SiNP, houve aumento da atividade da MDHAR
e reducdo da DHAR e GR nos dois periodos de exposi¢do, que também ocorreram com Si, com
excecdo da atividade da MDHAR com 72 h de exposicdo, de maneira geral (Figura 14B, D e
F).

111

Quando as fontes de silicio sdo aplicadas com As™, de modo geral, SiNP ndo causou

diferenca ou aumentou as atividades enzimaticas, enquanto Si reduziu em comparacio a As'!
sem nenhuma fonte de silicio e, quando aplicadas com As", os efeitos vistos foram muito
dependentes do periodo de exposi¢cdo. Para MDHAR, SiNP causou um aumento apds 24 h mas
redugdo apos 72 h, enquanto com Si foi o contrario. J4 para DHAR houve aumento nos dois
periodos de exposi¢do, porém Si causou aumentos mais significativos apos 24 h enquanto SiNP
ap6és 72 h, enquanto que para GR Si causou aumento em ambos os periodos de exposicao
enquanto SiNP causou aumento apoés 24 h, mas redu¢do da atividade apds 72 h, sendo o
aumento causado por Si mais significativo que o causado por SiNP (Figura 14B, D e F).
3.6.5. Concentracgdo de glutationa total, reduzida e oxidada (GSH e GSSG)

As folhas das plantas expostas ao As, por 24 h, apresentaram acréscimos nas

I

concentragdes de glutationa total, GSH e GSSG, quando tratadas com As", e diminui¢do

naquelas expostas ao As", com excegio de GSSG com As", que ndo diferiu do controle. Em 72

" quanto por AsV,

h, entretanto, GSH e glutationa total tiveram decréscimo tanto por As
enquanto que para GSSG ndo houve diferenca entre estes e o controle, mas As'! apresentou
uma concentra¢io maior de GSSG do que As". A aplicagiio de SiNP nos tratamentos com As,
com 24 h, manteve inalterada a concentracdo de glutationa total, resultado da diminuicao da
concentracdo da forma reduzida (GSH) e aumento da forma oxidada (GSSG). Apos 72 h, a
concentragio glutationa total foi aumentada quando aplicada com As''e a de GSH diminuida
com AsY, mas isso nfio resultou em aumentos ou redu¢des de GSSG por ambas as formas de

As quando comparados ao tratamento sem As. Quando aplicados com Si, entretanto, tanto com

As" quanto com As", houve redugio em todas as formas de glutationa com 24 h de tratamento,
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especialmente nos tratamentos com As¥. Com 72 h, ocorreu o contrario a ndo ser em GSSG

com As" que continuou menor que o controle. (Figura 15A, C ¢ E).

A

20
= SINP2mM - 24h
aA* N SiNP 2 mM - 72h
2 I bA* aA* [ Si2mM - 24h
E 15 | I . Si2mM - 72h
- bA*[| = SionM-24n
%ﬂ S0 M - T2h
E10 Jpar o bA*
E bB
2
-]
2 8
E
=
] 0 Ll
As 0 uM As™ 50 uM  AsY 50 uM
Fontes de arsénio
16 [ SINP 2 mM - 24h
14 | BN SiNP 2 wM - 72h
= Si2 mM - 24h
EEEN Si2 mM - 72h
T At A" m Si0M- 2
=} B Si0mM - 72h aB*
S 10 - I
Ten ] -
g
g 61
&
7 4
Qo
2 4
0 ¥

10

GSSG (nmol g’ MF)
F =

As 0 uM As 50 pM AsY 50 uM
Fontes de arsénio

aA¥ [ SiNP 2 mM - 24h
B SINP 2 mM- 72h

I 7 si2mM-24h

S 2 mM - 72h

1 Si0OmM - 24h

*
HIA N Si 0 mM - 72h

As 0 pM

As™ 50 pM

Fontes de arsénio

As¥ 50 uM

B

[
(=)

p—
w

[ SiNP 2 mM - 24h
BN SiINP 2 mM - 72h
C— Si2mM - 24h
B Si2mM - 72h
1 Si0mM - 24h

- aA* A%
0 i L SiOnM-72h
=) s o IaA aA™ aA* aAuls aA
E i | bBYR [ aA -
E bB
=] bB T
<
£ 97
=
=t
B 4 || |
As 0 pM As™ 50 uM  AsY 50 M
Fontes de arsénio
12 =1 SINP2mM - 24h
E SiNP2mM- 72h
10 - 1 8i2 mM - 24h
8 B Si2 M - 72h
aA* aA =1 Si0 mM - 24h
£ 8 T I -0 wM - 72h
= ol ;
o) bBus aA L aA
eho6 bAB
E & bA -
bB*
E 4 cB T
75
S 4 ] b
0 A L) I
As 0 uM As™ 50 M AsY 50 uM
Fontes de arsénio
10 = SINP 2 mM - 24h
m— SiNP 2 mM - 72h
aA* 1 Si2mM - 24h
8 4 E Si2 uM - 72h
=5 I [0 Si0mM - 24h
E g - Si0mM - 72k
ns
- 6 1 HA, aA™ g Ax
en
=)
g 4
&}
74
5 2]
0 A

As 0 uM

As™ 50 uM

Fontes de arsénio

As¥ 50 uM



47

12 === SiNP 2 uM - 24h 8 1 [ SiNP2mM - 24h
B SINP 2 mM - 72h aA¥* 7 | W SINP2mM - 72h
10 { === Si2mM-24h ] [ 8i2mM - 24h aA*
B Si2mM- 72h | — Si2 M - 72h
0 Si0mM - 24h 6 1 — siomM-24n
8 | = Si0mM- 721 Si0mM - 72k
8 10 ml h 8 5 1 N S50 il
2 2
Q 6 O 4 -
jus) an)
7] aA* @ 3
@ 44 aA T &=
i bB #
2 bA ] bi bB
= T ‘ 0 - :
AsOpM  As™ 50uM  AsY 50 pM As 0 pM AsT 50 M AsY 50 uM
Fontes de arsénio Fontes de arsénio

Figura 15. Concentragdo de glutationa total em folhas (A) e raizes (B), glutationa reduzida
(GSH) em folhas (C) e raizes (D), glutationa oxidada (GSSG) em folhas (E) e raizes (F) e
relacdo GSH/GSSG em folhas (G) e raizes (H) de Lactuca sativa L. ap6s 24 ¢ 72 h de exposi¢ao
aos tratamentos: controle, As'™, AsY, Si, Si + As'™, Si + AsY, SiNP, SiNP + As', SiNP + AsV.
Me¢édias seguidas por letra maitscula igual ndo diferem entre fontes de As; médias seguidas por
letra minuscula igual ndo diferem entre fontes de silicio pelo teste de Tukey (P<0,05) e *
compara a variancia entre os periodos de exposi¢do aos tratamentos pelo teste F (P<0,05).

Quando as fontes de silicio foram aplicadas com As'!!

, SINP reduziu as concentragoes
de todas as formas de glutationa ap6s 24 h e apds 72 h ndo diferiu do tratamento com apenas
As"™. J4 Si diminuiu a concentragdo de glutationa total apos 24 h e da mesma forma ocorreu
para GSSG, aumentado a concentragdo desta apds 72 h, ndo resultando em concentragdes

diferentes do tratamento com apenas As'!!

para GSH nos dois periodos de exposi¢do. De modo
geral, SiNP causou reduc¢des maiores que nas trés formas de glutationa que Si na presenga de
As"™ o que ndo necessariamente é uma coisa boa, mas sim pode estar ligado a baixa
concentracdo de As nessa parte da planta e uma concentragdo maior dessa fonte de silicio nas
folhas, portanto uma menor toxicidade por As e menor biossintese desse antioxidante. Com
AsY, a concentragdo de glutationa total ndo foi alterada com 24 h de exposi¢do, mas a
concentracdo de GSH foi aumentada tanto por SiNP quanto por Si e a concentragdo de GSSG
decaiu. Apos 72 h a concentragdo de glutationa total foi reduzida por SiNP e a de GSH por
ambas as fontes de silicio, sem, no entanto, alterar a concentragao de GSSG (Figura 15A, C e
E).

Nas raizes, os tratamentos com As isoladamente causaram reducdo das concentragdes

dos tiois em 24 h, ndo diferindo entre si. Apos 72 h As" apresentou alta concentragio de GSSG

e baixas concentracdes de GSH que ndo resultaram em aumentos significativos de glutationa
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I

total, enquanto As" causou aumento em todas as formas em comparacdo ao controle. Quando

1

as fontes de As foram aplicadas com SiNP As™ causou aumento da concentragdo de glutationa

total e As" redugiio, nos dois periodos de exposi¢do, sendo, de modo geral, isso observado para

GSH e GSSG. Com Si, de modo geral, o efeito foi inverso, com As" causando aumento e As'!

redu¢do, mas ambos causaram maiores concentragdes de GSSG apos 72 h (Figura 15B, D e F).

I

Quanto as fontes de silicio, quando aplicadas com As', ambas causaram maiores

concentragdes de GGSG do que As'™

sozinho nos dois periodos de exposicao, mas SiNP
apresentou maiores concentragdes de glutationa total e GSH ap6s 24 h, enquanto Si ndo, nos
dois periodos de exposi¢do. J4 quando aplicadas com As" Si causou aumento de todas as formas
de glutationa, a ndo ser de GSSG apo6s 72 h. Enquanto que SiNP nio causou muitas diferencas
comparado ao tratamento com somente As", mas causou uma redugio significativa de GSSG
apds 72 h. Comparadas entre si, Si causou aumentos e SiNP redugdes das trés formas de
glutationa com As" nos dois periodos de exposicio (Figura 15B, D e F).

Os resultados para a relagdo GSH/GSSG mostram que as fontes de As afetaram de forma

111

diferencial essa relagdo, enquanto nas folhas As™ causou uma diminuigao apos 72 h, nas raizes

isso foi causado por As", ocorrendo, também, com 24 h de exposi¢do. Quando aplicado com
SiNP, As™ causou redugio, nas folhas, apos 24 h em relagio ao controle, enquanto nas raizes
ambos causaram redugdes no mesmo periodo, mas com As¥ houve aumento expressivo apos

72 h. Quando aplicado com Si, nas folhas o As¥ causou aumento da relagdio em ambos os

I

periodos de exposi¢do, enquanto As ndo diferiu do controle. J4 nas raizes esse aumento

causado por As" s6 foi observado com 24 h, enquanto com As'™

(Figura 15G e H).

houve redugdo apds 72 h

I

Entre fontes de silicio, quando aplicadas com As'", nao houve diferenca nas folhas, mas

I sem silicio com 24 h de

nas raizes ambas as fontes causaram reducdo em relacdo ao As
exposicdo. Quando aplicadas com As", Si causou aumento da relagio, nas folhas, do As¥ sem
silicio apos 24 h e do SiNP nos dois periodos de exposi¢ao, enquanto SiNP reduziu apos 72 h
em comparacdo a As" sozinho. Nas raizes, Si continuou causando aumento da relagdo com 24
h de exposi¢do, mas tanto Si quanto SiNP aumentaram a relag@o apods 72 h, sendo este aumento
maior para SiNP nesse periodo (Figura 15G e H).
3.6.6. Atividade da sintetase da y-glutamilcisteina (y-GCS)

A atividade da enzima apresentou significativo acréscimo em resposta ao As'™, em 24 h
de exposicao, sendo que esse perfil de resposta ndo se manteve com o prolongamento do tempo

de exposicio, com a atividade caindo com 72 h de exposicio. Para o As¥ ndo houve diferenca

do controle em nenhum dos periodos de exposi¢ao, mas a atividade foi significativamente maior
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11

apods 72 h de exposi¢do nesse tratamento. Quando aplicado com SiNP, As™ causou redugdo da

I

atividade no periodo de 72 h de exposi¢do. Com Si, tanto As'! quanto As¥ causaram aumento

da atividade com 24 h de exposi¢ao, sem diferengas apds 72 h de exposi¢ao (Figura 16).
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Figura 16. Atividade da sintetase da y-glutamilcisteina (y-GCS) em folhas de Lactuca sativa
L. apds 24 e 72 h de exposicio aos tratamentos: controle, As™, As¥, Si, Si + As', Si + AsY,
SiNP, SiNP + As'l, SINP + AsY. Médias seguidas por letra maitscula igual ndo diferem entre
fontes de As; médias seguidas por letra mintiscula igual ndo diferem entre fontes de silicio pelo
teste de Tukey (P<0,05) e * compara a variancia entre os periodos de exposi¢do aos tratamentos
pelo teste F (P<0,05).

1

Quando as fontes de silicio foram aplicadas com As™ ndo ocorreu nenhuma diferenga

significativas nem entre Si e SiNP, nem destas com o tratamento sem silicio (somente As'™).
Assim como o periodo de exposi¢do nao causou nenhuma diferenca na atividade da enzima em
nenhum destes tratamentos. Com As" tanto Si quanto SiNP causaram aumento da atividade
apos 24 h de exposigdo, mas apds 72 h isso s6 ocorreu para SiNP (Figura 16).
3.6.7. Atividade da sintetase da glutationa (GS)

No periodo inicial de exposi¢do aos tratamentos, a enzima GS ndo apresentou diferengas

de atividade nas plantas expostas ao As e ao silicio, independente das formas quimicas

utilizadas (Figura 17).
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Figura 17. Atividade da sintetase da glutationa (GS) em folhas de Lactuca sativa L. apds 24 ¢
72 h de exposi¢do aos tratamentos: controle, As'™, AsY, Si, Si + As'l, Si + AsY, SiNP, SiNP +
As", SiNP + AsV. Médias seguidas por letra maitiscula igual ndo diferem entre fontes de As;
médias seguidas por letra mintiscula igual ndo diferem entre fontes de silicio pelo teste de Tukey
(P<0,05) e * compara a variancia entre os periodos de exposicao aos tratamentos pelo teste F
(P<0,05).

Com 72 h de exposi¢do, As'' e AsY causaram reducio da atividade na mesma
intensidade. Quando aplicados com Si e SiNP, s6 ocorreram diferencas entre as fontes de As
com Si, com ambas as fontes de As reduzindo a atividade, mas As"" de forma mais significativa.
Entre as fontes de silicio, somente quando SiNP foi aplicado com As" que houve redugio da
atividade, ndo havendo diferenga nos demais tratamentos € nem quando as fontes de silicio
foram aplicadas com As'". Interessante notar que a aplicagdo tanto de Si, mesmo na auséncia
de As, causou redu¢do na atividade dessa enzima (Figura 17).

Quanto ao periodo de exposi¢do, nenhum dos tratamentos com As'!

, independe da
presenca de silicio, diferiu. Entretanto, em relagdo ao AsY, todos os tratamentos diferem.
Observa-se que todos os tratamentos que diferiram apresentaram atividades de GS maiores apds
72 h de exposi¢ao (Figura 17).
3.6.8. Atividade da peroxidase da glutationa (GPx)

A GPx faz parte do sistema antioxidante enzimatico das plantas e, assim como a APx,
atua na eliminag¢ao do H>O; (Madhu et al., 2022). Assim como na APx, a atividade da GPx nas
folhas aumentou, nos dois periodos de exposi¢do, quando as plantas foram expostas a As'' e

AsY, sendo, com 72 h, um aumento maior causado por As¥. Quando as fontes de As foram
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aplicadas com SiNP, houve reducdo e aumento da atividade com 24 e 72 h respectivamente,

M esses efeitos sempre foram mais significativos do que com As" e no

sendo que com As
tratamento com somente SiNP. Com Si houve aumento com 24 h, sendo este maior para As",

mas isso nao foi observado com o prolongamento do periodo de exposi¢ao (Figura 18).
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Figura 18. Atividade da peroxidase da glutationa (GPx) em folhas de Lactuca sativa L. apos
24 ¢ 72 h de exposi¢do aos tratamentos: controle, As'™, AsY, Si, Si + As', Si+ AsY, SINP, SiNP
+ As'!l, SiNP + AsY. Médias seguidas por letra maiuscula igual ndo diferem entre fontes de As;
médias seguidas por letra mintiscula igual ndo diferem entre fontes de silicio pelo teste de Tukey
(P<0,05) e * compara a variancia entre os periodos de exposicao aos tratamentos pelo teste F
(P<0,05).

Quando as fontes de silicio foram aplicadas com As'!

, ambas causaram reducgdo da
atividade com 24 h de exposicao, sendo esta maior causada por SiNP, mas com 72 h isso s6
ocorreu com Si, tendo SiNP aumentado a atividade. J4 quando aplicadas com As", SiNP causou
reducdo em ambos os periodos de exposi¢do em relagdo ao tratamento com somente As",
enquanto Si causou aumento da atividade com 24 h e reducdao apos 72 h de exposicao.
Diferengas entre Si e SiNP ocorreram apenas com 24 h de exposi¢do, com Si aumentando a
atividade da enzima (Figura 18).
3.6.9. Atividade da sulfotransferase da glutationa (GST)

A atividade da GST foi reduzida por As' com 24 h nio sofrendo alteragdo por As",
sendo que, ap6s 72 h, AsV causou aumento e a atividade desta ndo foi alterada por As". Além
disso, AsY diferiu de As™ nos dois periodos de exposi¢do com aumento da atividade, sendo este

maior apds 72 h de exposi¢do. Quando As foi aplicado com SiNP houve redugio com As'! e
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aumento da atividade com As¥ em ambos os periodos de exposi¢do. Quando com Si houve uma

I

reducio com As™ com 24 h, mas um aumento ap6s 72 h que também foi observado para As"

no mesmo periodo de exposi¢do, sendo este maior que o aumento causado por As'! (Figura 19).
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Figura 19. Atividade da sulfotransferase da glutationa (GST) em folhas de Lactuca sativa L.
ap6s 24 e 72 h de exposicio aos tratamentos: controle, As™, AsY, Si, Si + As'!, Si+ AsV, SiNP,
SiNP + As'!, SiNP + As". Médias seguidas por letra maitscula igual no diferem entre fontes
de As; médias seguidas por letra minuscula igual ndo diferem entre fontes de silicio pelo teste
de Tukey (P<0,05) e * compara a variancia entre os periodos de exposi¢ao aos tratamentos pelo
teste F (P<0,05).

M 'SiNP causou reducio da atividade

Quando as fontes de silicio foram aplicadas com As
enquanto Si causou aumento em ambos os periodos de exposicdo em comparacao a aplicagao
de As™ sem silicio, sem haver diferenca significativa entre o periodo de exposi¢do nesses
tratamentos. Com As" ambas as fontes causaram aumentos na atividade nos dois periodos de
exposicao, porém com 72 h de exposicao, esse aumento foi maior com SiNP do que com Si,
tendo o aumento causado por SiNP sido incrementado pelo periodo de exposi¢ao enquanto o
causado por Si ndo (Figura 19).

3.7.  Anadlise de correlacdo

Para se ter uma melhor compreensao dos resultados, a analise de correlagdo realizada e
dividida em grupos, sendo que a concentragdo de As e silicio estava presente em todos eles em
sua determinada parte da planta correspondente. Os seguintes grupos foram definidos: grupos

A e B: folhas, com 24 e 72 h de exposi¢ao, respectivamente, com as seguintes analises: clorofila

a, clorofila b, carotenoides, A, E, gs e C;; grupos C e D (folhas), E e F (raizes), ambos com 24
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e 72 h de exposicdo, respectivamente, com as analises de SOD, CAT, POX, MDA e H2O;
grupos G e H (folhas), I e J (raizes), ambos com 24 e 72 h de exposi¢do, respectivamente, com
resultados de H>O» e andlises do metabolismo ascorbato-glutationa. Apesar disso, independente
do grupo avaliado, As e Si apresentaram correlagdo negativa, porém em nenhum desses grupos
essa correlagdo foi fortemente negativa (Figura 20).

Nos grupos A e B verifica-se que As tem elevada correlagdo negativa com A, gse E,
especialmente com 24 h de exposi¢do. Ja silicio apresentou correlagdo positiva com esses
parametros, mas ndo tdo fortes quanto as negativas causadas pelo As. Além disso, A, gse E,
apresentaram forte correlagdo positiva entre si nos dois periodos de exposi¢do avaliados.
Ademais, os pigmentos também apresentaram forte correlagdo positiva entre si nos dois
periodos de exposi¢do (Figura 20A e B).

Nos grupos C e D, As apresentou forte correlagdo positiva com a maioria das analises
apos 24 h de exposi¢do, mas essa correlagdo diminuiu apos 72 h, a exce¢do da CAT. Ja silicio
apresentou correlagdes negativas com a maioria das analises, a exce¢ao da CAT, além disso
apresentou forte correlacdo negativa com POX nos dois periodos de exposi¢do. De maneira
interessante a SOD apresentou correlagdo positiva maior com a POX do que com a CAT, para
H>02, em ambos os periodos de exposigdo. MDA apresentou forte correlacdo positiva com
H>02 e a POX, especialmente apds 72 h de exposi¢ao (Figura 20C e D).

Nos grupos E e F, silicio teve correlacao negativa, contrariamente ao As, que apresentou
correlacdo positiva, a excecao com silicio. De maneira geral, houve fortes correlagdes positivas
entre MDA, H>0O,, SOD, CAT e POX, especialmente ap6s 72 h, pelo fato de que o sistema
antioxidante estd intimamente ligado a EROs (Figura 20E e F).

Houve uma forte correlacdo positiva do As com H>O> quando este foi avaliado na
correlagdo com metabolismo ascorbato-glutationa, nos dois periodos de exposi¢do. Ja para o
silicio houve correlacdo negativa, mas ndo tio forte, que aumentou apds 72 h de exposi¢do. O
As também mostrou forte correlagao positiva com APx, que aumentou apds 72 h de exposicao.
Enquanto que para o silicio foi uma correlagao negativa que diminuiu ap6s 72 h. Ainda nesses
grupos o As ainda teve forte correlacdo positiva com a AO apods 24 h que caiu apés 72h AO e
positiva com DHA nos dois periodos de exposi¢do, além de GPx, GR, GST, DHAR e ascorbato
total apos 72 h, enquanto apresentou correlacdo negativa com GSH apds 24 h de exposi¢do. Ja
silicio teve forte correlacdo positiva somente com MDHAR apods 24 h, mas diminuiu ap6s 72 h
e forte correlagdo negativa com ascorbato total, e moderadamente negativas com DHA e DHAR
apos 24 h e com fortemente negativas com glutationa total e GSH apds 72 h. Além disso outras

correlagdes que se destacam sao as negativas entre H>O, e GSH, DHA com MDHAR e AsA e
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GR com glutationa total, GSH e GSSG e as positivas: glutationa total com GSH e GSSG e as
relacionadas ao metabolismo do ascorbato quase que como um todo apds 24 h de exposicgdo. J&
com 72 h as positivas entre GSH e glutationa total, GPx com APx e H>O, e muito das analises
do metabolismo do ascorbato (Figura 20G e H).

Nos grupos I e J, As apresentou correlagdo fortemente positiva com APx, Ho O, e DHA
e nenhuma correlacdo fortemente negativa apos 24 h, enquanto silicio apresentou correlagdo
positiva MDHAR e negativa com ascorbato total no mesmo periodo. Apos 72 h As apresentou
forte correlacdo positiva com H>O; e ndo tdo fortemente positiva, mas ainda sim positiva com
GR, DHAR, DHA e APx enquanto silicio ndo apresentou correlacdes nem positivas nem
negativas tdo significativas nesse periodo, apenas com DHA. Outras correlagdes significativas
foram as positivas entre glutationa total e GSH e ascorbato total e DHA com 24 h, e a negativa
entre DHAR e DHA no mesmo periodo. Com 72 h as positivas entre ascorbato total e H>O; e

MDHAR e GR e as negativas entre MDHAR ¢ AsA (Figura 201 e J).
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Figura 20. Matriz de correlagdo de Pearson em folhas e raizes de plantas de Lactuca sativa L.
em diferentes grupos de analises, apds 24 e 72 h de exposi¢do aos tratamentos. A escala de
valores no coeficiente de correlagdo varia entre +1 (indica uma relacdo positiva proxima) e -1
(indica uma relacdo negativa proxima). A relacdo entre duas varidveis se torna mais fraca

quando o valor do coeficiente se aproxima de 0.



57

4.  DISCUSSAO

A absorcio, translocacdo e toxicidade do As em plantas ¢ dependente de inimeros
fatores. E, apesar do gradiente de concentragdo ser a for¢ca motriz para a absor¢ao de As, o
estado de oxidacao, o pH, a carga e a permeabilidade da membrana plasmatica influenciam
esses parametros (Bali e Sidhu, 2021; Abbas et al., 2018). Além disso, estes sdo afetados,
também, pelo periodo de exposi¢do, conforme observado para as duas formas de As (As™ e
AsY), em acordo com resultados observados em arroz (Sanglard et al., 2014), Artemisia annua
(Kumari et al., 2017) e alface (Silveira et al., 2015).

Como As" compete pelos mesmos transportadores com fosfato (PHTs) para entrada na
célula, em condi¢cdes de menor disponibilidade de fosfato, pode ocorrer aumento na absorgao
de AsV (Abbas et al., 2018; Khalid et al., 2017). Isso pode ter ocorrido nesse estudo, visto que
a solugdo de Clark possui concentragdes menores de fosforo (P) do que a maioria de outras
solugdes nutritivas, o que resultaria em maiores teores de As" nas raizes, em compara¢io com
os tratamentos com As" (Gusman et al. 2013a). Além disso, os transportadores PHTs sdo

" proteinas intrinsecas semelhantes a

unidirecionais, enquanto que os transportadores de As
nodulina-26 (NIPs), sdo bidirecionais (Abbas et al., 2018) e podem ter causado o transporte de
As"! da raiz para a solucio nutritiva, diminuindo sua concentrago.

As maiores concentracdes de As nas folhas das plantas tratadas com AsY pode ter
ocorrido devido a elevada concentragcdo deste nas raizes, sendo que os processos de reducao e
complexagdo ndo foram eficientes o suficiente a ponto de limitar o transporte para a parte aérea,
o que foi evidenciado pelo FT ap6s 72h, em que os valores para As" foram maiores do que para

As"! (Greger et al. 2015). J4 uma menor concentracio de As'™

provavelmente ocorreu devido a
uma menor concentragdo deste nas raizes, com a contribui¢do de um baixa complexagdo, que
fez com que parte deste ainda fosse transportado para a parte aérea, porém, em menor
concentragdo do que o tratamento com As".

A agdo do silicio reduzindo as concentragdes de As nas plantas envolve mecanismos
diferentes para o As¥ e o As'"". Para As", o silicio pode ter estimulado a producio de exsudados
que reduziram a absorcao (Adrees et al., 2015; Bhat et al., 2019), conforme observado em arroz,
tomate e alface (Guo et al., 2005; Greger et al., 2015; Marmiroli et al., 2014). Além disso, Hu
et al. (2018) relataram que o silicio expressou negativamente a expressao do gene transportador
de fosfato, e, visto que As" compete pelo mesmo transportador, isso pode ter contribuido para

"2 redugdo na concentragio estd, provavelmente,

uma menor absor¢ao do mesmo. Para As
competicao pelos transportadores no processo de absor¢do, uma vez que o silicio ¢ absorvido

por Lsil, que é um NIP e, portanto, capaz de absorver As'' (Bali e Sidhu, 2021), conforme


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847213001718#!

58

demonstrado em arroz (Guo et al., 2009; Li et al., 2009; Zhao et al., 2009). Em alface,
entretanto, estudos para a identificacdo deste transportador precisam ser realizados para
corroborar essa justificativa.

Silicio foi eficiente em reduzir a concentragdo de As nas folhas, o que representa um
avanco do ponto de vista da seguranca alimentar ¢ da diminui¢cdo dos danos bioquimicos e
fisiologicos nessas plantas. Além disso, SiNP foi tdo eficiente quanto Si em diminuir a
concentracdo de As nas raizes e nas folhas, o que ¢ um dado promissor do ponto de vista
agrondmico e tecnoldgico.

Como evidenciado pelas imagens de MEV, a presenca de As™ e AsY causou
significativas alteracdes anatomicas, tanto em folhas como em raizes, especialmente com o
aumento do periodo de exposi¢ao, conforme demonstrado em trabalhos com outras espécies
(Pita-Barbosa et al., 2015; Singh et al., 2018; Sarath et al., 2022). Os efeitos benéficos da
presenga de silicio se tornaram evidentes, o que esta relacionado a redugdo da absorcdo,
complexagdo e imobilizacdo do As, aliado a deposi¢ao e acumulo de silicio na parede celular
(Mostofa et al., 2021; Vaculik et al., 2020; Liska et al., 2017).

Além de afetar a biossintese dos pigmentos fotossintéticos, o As causa desestruturacao
das membranas dos cloroplastos (Abbas et al., 2018; Saleem et al., 2022). De modo geral, o
As'! tem efeitos toxicos mais severos do que o As" (Finnegan e Chen, 2012) e, em funcio disso,
decréscimos nos pardmetros fotossintéticos ocorreram nas plantas tratadas com As', mesmo
com menores concentragdes deste na folha do que de As", mas nio na degradacio de clorofilas
como observado para AsY, pois estas, talvez, sejam mais estas sejam menos sensiveis a
concentragdes menores de As, visto que em concentragdes maiores nas folhas As" as afetou,
sendo estes resultados semelhantes aos relatados por Gusman et al. (2013a) em alface.

Em resposta a acdo oxidativa do estresse causado por As, observou-se aumento na
concentragdo de carotenoides, o que faz sentido visto que a biossintese de antioxidantes ¢
aumentada na presenca do As devido este causar estresse oxidativo (Zulfigar e Ashraf, 2021).
na primeira fase de exposicdo ao poluente (24 h), mas ndo foi mantido com o prolongamento
do periodo de tratamento. O incremento observado, entretanto, ndo foi suficiente evitar as
alteragdes dos parametros fotossintéticos.

Os parametros de trocas gasosas foram significativamente alterados por As,
provavelmente pela reducdo da absorcdo de 4dgua diminuindo, portanto, a condutincia
estomatica, a taxa de assimilagdo liquida de carbono e a transpiragdo como efeitos indiretos dos
danos anatomicos (Abbas et al., 2018; Bali e Sidhu, 2021). Os danos anatdmicos nos permitem

afirmar que a absor¢ao de dgua foi comprometida, e prolongada pelo tempo de exposi¢ao com
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As", Como houve o aumento em C; ¢ a redugdo dos demais pardmetros, indica que houve
alteragoes relacionadas a diminuicao da atividade das enzimas do ciclo de Calvin-Benson, como
a ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (RUBISCO), que prejudicou, portanto, a
fixacdo do COa. Isso foi ainda se torna ai mais confidvel quando os dados de correlagao sao
observados, ja que o As teve uma correlagdo bastante negativa com A, gs e E, demostrando que
a presenca deste afeta negativamente esses parametros, mas isso nao foi observado para Ci.
Além disso, A, gs ¢ E estdo intimamente correlacionados, portanto danos em algum destes,
provoca reducdo nos demais, enquanto que Cjnao estd, como demonstrado na correlacdo. De

em arroz, bem

Andrade et al. (2015) observou um aumento no C; pela exposi¢io de As" e As
como Gusman et al. (2013a) também observou um aumento de C; a medida que concentragdes
de As' e AsY aumentavam em plantas de alface.

A utilizacdo do Si e SiNP e, especialmente Si, sem As, aumentaram, de forma geral, A,
gs ¢ E, conforme relatos de beneficios aos processos fotossintéticos, além de mitigar danos
causados por agentes estressores, bidticos e abidticos, com aqueles causados por metais pesados
e As (Sanglard et al., 2014; Vaculik et al., 2020). Estes mecanismos envolvem redug¢do na
absorc¢ao dos poluentes, bem como a ativagdo do sistema de defesa da planta (Adrees et al.,
2015; Bhat et al., 2019; Siddiqui et al., 2020). Em presenca de As, observa-se que o silicio foi
capaz de mitigar parte dos danos toxicos desse poluente, especialmente em relacdo aos danos
estruturais, mas nao foi capaz de mitigar os danos nos parametros fotossintéticos.

A absor¢do e transporte do silicio pode envolver a participagdo de, pelo menos, quatro
transportadores: Lsil (ou NIP2;1), Lsi2, Lsi3 e Lsi6 (ou NIP2;2) (Pontigo et al., 2015),
identificados, inicialmente, em arroz (Ma et al., 2006; Ma et al., 2007; Yamaji et al., 2008;
Yamaji et al., 2015). Homologos desses transportadores ja foram identificados em outras
monocotiledoneas, como o milho (Mitani et al., 2009), cevada (Chiba et al., 2009) e trigo
(Montpetit et al., 2012), mas, em dicotiledoneas, apenas os genes de Lsil e Lsi2 em plantas de
abdbora e batata (Mitani et al., 2011; Mitani-Ueno et al., 2011; Vulavala et al., 2016). O Lsi6,
homologo a Lsil, faz a exportacao do xilema para distribui¢do na parte aérea (Yamaji et al.,
2008) e, até agora nao foi identificado genes de Lsi6 em nenhuma dicotiledonea. Sendo que em
alface, nenhum transportador de silicio foi identificado até o presente momento.

Portanto, apesar melhoria nas alteracdes anatomicas observadas pela aplicagdo do
silicio, a ndo reversdao dos danos causados pelo As, em A, gs e E pode ter sido causada pela
reduzida concentragdo e translocacdo nas e para as folhas que ocorreu na presenca de As
observada nesse trabalho. Porém, foi possivel observar que o silicio, na forma idnica ou de

nanoparticulas, causou alteragdes nos pigmentos na presenca das fontes de As, o que pode
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significar que mudangas nos parametros fotossintéticos poderiam ocorrer se as plantas fossem
expostas por mais tempo aos tratamentos. Os dados de correlagdo corroboram com isso, visto
que a correlagdo do silicio com A, gs ¢ E foi positiva aumentando com o periodo de exposigao,
portanto, como dito, maiores periodos de exposi¢ao poderiam levar a reversdo dos danos
causados por As nesses parametros.

O malondialdeido (MDA), produto da peroxidacao lipidica de membranas, associado ao
acumulo de H»>O», sdo indicadores de danos nas membranas de plantas causado pelo estresse
oxidativo gerado por EROs, considerado o dano mais perigoso do As (Abbas et al., 2018;
Morales e Munné-Bosh, 2019; Jung et al., 2019). Portanto aumentos no conteudo de MDA e
no conteudo de H>O> sdo muito utilizados para determinar a extensdo do estresse oxidativo em
plantas (Kaya et al., 2020). Nas plantas expostas ao As observamos, que ambas as formas
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quimicas causam aumentos significativos nesses parametros, mas que As" causa aumento

maiores nesses indicadores sendo o agente mais toxico, conforme relatado por Gusman et al.

I

(2013b). Isso pode ter se dado pela rapida reducio de As¥ a As' nas raizes, mas baixa eficiéncia

da complexagdo do As™

com grupos tiois por sua alta concentracdo (como os da GSH e
fitoquelatinas) e posterior transporte para o vactolo, o que resultou em estresse oxidativo.

Em outras culturas agricolas aumentos na concentragdo de H>O» e na peroxidacao
lipidica causada por As também sdo observadas, como para o arroz (Tripathi et al., 2013), trigo
(Maghsoudi et al., 2020), milho (Tripathi et al., 2016), tomate (Kaya e Ashraf, 2022) mostarda
(Ahmad et al., 2021), tendo em todas estas a aplicag@o de silicio idnico e/ou nanoparticulado
diminuindo o estresse oxidativo na presenga de As.

Nossos resultados corroboram com estes, especialmente na diminui¢do da peroxidagao
lipidica na presenca de SiNP. Em algumas situagdes, observamos que a aplicagdo do silicio
isoladamente causou aumento na concentracdo de H»Oz, contudo, isso nao foi refletido em
danos as membranas. Provavelmente, esse aumento esta relacionado a inducdo de cascata de
sinalizagdao (Mostofa et al., 2021).

Além do H202, o aumento na geracdo de O ¢ resultante do desequilibrio redox na
célula (Bakhat et al. 2017; Dumont e Rivoal, 2019). Na elimina¢do desses componentes
oxidantes participam diversas enzimas e substincias antioxidativas (Hasanuzzaman et al.,
2020). Na sequéncia enzimatica, a SOD causa a dismutacao de O em Oz e H2O», que pode
ser, entdo, convertido em agua pela CAT e POX, que também sdo importantes antioxidantes
enzimaticos que agem contra o estresse oxidativo (Hasanuzzaman et al., 2020). Portanto,

incrementos nas atividades dessas enzimas em plantas expostas ao As sdo indicativos da
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ativacdo do sistema de protecdo celular, conforme observado em vérias espécies vegetais (Sil e
Biswas, 2020; Ahmad et al., 2021)

Nas plantas de alface a atividade da SOD foi dependente da forma de As e do tempo de
exposi¢ao, com os maiores valores no maior periodo de exposi¢cdo, de modo geral. Isso indica
crescente € continua geragdo de O>". Resultante dessa agdo, observou-se aumento da
concentragdo de H>O» e, em consequéncia, incrementos nas atividades da CAT e da POX,
confirmando a estreita sintonia dessas enzimas na regulagdo redox nas plantas (Rajput et al.
2021), que também foi observado em outras culturas agricolas (Gusman et al., 2016b; Ahmad
et al., 2021; Gonzalez-Moscoso et al., 2022)

Apesar do aumento nas atividades das enzimas SOD, CAT e POX, estes ndo foram
suficientes para diminuir o estresse oxidativo e posterior dano em membranas causadas por As,
especialmente por As'l. A presenca do As junto com silicio aumentou, de forma geral, as
respostas das enzimas antioxidantes, as quais se mostraram dependentes da forma de silicio
empregada bem como da forma quimica do As, sendo, em grande parte, esse aumento menor
do que a aplicagdo do As sem fontes de silicio o que ocorreu devido a menor absor¢ao deste
causada por essas fontes, causando menor estresse oxidativo, e, portanto, um requerimento
menor da atuagdo destas enzimas. A exposi¢do prévia das plantas ao silicio, seguindo
metodologia utilizada no presente estudo, ativa os mecanismos antioxidantes de forma mais
eficiente, conforme relatado por Vaculik et al. (2020). Dessa forma, ficou claro a participagao
do silicio na mitigacao do estresse por As por estimulo dessas enzimas, que diminuiu o estresse
oxidativo causado pelo As nos tratamentos com silicio (Tripathi et al., 2013; Bhat et al., 2019;
Maghsoudi et al., 2020; Kaya e Ashraf, 2022).

A superproducdo de EROs e consequente estresse e dano oxidativo causada por diversos
tipos de estresse ativa a maquinaria antioxidante, para evitar/combater estes, visto que essa
maquindria esta intimamente relacionada ao metabolismo oxidativo em plantas (Xie et al.,
2019). Os resultados de correlagao deste trabalho corroboram amplamente com isso, visto que
houve amplas correlagdes positivas entre HO2 e MDA, e destes com enzimas antioxidantes,
ou seja, o aumento dessa EROs e consequente peroxidagdo lipidica causou a ativagdo da
maquinaria antioxidante para tentar minimizar esses danos, em ambas as partes da planta
avaliada e em ambos os periodos de exposi¢cdo. Para além disso confirmam o potencial
oxidativo que o As possui € o papel do silicio na mitigagao desses danos.

Além dessas enzimas, a via ascorbato-glutationa se constitui um importante mecanismo
de defesa antioxidante em plantas, sendo a principal via de destoxificagdio do H>O»

(Hasanuzzaman et al., 2019) essa via possui ¢ constituida de enzimas que participam da
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degradagdo e reciclagem do ascorbato e da glutationa, os quais sdo considerados os principais
antioxidantes soltiveis nas células vegetais (Foyer, 2001; Zur et al., 2021).

O ascorbato ¢ o antioxidante mais abundante nas plantas (até 20 mM nos cloroplastos)
e esta presente na maioria, se ndo em todos os todas as organelas celulares, sendo a molécula
mais conhecida na elimina¢do de H>O» (Szarka et al., 2012). O pool de ascorbato nas células
depende da sua biossintese, realizada, principalmente, pela via Smirnoff-Wheeler, reciclagem
e degradacdo (Venkatesh e Park, 2014; Szarka et al., 2012). As concentragdes de ascorbato
reduzido (AsA), oxidado (DHA) e total (T-AsA) foram significativamente alteradas pela
exposicao das plantas ao As, nos dois periodos de exposi¢ao, com redugdo na concentragao de
AsA e correspondente aumento na concentracdo de DHA. A concentragdo de T-AsA foi
aumentada, e isso ocorreu, provavelmente, na tentativa de diminuir os danos causados por H>O»
(Broad et al., 2020).

Finnegan e Chen (2012) relataram que a concentrag@o de ascorbato total (ou alguma de
suas formas) costuma aumentar durante o estresse por As, isso corrobora nossos resultados e o
mesmo foi observado em arroz exposto tanto a As'!! quanto a AsV (Das et al., 2018; Jung et al.,
2019), milho (Tripathi et al., 2016), ervilha (Alsahli et al., 2020), tomate (Kaya e Ashraf, 2022)
e trigo (Alamri et al., 2022). Nestes trabalhos, aqueles que tiveram a aplicagdo de silicio 16nico
ou nanoparticulado junto do As, observaram que houve remedia¢des da toxidade causada pelo
As. Isso ocorreu por diferentes mecanismos, como maiores niveis de AsA do que de DHA, por
aumento de atividades de enzimas de reciclagem do ascorbato ou por causas indiretas como
menor concentragdo de H>O> ou estimulo das atividades de peroxidades. A presenca das fontes
de As causaram aumento na concentracdo de T-AsA e DHA mesmo na presenga de silicio,
porém o silicio causou reducdes significativas nesses compostos quando aplicados com as
diferentes fontes de As, de forma geral. Isso esta relacionado a um menor estresse, que pode ter

sido causado pelos mecanismos visto acima.
1T

2

A aplicacao de As sem fonte de silicio gerou um aumento de DHA, na presenca de As
nas raizes, durante o prolongamento do periodo de exposicao o que demonstra que a degradacao
deste foi continuada durante o estresse por esse agente sendo comprovada pelas atividades da
peroxidase do ascorbato (APx) e da oxidase do ascorbato (AO) que tiveram aumento com a

exposicdo das plantas ao As'!!

, porém, nao resultaram em menores concentragdes de H>O» e
danos as membranas, como visto, especialmente para esta forma de As. Mas As" também
causou uma alta atividade destas enzimas e alta concentragdo de DHA, que também ndo
resultaram em causaram menores concentragcdes de H2O2 como indicando a excessiva geragao

de EROs, conforme relatado por Gusman et al. (2013b) e Silveira et al. (2015). Porém para As"
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isso ocorreu sem que o pool de ascorbato fosse aumentado nas raizes, o pode estar relacionado
a uma interferéncia maior na reciclagem do DHA a AsA catalisado pela DHAR e/ou reducao
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da enzima de biossintese de ascorbato, enquanto que As™ causou aumento de T-AsA, sendo,

Mmais ligado a duragdio do estresse e As" a interferéncias na biossintese

portanto, o efeito do As
ou reciclagem.
O efeito do silicio, na forma de SiNP, resultou em redugdo na atividade dessas enzimas

nos tratamentos com As™

, enquanto que com As", para APx, isso ocorreu somente nas folhas,
causando aumento nas raizes. Como uma maior quantidade As¥ do que de As'! foi observado
nessa parte da planta, quando SiNP foi aplicado com AsY, esse pode ter sido a causa desse
aumento, para reduzir a concentragdo de H>O». Os efeitos causados pelo Si, de maneira geral,
foram iguais ao do SiNP e a justificativa também se aplica, sendo resultados semelhantes
observados em arroz e milho (Tripathi et al. 2013; 2016).

A degradagdo enzimatica do ascorbato causado pela AO ficou muitos anos o papel da
desconhecido visto que esta nao participa da eliminagdo direta de EROs, pois seu aceptor de
elétrons proveniente do ascorbato ¢ o Oz, o que seria uma desvantagem devido ao consumo
ascorbato sem nenhuma vantagem 6bvia (De Tullio et al., 2013; Akram et al., 2017). Hoje ja
esta claro seu papel em varios processos do desenvolvimento, como divisdo e expansao celular
e, por estar localizada na parede celular atua na percepcao e sinalizacao de estresses, regulacao
do status redox do apoplasto (Akram et al., 2017; Foyer et al., 2020). J&4 a APx, como uma
peroxidase, exerce papel importante na eliminacdo do excesso de H»O: utilizando duas
moléculas de AsA para reduzir H>O2 a agua (Smirnoff, 2018; Asthir et al., 2020). Além disso a
APx possui uma afinidade pelo H>O2 muito alta, pelo menos 100 vezes maior que a da CAT
(Anjum et al., 2014). A correlagdo vem, mais uma vez, confirmar o papel mitigador do silicio
e oxidativo do As nessas enzimas.

Apesar de AO nao fazer parte do ciclo ascorbato-glutationa pois ndo esta diretamente
ligada a remocao de H>O», a APx faz, e além dessa, outras trés enzimas: MDHAR, DHAR e
GR utilizando AsA e GSH para remogao eficiente do excesso de H>O», sendo tanto AsA quanto
GSH reciclados nesse ciclo (Hasanuzzaman et al., 2019). O primeiro produto formado pela
oxidacdao de AsA ¢ o MDHA, que pode ser reduzida a AsA pela agdo da MDHAR utilizando
NAD(P)H como doador de elétrons, ou espontaneamente duas moléculas de MDHA podem
formar AsA e DHA que ¢ instavel em pH fisiologico e facilmente degradavel, mas pode ser
reduzido a AsA pela acdo da DHAR utilizando GSH como substrato redutor e gerando GSSG
que ¢ entdo convertida a GSH pela acao da GR utilizando NADPH como doador de elétrons
(Hasanuzzaman et al., 2019; Noctor et al. 2018; Asthir et al., 2020).
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Os maiores incrementos de MDHAR e DHAR com As tiveram correspondente aumento
das concentracdes de T-AsA, especialmente nas folhas. Porém, apesar disso, as atividades das
enzimas nao foram suficientes em reduzir o estresse oxidativo, uma vez que as concentragdes
de AsA e DHA foram menores e maiores do que o controle, respectivamente. E As" causou
aumento nestas em comparagao ao controle, portanto, este provavelmente afetou de forma mais
significativa a enzima de biossintese de ascorbato nas raizes. A aplicagdo de silicio, no entanto,
resultou em aumento das atividades dessas enzimas, mas foi dependente da forma de silicio e
de As, do 6rgdo avaliado e do tempo de exposi¢do. Portanto, nesse trabalho ndo ¢ possivel
afirmar qual a extensao dos efeitos do Si e SiNP na reciclagem do ascorbato, mas € possivel
afirmar que promovem melhoria, visto que a concentracdo de T-AsA foi maior na aplicagdo de
Si na presenga das fontes de As, e SiNP, quando nao causou aumento, ndo causou reducao.
Provavelmente isso tenha ocorrido pelo estimulo a biossintese, ja que a proporcdo de DHA
ainda foi grande na co-aplicagdo de silicio e As. A aplicagdo de silicio idnico junto com As em
plantas de arroz, tomate ¢ milho, aumentaram as atividades dessas enzimas e isso foi
relacionado ao estimulo para diminuir o estresse oxidativo (Tripathi et al., 2016; Khan e Gupta,
2018; Kaya e Ashraf, 2022).

A GR nao participa diretamente da reciclagem do ascorbato, mas € muito importante no
ciclo ascorbato-glutationa pois regenera GSH utilizada nessa reciclagem (Hasanuzzaman et al.,
2019). Sua atividade foi diminuida por As™ nas folhas, mas aumentada nas raizes, que foi
significativamente maior com 72 h, o que provavelmente ocorreu devido a um requerimento de

GSH para complexagido do As'™

nessa parte da planta que teve a concentragdo aumentada de
As™ ap6s 72 h. Enquanto que com As" foi diminuida nas raizes apds 24h, mas aumentada nas
folhas e raizes apds 72 h, nesse caso isso ocorreu foi a ndo reducdo completa de As™ a AsY
mesmo com 24 h, perdendo mais eficiéncia com o prolongamento dos tratamentos, visto que a
concentracio de As" foi alta nas folhas mesmo com 24 h e aumentou ap6s 72 h, sendo, entdo,
provavelmente, requerido uma concentracao de glutationa maior nessa parte da planta nesse
periodo e nas raizes, portanto, apds 72 h. A co-aplicagdo de SiNP + As causou aumentos na
atividade dessa enquanto que Si + As isso foi mais proeminente com As". Entre as fontes de
silicio, de maneira geral, o Si causa redugdes mais significativas que SiNP na presenga de As,
portanto, Si provoca uma mitigagdo melhor do estresse, visto que ha, provavelmente, uma
necessidade menor de uso da glutationa quando Si ¢ empregado com As, causando aumentos

menores do que As sem silicio. Resultados semelhantes a esse foram observados em arroz com

As" e milho com AsY (Kiany et al., 2022; Tripathi et al., 2016).
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A glutationa ¢ o principal tiol de baixo peso molecular na maioria das células estando
em concentragdes na faixa milimolar em células vegetais (Noctor et al., 2012). Essa moélecula
¢ um tripeptideo formado pela ligagdo de glutamato, cisteina e glicina (y-glu-cys-gly) e além
de ser um poderoso antioxidante participa de outros processos do desenvolvimento vegetal (Das
e Roychoudhury, 2014; Asthir et al., 2020). E uma molécula de suma importancia quando se
trata do estresse por metais pesados, especialmente As, pois apos a reducio de As" a As' nas
raizes, que ¢ o primeiro passo da principal via de destoxicacdo do As, realizado

enzimaticamente, a GSH pode formar complexos com As'™

por possuir o grupo tiol e, também,
¢ precursora das fitoquelatinas que sdo moléculas ricas em tidis e portanto capazes de complexar
As'™! sendo, posteriormente, esses complexos transportados para o vacuolo reduzindo a
toxicidade do As (Finnegan e Chen, 2012; Mishra et al., 2019).

Sob condi¢des nao estressantes a concentragao de GSH ¢ de até 90% enquanto a de
GSSG ¢ de até 10%, mas sob estresse, como por As, essas concentragdes podem mudar
significativamente (Zechmann, 2020). Nesse estudo o As provocou alteragdes nessas

propor¢des. Os aumentos causados por As'!

, nas folhas, com 24 h, com posterior redugao apods
72 h pode estar relacionados a aclimatagdo dessas plantas ao As, ja que As' foi encontrado em
folhas, porém a concentragio de As'™ foi maior apds 72 h, o que sugere que a concentragio de

M sendo a

glutationa nas raizes nao foi suficiente para causar uma complexagdo total do As
concentracdo deste, entdo, aumentado nas folhas. Além disso, uma realocacao de energia para
biossintese para as raizes pode ter ocorrido apds 72 h, visto que a concentra¢do de todas as
formas de glutationa aumentou nesse periodo nas raizes e diminuiu nas folhas na presenca de
As"™, provavelmente na tentativa de diminuir sua toxicidade, visto a sua alta concentragio nesse
periodo nas raizes, e por fim evitar sua translocacao nas folhas, o que nao ocorreu.

Os resultados vistos confirmam ainda mais uma maior interagdo que glutationa tem por
As" visto que 0 As" causou diminuig¢do, de forma geral, da glutationa tanto em folhas quanto
em raizes, porém, como visto, essa forma aumentou a atividade da GR, especialmente com 72
h, que resultariam em maiores concentragdes de GSH ndo observadas, que pode ter sido causada

pela mais altas concentragdes deste do que de As'™

em ambas as partes da planta, que causaram
uma toxicidade tdo grande que apesar do aumento na enzima isso resultou em outros
comprometimentos no metabolismo que acabaram por limitar esse aumento esperado. Que pelo
contrario, geraram reducdo, resultando em concentragdes altas de GSSG através do estresse
oxidativo.

1II

Assim como para ascorbato a presencga do silicio com a aplicagio de As™ e AsY alterou

as concentragdes das formas de glutationa, porém estas alteragdes foram dependentes da fonte


https://www.frontiersin.org/people/u/164260
https://link.springer.com/article/10.1007/s12374-020-09253-7#auth-Bavita-Asthir
https://sciprofiles.com/profile/1140944

66

de silicio, parte da planta, fonte de As e periodo de exposi¢do. Mas de maneira geral o que se
nota ¢ que mesmo na presenga de silicio a concentra¢do desses compostos ainda ¢ alta. Mas
alguns resultados que se tornam claros ¢ que SiNP diminuiu as concentragdes na presenca de
AsY do que de As™ e causou reducdes mais significativas do que ele aplicado sem silicio nas
raizes e que os efeitos do Si foram mais dependentes do periodo de exposi¢do, especialmente
nas folhas quando aplicados com as fontes de As e que entre fontes de silicio esta causou, de
maneira geral, aumentos mais significativos que SiNP. Visto que ambas as fontes de silicio
causaram diminuicdes nas concentragdes de As'! e As de maneira igual, redugdes na
concentragdo de glutationa eram esperadas pelo menor estresse, portanto, de maneira geral
SiNP ¢ mais eficiente para mitigar esse estresse pela glutationa.

111

No arroz a aplicagdo de As™ resultou em maiores concentracdes de GSH enquanto a

aplicacdo de SiNP sem As'!!

ndo resultou em aumentos significativos, enquanto que SiNP +
As™ resultou em aumentos maiores do que As'' sozinho (Kiany et al., 2022). Com As", na
mesma planta, foram observados aumentos de glutationa total, mas a aplicagio de Si + As" a
concentragio foi menor do que o tratamento com somente As" (Das et al., 2018). No milho,
AsY aumentou glutationa total e a aplicagdo de Si ou SINP com As¥ aumentou ainda mais essas
concentracoes (Tripathi et al., 2016). Portanto, como visto, sdo encontradas muitas variagdes
com a aplicagdo de silicio para diversas plantas e um estudo mais aprofundado disso se torna
necessario.

Foyer e Noctor (1998; 2011) sugeriram que a relagdo GSH/GSSG funciona como um
sensor redox envolvido na percep¢ao de EROs. Sendo a GR capaz de reduzir GSSG, esta ajuda
as plantas a manter uma alta relacdo GSH/GSSG, que em condi¢des normais ¢ de pelo menos
20:1, porém em condigdes estressantes, como a concentracao de GSH e GSSG se alteram, essa
relacio também (Abbas et al., 2018; Szarka et al., 2012). De maneira geral, As™ causou
diminuicdo nessa relacdo nas folhas e As" nas raizes. Isso provavelmente ocorreu, pois, as
folhas ndo conseguem destoxificar As'! tio bem quanto as raizes, enquanto que nas raizes a

quantidade de As" foi elevada ao ponto de que somente a redugdo a As'™

e posterior
complexagdo e transporte para o vactolo ndo foi suficiente para deixar de causar uma redugao
nessa relacdo como ocorreu em tomate e milho (Tripathi et al., 2016; Kaya e Ashraf, 2022)
De maneira geral, as alteragdes causadas pela co-aplicagdo de silicio com As foram mais
afetadas com As", tanto em folhas quanto em raizes. Entre as fontes nio houve diferengas muito

M mas com As", Si com 24h nas folhas e SiNP e Si apds 72h nas raizes

contrastantes com As
aumentaram significativamente a relagdo. Apesar dos resultados para as concentragdes de

glutationa nao terem sido tdo claros, de acordo com os resultados visto aqui fica evidente a
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participacdo do silicio na sinaliza¢do do estresse, especialmente de As" visto que essa relagdo

é relatada como um sensor redox em plantas. As nio muitas diferengas observadas com As'!

podem ser devido a outras causas como o silicio estimulando a biossintese de fitoquelatinas que
interagem com As'!!

Ashraf, 2022; Kiany et al., 2022).

, sendo isso observado em tomate, trigo e arroz (Sil e Biwas, 2020; Kaya e

A biossintese de GSH ¢ dependente de ATP e ocorre através de duas reagdes, na
primeira ocorre uma ligacdo peptidica entre os aminoacidos glutamato e cisteina, que ¢
catalisado pela y-GCS, formando y-glutamilcisteina, o precursor imediato da molécula de
glutationa, apds isso, y-glutamilcisteina, ¢ ligado a glicina, pela GS resultando na formagao da
GSH de fato (Hasanuzzaman et al., 2019). Os resultados da atividade de y-GCS acompanharam

as variagcdes nas concentragdes de GSH nas plantas expostas ao As'!

, enquanto que nos
tratamentos com As" as menores concentragdes de GSH nas folhas podem ter sido causados
pela reducdo na proxima etapa de biossintese catalisada pela GS, ja que nao houve diferengas
nessa para esta fonte de As.

1 ou zASV ndo causou as mesmas consonancias

A co-aplicag@o de SiNP ou Si com As
vistas para a aplicacdo das fontes de As sozinho, isso pode ter sido causado por flutuagdes na
atividade dessa enzima, sendo refletidas somente depois em concentragdes de GSH, como por
exemplo a aplicacdo de Si com as fontes de As aumentaram com 24 h e isso s se refletiu em
aumentos de GSH ap6s 72 h nesses tratamentos. Portanto, maiores ou menores atividades desta
pode ter resultado em alteragdes em GSH em outros periodos nao avaliados, além de que a GS
também foi afetada com redu¢do da atividade quando As foi aplicado com Si o que também
refletiu nas concentragdes de GSH. Entre as fontes de silicio aumentos na atividade dessa
enzima s6 foram observados com As", tendo SiNP causado aumentos mais significativos, que
¢ um ponto positivo visto que isso estimularia a producdo de GSH, que foi observada com 24 h
de exposi¢do, e isso ocorreu provavelmente devido a uma maior concentracao de SiNP do que
de Si nas folhas na presenca de As". A intima relacdo que os componentes desse ciclo possuem
entre si e com H>O» ficou claro pela andlise de correlacdo. E, tendo o As sido correlacionado
positivamente com o H>O; em todas estas correlacdes, era esperado que este afetasse os
componentes desse ciclo.

Noctor et al. (2012), sugerem que reagao catalisada pela y-GCS ¢ mais relevante para a
biossintese de GSH do que a reagdo catalisada para GS e isso parece se confirmar nesse trabalho
visto que ndo houve nenhuma diferenca significativa apos 24h de exposicdo aos tratamentos
entre nenhum destes, independente da presenga ou ndo de As ou silicio, para a atividade da GS.

Além disso, quando se avalia a escala de atividade, confirma-se ainda mais que y-GCS exerce
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um papel mais relevante, pois ela possui uma escala de atividade menor e, portanto, mais
limitante. Ap6s 72h As'™ e As" diminuiram a atividade dessa enzima e isso contribuiu com a y-
GCS para menores concentragdes de GSH nesse periodo.

A co-aplicagdo so interferiu na atividade enzimatica com Si, reduzindo a atividade dessa
enzima, mas nao em y-GCS e isso ndo resultou em menores concentracdes de GSH, isso sugere
que quando Si ¢ aplicado, a y-GCS modula mais os niveis de GSH. Porém quando comparadas
entre si, SiNP causou menores atividades dessa enzima que resultaram em menores
concentragdes de GSH nesse periodo, causado pela maior concentracdo de SiNP do que de Si
nessa parte da planta.

A GPx ¢ uma peroxidase e assim como outras peroxidases atua na remog¢ao de H,O»
evitando o estresse oxidativo, utilizando GSH ou tioredoxina como doadores de clétrons,
ligando-as ao seu grupo tiol altamente reativo, sendo, também, capaz de reduzir hidroperoxidos
organicos e lipidios (Hasanuzzaman et al., 2020). A atividade da GPx foi aumentada pela

aplicagio de As, o que so foi refletido na concentragio de GSSG para As'™

apods 24h, o que pode
significar que esta utilizou tioredoxina de forma preferencial, ao invés de GSH, como doador
de elétrons para reduzir o H2O2. Acréscimos rapidos na atividade GPx e outras peroxidades
ocorrem em resposta das plantas de alface expostas ao As (Silveira et al., 2015) comprova a
alta toxicidade do As, por meio da geracdo de EROs, e a rapida resposta enzimatica
antioxidante, o que nem sempre ¢ suficiente para reduzir a concentragdo de H»O; e a
peroxidagao lipidica.

O estimulo da atividade pela aplicagdo As com SiNP apds 72 h de exposigao resultou
em menores concentragdes de HoO» nesse periodo em comparacao com 24h de exposicao. Para
Si isso ndo € observado. O estimulo diferencial pode estar ligado a taxa de translocacdo para
folhas, visto que, novamente, a concentragdo de SiNP foi maior nas folhas, porém, de maneira
geral tanto Si quanto SiNP causaram menor atividade dessa enzima do que na auséncia de silicio
0 que resultou em menores concentragdes de H»O> e isso deve ter ocorrido pela menor
concentracdo de As nesses parte da planta e pelo estimulo de outros componentes do sistema
antioxidante.

Apesar de ndo eliminar espécies EROs, a GST auxilia na regulagdo do metabolismo sob
estresse oxidativo, pois esta € capaz de conjugar moléculas téxicas com GSH, tornando-os
menos toxicos, e transportando-os para o vacuolo (Tripathi et al., 2012). A estimulagao da
atividade da GST tem sido considerada um fator importante na tolerancia ao estresse metalico
(Dixon et al., 2010), tendo Kumar e Trivedi (2018) afirmado que estas respondem ao As. O

I

aumento da atividade desta com AsY em relagdo ao As'! pode estar ligado ao mecanismo de
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I

destoxificagdo do As™ com GSH e fitoquelatinas, que ndo ocorrem para As" e, portanto, um

requerimento da ativagdo dessa enzima de forma mais significativa.

111 111

A aplicagdo As™ com SiNP parece ter ajudado no processo de complexagao do As™ visto

que a atividade diminuiu e de Si também, porém s6 no periodo inicial dos tratamentos para essa
fonte, enquanto que com As" foi estimulada o que reforga o argumento relatado anteriormente,
esses resultados sdo corroborados por Das et al. (2018) e Kaya e Ashraf (2022). Tanto Si quanto

SiNP trouxeram melhoria a atuagdo dessa enzima, o SiNP causou uma redu¢do ainda mais

111

significativa do que Si com As", provavelmente pela estimulacdo dos mecanismos

I

destoxificadores de As'" relatados anteriormente e trouxe, também, assim como Si, incrementos

maiores da atividade com AsY reforcando a atuacio desta para desintoxicar essa forma de As.
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5.  CONCLUSOES

As formas inorganicas de As, As'' e AsV, causaram efeitos negativos sob a anatomia,
bioquimica e fisiologia de plantas de alface, que sdo aumentados com o prolongamento do
tempo de exposi¢do, sendo, de maneira geral, os efeitos mais toxicos causados por As'. A
rapida absor¢io e translocacdo para a parte aérea, especialmente de As", aumentou as atividades
de enzimas antioxidantes e a biossintese de antioxidantes, como estratégia para mitigar os
efeitos toxicos do poluente. Apesar disso, estas alteragdes ndo incorreram em reducdes
suficientes nas concentragdes de EROs, a ponto de evitar a peroxidagao de membranas lipidicas.
Além disso, a concentragdo de As encontrada em folhas representa um sério risco de
contaminagao e, portanto, na seguranga alimentar, dado os efeitos nocivos que o As possui para
seres humanos.

A aplicacdo de silicio, seja idnico ou nanoparticulado, reduziu de forma eficiente a
toxicidade do As nas plantas e o risco de contaminagdo. Isso ocorreu, principalmente, por trés
mecanismos: reducdo da absor¢do pelas raizes e consequente diminui¢do da concentra¢do nas
folhas, reducdo dos danos anatomicos e pela modulagdo do sistema antioxidante,
principalmente, enzimatico. Entre as fontes de silicio ndo ¢ possivel afirmar qual promove
maiores atenuagdes da toxicidade do As, mas € possivel afirmar que o SiINP ¢ tao eficiente
quanto o Si no processo de mitigagdo dos danos, o que, por si s0, ja € um resultado promissor,
visto que a nanociéncia ainda ¢ um campo que carece de investigacdes sobre a atuagdo de
nanoparticulas em plantas.

A alface ¢ uma hortaliga bastante consumida mundialmente e os resultados aqui
apresentados mostraram avangos consideraveis sobre os efeitos que o As e o silicio tem sobre
essas plantas, complementando estudos que visam reduzir as contaminagdes por As e garantir
seguranga alimentar.

Como perspectivas futuras, recomendamos investigagdes mais aprofundadas sobre os
mecanismos de absor¢do e, principalmente, translocacdo para a parte aérea de SiNP, visto que
este foi encontrado em maiores concentragdes, tanto em folhas quanto em raizes, do que Si.
Além disso, incentivamos pesquisas que visem identificar e caracterizar a existéncia de
transportadores de silicio em plantas de alface, para que os mecanismos de alivio do estresse

possam ser melhor compreendidos.
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