ALICE CARVALHO DE OLIVEIRA

PAPEL DO SELENIO NO CRESCIMENTO E NA RESPOSTA AO DEFICIT
HIDRICO EM TOMATEIRO (Solanum lycopersicum L.)

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do Programa de
P6s-Graduagdo em Botanica, para obtencdo do
titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2016



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vicosa - Campus Vicosa

T

Oliveira, Alice Carvalho de, 1987-
048p Papel do selénio no crescimento e na resposta ao déficit
2016 hidrico em tomateiro (Solanumlycopersicum L.) / Alice Carvalho

de Oliveira. — Vigosa, MG, 2016.
xi, 76f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador: Wagner Luiz Aratjo.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vicosa.
Inclui bibliografia.

1. Solanum lycopersicum - Efeito do selénio. 2. Solanum
lycopersicum - Déficit hidrico. 3. Planta - Crescimento.
4. Tomate. I. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de
Biologia Vegetal. Programa de Pés-graduagdao em Botanica.
II. Titulo.

CDD 22. ed.




ALICE CARVALHO DE OLIVEIRA

PAPEL DO SELENIO NO CRESCIMENTO E NA RESPOSTA AO DEFICIT
HIDRICO EM TOMATEIRO (Solanum lycopersicum 1..)

Dissertagdo apresentada & Universidade Federal de
Vigosa, como parte das exigéncias do Programa de
P6s-Graduagdo em Botanica, para obtengdo do

titulo de Magister Scientiae.

Aprovada: 26 de julho de 2016

s s /7)) (P {"'\ ‘k 7 ;
A Tin/20660m) Lprrrs femts fafpnt]
Agustin Zs6gon Dimas Mendes Ribeiro
7 7

%&g&eﬁu@[wj 0
‘ (Orientador)



“Quando se quer algo verdadeiramente
e com suficiente forca, acaba-se por consegui-lo sempre.”

Herman Hesse

il



Aos meus irmdos Mariana e Vitor (in memorian)
Ao meu pai Joaquim (in memorian)
As minhas sobrinhas Jiilia e Cecilia

Por me ensinarem o que é amor incondicional
Ofereco

1ii



A minha mde Patricia e minha vé Maria Jiilia pela forca
e luta de uma vida inteira, e por terem me ajudo

sempre com algo que nunca nos tiram: a educagdo.
Dedico

v



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Vicosa, por ter me mostrado o valor do ensino superior
como fonte libertadora das algemas da ignorancia.

A CAPES, pela bolsa concedida.

Ao Departamento de Biologia Vegetal, sempre presente nas minhas conquistas.

Ao meu orientador Prof. Wagner Luiz Araijo, pela orientacdo, pelo compromisso com
meu sucesso, aprendizado e também pela paciéncia e pelas palavras sempre bem
colocadas para que eu pudesse sempre crescer € nunca desistir.

Ao meu coorientador Dimas Ribeiro, pela disponibilidade e ajuda nos momentos que
sempre precisel.

Aos membros da banca pelas sugestdes e corre¢des do meu trabalho.

A toda equipe da Unidade de Crescimento de Plantas, pela oportunidade desafiadora e
toda ajuda, que me levaram a enxergar a grandiosidade do estudo na édrea vegetal e em
grupo.

Aos professores do mestrado: Adriano Nunes Nesi, Aristea Azevedo, Renata Strozzi
Jodo Augusto Meira-Neto, Wagner Otoni, Denise Bazzolli, Humberto Ramos e
Maximiller Dal Bianco, pela ajuda no meu crescimento profissional.

Aos meus amigos do laboratério e da vida: William pela ajuda nos experimentos,
andlises, broncas e risadas e; Rebeca pela ajuda de sempre, ensinamentos, preocupagao
e amizade sempre sincera; Rina pela amizade e pela paciéncia com a ajuda na fase final
da minha dissertacdo; Jéssica e Fran pela troca de experiéncias e cooperacao sempre
presente; Paula e Elias, por todo carinho. Acdcio pelas lindas fotografias, 6timos
churrascos e amizade; Vitor por me ensinar a trabalhar com tomate e a ndao me
preocupar com o que ndo deveria; Carla e Dani, pela amizade e motivacdo; David,
Marcelo, Dora, Luana, Jorge, Jaciara, Jodo, Jonas, Greice, que ajudaram muito com o
incentivo de sempre nos momentos dificeis.

As amigas-irmis que Vicosa me deu Roberta e Ana Carol, por me lembrarem que a vida
também € a arte do encontro; Ao meu amigo Fred Louredo por toda ajuda e atencao.

As minhas grandes amigas Thais, Nay, Amile, Luila e Raquel, que mesmo distantes,
estiveram presentes torcendo para 0 meu sucesso.

A minha familia, que sempre acreditou em mim. E acreditar em alguém é fazé-lo jamais

desistir.



BIOGRAFIA

Alice Carvalho de Oliveira, filha de Joaquim Ferreida de Oliveira e Patricia Carvalho de
Oliveira, nasceu na cidade de Coronel Fabriciano, estado de Minas Gerais, no dia 20 de
outubro de 1987. Concluiu a graduacdo em Ciéncias Bioldgicas na Universidade
Federal de Vicosa em janeiro de 2014, ingressando no Programa de Pds-Graduagdo em
Botanica em agosto do mesmo ano, submetendo-se a defesa de dissertacdo em 27 de

julho de 2016.

vi



SUMARIO

RESUMO ...ttt ettt ettt et et s et et et e s et e s e e st entenbeeseenseaseeneensesneansensesneansens X
ABSTRACT ...ttt ettt e h et b et e st s bt et e s bt e st e bt e bt et e sbe et e besbeeaeebeeaee xi
INTRODUGCAO GERAL .......ooomiieiieeeeieeeeeeeee e eses s sas s annens 1
CAPITULO Lo seese sttt 4
IMPACTOS DA PRESENCA DE SELENIO NO CRESCIMENTO E TROCAS GASOSAS
EM TOMATEIRO (Solanum LycoperSiCum LL.) ........c.coooueeeiiiiniiiiiiieeiieeesteeeiee et 4
1. INTRODUGAO .....oooviieieeeeeeeeeeeeeeee et saes s naneesnasaes 5
2. MATERIAL E METODOS .......onsiviimriimerimmeemssesessessssssssssessssesssssssesssssssesssssssssssnas 6
2.1.  Material vegetal € condigOes de CULIVO ....cccueerrviiriiiiiniieiiie ettt 6
2.2, Aplicagao dO tratAMENTO.........eeuieiueertiertiertieeie et et et e stteetteeabeeabe e bt ebeesbeesbeesaeesaeeeteans 7
2.3, Aplicaco de S€ VIQ PIIMIAG......cccoueeeueieeiieeeeiieeieeeete et ete e eteeete e ebeesieessateesbeesnaeees 7
2.4, ANALISES DIOMELTICAS .eoveeuiiiuiieiieieeitet ettt ettt ettt ettt beesbtesbeesaeesateenbeens 8
2.5.  Andlises dos parametros fotossintéticos e fluorescéncia da clorofila a ........................ 8
2.6.  EnNsaios DIOQUITIICOS. ...c..couerteriirrieniireeienieetentt et ettt sttt st ettt s eate st saeenne s 9
2.7, EXtragfo €tanOliCa .....c.coeeierieriiriiinieiteieeie ettt ettt sttt ettt 9
2.8, Teor de Clorofila.....c.ccocuieiiiiiiiiieiicriee e e 10
2.9.  Determinacdo dos teores de aminoacidos tOtAIS.......oceevverreeuerierienereenieneneenieneeeenne 10
2.10. Determinag@o do contetido de aCUCATES .........ceccveerrieerriieeiiieeriieeeiee e eieeeeeeeeeeee e 10
2.11. Determinagdo dos conteidos de malato e fumarato............cceeceeveereeeieeneeneenieee, 11
2.12. Determinagao dos teores de proteinas SOIUVeIs tOtaLS .....cccveerreercreerrreerieeerieeeveeenens 11
2.13. Determinac@o do contetido de amido ..........ceceerieriiriieiiieiieieree et 11
2.14. Delineamento eXperimental...........c.cccueeeeueeeriieriiieeiiieeeieesieeeseeesseeesereesseessseeesnseesnens 12
3. RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt et s et e s et essesseensesseentenseeseensesseensenses 12

3.1.  Avalicfo fenotipica de plantas submetidas a diferentes concentracdes de Na,SeQOy... 12

3.2 Anilises biométricas em plantas submetidas a aplicacdo direta ao solo de solugdo de
Na,SeO,4 em diferentes concentracoes e periodo de aplicacfo. .......cceeeeeveerevieriieenieencieenieenns 13

3.3 Avalic¢fo fenotipica de plantas submetidas a diferentes concentra¢des de Na,SeO, via
PTIMING A€ SEIMEILES....ccuviieieieeetieerieeetteeseteeeteeestreesseeasseessseeassseessseeassseessseesssesssssesasseeessseenns 18

3.4  Plantas submetidas a diferentes concentragdes de Na,SeO, via priming de sementes
tem creSCimento AlteradO........eovuiiriiriiiiiiieee ettt et s 18

3.5 O Selénio nao altera os parametros de fluorescéncia e fotossintese de plantas

submetidas a diferentes concentracdes de Na,SeO, via priming de sementes .............c.......... 21
3.6  Efeitos do Selénio no metabolismo do Carbono e do Nitrogénio ........cc.cceceeveerueeuenne. 24
4. DISCUSSAOQ.......ooeieeeeeeeeeee et sas s snssnanes 26
5. CONCLUSAOQ ..ottt ettt 30
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ovvuriimiireriiesisessissesssesisesssssssssessssssssesesnns 31

vii



CAPTITULO TL .o e e s e e s s s seseseseeesesesesesesesesesssessesesesanesenasas 38
APLICACAO DE SELENIO VIA PRIMING EM SEMENTES E SEUS IMPACTOS NA

RESPOSTA AO DEFICIT HIDRICO EM TOMATEIRO (Solanum lycopersicum L.) ............ 38
L. INTRODUGAO .....oooovieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e s et n st aas s aesnanens 39
2. MATERIAL E METODOS ......covsiviiriimrriimeesisesessesessssssssessssesssssessssssssssessssssssssnas 40
2.1.  Material vegetal € condigOes de CULtIVO .....cc.eeeriieriiiiiniiiiiie ettt 40
2.2.  Aplicacdo do estresse por deficiéncia hidrica .........cccoeeveeriiiiniiiniieiniieie e 41
2.3.  Determinag@o do status hidrico da planta ...........ccocceevieiiiiiiniiniinieeeeeeeeee 41
2.4, AnAliSes DIOMELIICAS ..c..eevvieiiiiieiieiieiic ettt ettt sttt be e 42
2.5. Andlises dos parametros fotossintéticos e fluorescéncia da clorofila a ...................... 42
2.6, EnSaios DIOQUITIIICOS ... ..eeitiieriieiiieeiieeeiee ettt e eite et eesteeeseeeeebeeeeaeeseteesnseessnseesnnes 43
2.7, EXtrag@o @tanOliCa .......ccceeiuiiiiiiiiieitieiie ettt ettt ettt st ettt e 43
2.8, Teores de Clorofila..........cociiviiiiiiiiiiiieetee e e 44
2.9.  Determinacdo dos teores de aminoacidos tOLAIS......ccceevuerreeruervireenereesieneneenieneeneenne 44
2.10. Determinag@o do contetido de aCUCATES .........eevvveerieirriieriiieerieeeieeeireesieeeeeeeeeee e 44
2.11. Determinagao dos contetidos de malato e fumarato..........ccceevveeeceeernieencieeenieeeeeeene 45
2.12. Determinag@o dos teores de proteinas SOIUVELs tOtals .......ccceereeriereeriieereenienieeienee 45
2.13. Determinag@o do contetido de amidO........ccceeeviieriiiiiniiiiniiie ettt 46
2.14. Determinagdo das enzimas envolvidas no metabolismo antioxidativo ....................... 46
2.15. Determinag@o do contetido de Prolina..........ccceccveeecieerrieeriiieenieeeieeereesieeeeeeeeeee e 47
2.16. Delineamento eXperimental............ccocueruiriiierienieeie ettt e ee e e esaee e 48
3. RESULTADOS ...ttt ettt et s b et e b et ebe e st eseeneeneeees 48

4.
5.
6.

3.1.  Avaligdo fenotipica de plantas tratadas com diferentes concentracdes de Na,SeO, via
priming de sementes submetidas a deficiéncia hidrica. .........cccccceeveiieeiiieniiieeiie e 48

3.2.  Andlises biométricas de plantas tratadas com diferentes concentracdes de Na,SeO, via
priming de sementes submetidas a deficiéncia hidrica ..........cccccceeveieeeiiiiniieinieeree e 51

3.3. O Selénio nio altera os parametros de fluorescéncia e trocas gasosas em plantas de
tomate nem em condi¢des 6timas nem situacdes de deficiéncia hidrica.........ccceecveereveernnnenne 54

3.4. Aplicagdo de Se, via priming em sementes, afeta o metabolismo do Carbono e do
Nitrogénio em tomate , sob deficiéncia hidrica.........c.ccocvvveeeieriiiiiiiieeeee e 56

3.5. O Senio altera as atividades da APX e CAT em folhas de tomate em condicdes
otimas e de defici€ncia hidriCa. ........cccveeeiiieiiieeie e 59

3.6. O Se ndo promoveu o acimulo de prolina em folhas de tomate submetidas a estresse
hidrico 61

DISCUSSAO .. oot et e e e e e e e e e e e e e s e e es e e e et e e s e et e e et e e eseesesesesesesesesens 61
CONCLUSAOQ e et e et e e et e et e et et e et e e eseeeeee e e e e eeeee e 65
CONCLUSOES GERALS ...t ee e e es e e es e s eees e ses e e es e seseesesesesesesens 66

viii



7.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1X



RESUMO

OLIVEIRA, Alice Carvalho, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2016.
Papel do Selénio no crescimento e na resposta ao déficit hidrico em tomateiro
(Solanum lycopersicum L.). Orientador: Wagner Luiz Aradjo. Coorientador: Dimas
Mendes Ribeiro.

Apesar do conhecido papel positivo do Selénio (Se) no crescimento de plantas e na
atenuacdo dos danos ocasionados por estresses abidticos, pouco parece ter sido ainda
explorado acerca dos impactos fisiologicos e metabdlicos de distintos niveis de Se
aplicados via priming em sementes de tomate (Solanum lycopersicum L.). Propde-se
entdo, neste trabalho, uma pormenorizada caracterizagdo fisioldgica e metabdlica em
tomateiro cultivados em presenca de Se ou metabolicamente induzidas via seed priming,
em condicdes 6timas e de déficit hidrico. Para tal, foram realizadas anélises biométricas,
com foco na altura e incremento de biomassa, bem como medi¢Oes de trocas gasosas e
fluorescéncia da clorofila a, e andlises bioquimicas referentes ao metabolismo do
carbono e nitrogénio. Em condi¢des de seca, além das andlises anteriormente citadas,
um acompanhamento do status hidrico das plantas, assim como anélises referentes ao
metabolismo antioxidativo foram realizadas. Os resultados aqui obtidos mostram que,
em presenca de Se, as plantas tem seu crescimento alterado, porém estas alteragdes nao
estdo associadas a alteracdes fotossintéticas, fotoquimicas, ou do sistema antioxidativo,
ocorrendo, predominantemente, as expensas de um reajuste metabdlico verificado por
aumentos significativos no conteido de fumarato, acoplados a diminui¢do dos niveis de
proteina e aminodcidos. Essa modulacdo especifica do metabolismo mitocondrial, com
aumento nos niveis deste dcido organico, parece possibilitar tanto a manutencdo do
crescimento, durante o processo de aclimatacdo a presenga de altas dosagens de Se, bem
como na resposta a seca. Em conjunto, os resultados aqui obtidos oferecem novas
perspectivas para a compreensao do efeito do Se no metabolismo vegetal em condigdes

6timas, como também em condicdes de déficit hidrico.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Alice Carvalho, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2016. Role
of Selenium on both growth and drought response in tomato plants (Solanum
lycopersicum L.). Advisor: Wagner Luiz Araijo. Co-advisor: Dimas Mendes Ribeiro.

Despite the recognized positive role of selenium (Se) on both plant growth and
mitigation of effects caused by abiotic stresses, our knowledge concerning the
physiological and metabolic impacts of Se applied via priming on tomato (Solanum
lycopersicum) seeds remains rather fragmented. Here, a detailed physiological and
metabolic characterization of tomato cultivated either in presence of Se or metabolically
induced via seed priming was performed under both optimal growth conditions and
following water restriction. To this end, biometric analyzes, focusing on increments in
both plant height and biomass were performed. In addition, gas exchange and
chlorophyll a fluorescence measurments coupled with biochemical analyzes of carbon
and nitrogen metabolism were investigated. Following drought conditions, in addition
to the aforementioned analysis, plant water status was monitored, as well as analysis on
the anti-oxidative metabolism. Our results demonstrated that in presence of Se there is a
clear alteration in plant growth. Notably, these changes are neither associated with
photosynthetic changes nor with alteration in photochemical efficiency or antioxidative
system; however, those changes seems to occur mainly at the expense of a metabolic
adjustment explained by the increases in fumarate content, coupled with decreased
levels of both protein and amino acids. This specific modulation of mitochondrial
metabolism seems to facilitate the maintenance of growth, during the acclimation to the
presence of high doses of Se, and act in response to drought in plants in which seeds
were treated with Se. Together, our findings present novel perspectives for enhancing
our understanding of the effects of Se in plant metabolism under optimal conditions as

well as following water limitation.
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INTRODUCAO GERAL

O selénio (Se) é um elemento trago natural da crosta terrestre (Mehdawi, 2012)
e, assim como os demais elementos, apresenta um ciclo biogeoquimico que compreende
a sua evaporagdo a partir de oceanos, solos e plantas e/ou sedimentagao de particulas
(Prauchner, 2014). O Se estd disponivel na natureza em diferentes formas inorgénicas,
tais como: Seo(elementar), Se* (seleneto), HSeOs> (tioselenato), SeO.” (selenato) e
SeO;” (selenito), sendo as duas tdltimas preferencialmente absorvidas pelas plantas
(Sors et al., 2005). Apds sua absor¢do o Se entra na cadeia alimentar, sendo entdao
transferido a dieta humana através de produtos de origem animal e vegetal (Rayman,
2008). No solo, a disponibilidade do Se € regulada por parametros geoquimicos, como
pH e estado redox, ou ainda pelo conteudo de 6xidos de ferro (Fe) e aluminio (Al),
atividade microbiana, teor de matéria organica e argila, além da competicdo com outros
elementos quimicos (Barillas et al., 2011; Mehdi et al, 2013). Nao obstante,
propriedades fisicas do solo como grau de compactacdo, aeracdo e disponibilidade
hidrica podem, de certa forma, influenciar no transporte de Se para as raizes (Prauchner,
2014).

O conteddo de Se nos solos é altamente variavel, encontrando-se valores como
0,005 mg Kg' em certas dreas da China até valores como 8.000 mg Kg” em solos
seleniferos na Russia. E importante mencionar também que cerca de 1 bilhdo de pessoas
vive em regides com solos deficientes em Se (Mora et al., 2015). Em conjunto, essas
informacdes indicam que tanto a toxidade quanto a deficiéncia do Se apresentam-se
como problemas de ocorréncia mundial (Zhu et al., 2009). Em humanos, deficiéncias
em Se estdo comumente associadas a diversas patologias como hipertireoidismo,
doencas cardiovasculares, enfraquecimento do sistema imunoldgico, infertilidade
masculina, declinio cognitivo, e aumento na suscetibilidade a distintos tipos de cancer
(Diwadkar-Navsariwala et al., 2006; Fairweather-tait et al., 2011). Em adi¢do, o
excesso de Se, a selenose, pode ocasionar diversos maleficios a saide humana que
variam desde dermatites a faléncia renal e infarto do miocardio (White, 2015). Cumpre
mencionar que o Se, além de essencial para muitos organismos incluindo mamiferos,
bactérias e certas algas (Fu et al., 2002; Novoselov et al., 2002; White e Brown, 2010;
Mora et al., 2015) € toxico em altas concentracdes. Uma das caracteristicas que tornam
o Se fundamentalmente essencial para alguns organismos € a sua incorporacdo a
selenocisteina (SeCys) nas chamadas selenoproteinas, que apresentam funcoes

antioxidantes (Barillas et al., 2011).



As selenoproteinas ja foram identificadas tanto em mamiferos quanto em
eucaridticos unicelulares (Lobanov et al., 2007), o que sugere uma ancestralidade
comum para a presenca dessas proteinas. Ademais, muitas dessas selenoproteinas
parecem ter sido preservadas em vertebrados, algas verdes e uma variedade de protistas.
Em contraste, plantas terrestres, fungos, nematdides, insetos e alguns unicelulares
eucaridticos perderam, em eventos independentes ao longo da evolugdo, a presenga das
selenoproteinas ou até mesmo todos os vestigios de sua utilizagdo (Lobanov et al.,
2007; Zhang e Gladyshev, 2011).

Apesar de ndo ser essencial as plantas, o Se pode conferir diversos beneficios
fisiologicos aos vegetais incluindo aumentos no crescimento (Hartikainen et al., 2000)
atraso na senescéncia (Xue et al., 2001; Djanaguiraman et al., 2004). Nao obstante, a
presenca de Se parece promover diminui¢do dos danos causados por estresses varios
como deficiéncia hidrica (Yao et al., 2009; Hasanuzzaman e Fujita 2011; Nawaz et al.,
2013; Ahmad et al., 2015), metais pesados ( Ghoraba et al., 2015; Pandey e Gupta,
2015; Qing et al., 2015) como, por exemplo, cddmio (Pedrero, 2008; Filek, 2008),
temperatura (Djanaguiraman et al., 2004; Hawrylak-nowak e Matraszek, 2010), além de
auxiliar na protecdo contra infeccdes causadas por fungos e herbivoros (Hanson et al.,
2003) e tolerancia ao estresse fotooxidativo (Seppénen et al., 2003). Adicionalmente, o
Se participa do sitio ativo da enzima antioxidante peroxidase da glutationa (GDH-PX)
(Rotruck et al., 1973), destacando sua importincia na defesa contra espécies reativas de
oxigénio (EROs) (Flohe et al., 1973; Rotruck et al., 1973; Hasanuzzaman e Fujita,
2011). Nao somente a peroxidase da glutationa GDH-PX, mas também as enzimas
dismutase do superdxido (SOD), peroxidase do ascorbato (APX) e catalase parecem ter
a sua agdo beneficiada pela presenca de Se (Hasanuzzaman e Fujita, 2011). Nesse
contexto, o Se também age como cofator na rota biossintética da redutase da glutationa
potencializando, dessa forma, o processo de detoxificacio de EROs (Djanaguiraman et
al., 2010).

Além de acumular Se nos seus tecidos, as plantas podem também volatilizar esse
elemento, disponibilizando-o na atmosfera. Tal caracteristica torna vidvel o cultivo de
culturas capazes de reduzir os niveis de Se tanto nos solos quanto em dguas residuais da
agricultura e da industria, mediante volatilizacdo do Se ( Hansen et al., 1998; Line
Terry,2003). Assim, muitos esforcos tém sido envidados buscando maior compreensao
e a possibilidade de manipulacdo do metabolismo de Se em plantas. Por exemplo, a

primeira enzima da via de assimilacdo do selenato, a ATP sufurilase foi superexpressa
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em Brassica juncea, resultando em maior tolerancia ao Se e na sua acumulagdo, através
de uma reducdo mais significativa de selenato a Se organico (Zhu, 1999). Por outro
lado, a superexpressdo da cistationa-y-sintase (Cys), a primeira enzima que regula a
conversao de Se a selenocisteina (SeCys) culminou em maior tolerdncia a partir de
aumentos na volatilizacdo (Van Huysen et al., 2003). Em conjunto, as informacdes
descritas acima ressaltam a importancia das pesquisas voltadas ao metabolismo do Se
em plantas, uma vez que o sistema solo-plantas representa a principal fonte de Se para a
nutricdo de humanos e animais (Govasmark e Salbu, 2011). Sendo assim, ao
absorverem e acumularem o Se em seus tecidos, as plantas podem servir de fonte de Se
a alimentacdo de animais e humanos (Barillas et al., 2011), e ainda terem seu
crescimento e tolerdncia a diversos estresses beneficiados.

Em resumo, a manipulacdo do metabolismo de Se em plantas, buscando tanto a
obtencdo de individuos com maior nimero de caracteristicas favordveis para a
fitorremediacdo, via fito-extracdo e fito-volatilizacdo, quanto com aumento na
tolerancia a altos nivéis de Se (Barillas et al., 2011), torna-se altamente atrativa
atualmente. Contudo, para se explorar os impactos ecofisioldgicos do Se, assim como
seu efeito no aumento da tolerdncia a estresses varios, ¢ fundamental conhecer os
impactos metabdlicos do Se em diferentes espécies de plantas. Cumpre mencionar,
portanto, a corrente necessidade de se aumentarem as pesquisas que possibilitem uma
melhor compreensdo dos impactos gerais da presenca do Se e as vias pelas quais esse
elemento € metabolizado. Diante do exposto, propde-se aqui uma pormenorizada
caracterizacdo fisiolégica e metabdlica em tomateiro (Solanum lycopersicum L.)
cultivados em presenca de Se ou metabolicamente induzidas via seed priming durante
limitacdo hidrica. Busca-se, portanto, uma melhor compreensao da influéncia do Se no
crescimento, desenvolvimento e metabolismo, tanto na auséncia quanto na presenga de
fatores causadores de estresse. Para tanto, dois trabalhos independentes, porém
complementares foram realizados. No primeiro buscou-se investigar os efeitos da
presenca de Se no crescimento e metabolismo em tomate quando aplicados diretamente
no solo ou via priming em sementes. No segundo, os impactos do priming em sementes,
mediante tratamento com dosagens distintas de Se, foram investigados em tomateiro
submetidos ao déficit hidrico. Os resultados ora obtidos sdo discutidos no contexto dos
modelos atualmente aceitos de regulacdo do crescimento e aclimatagdo metabdlica em

resposta a limitagdes na disponibilidade hidrica.



CAPITULOI
IMPACTOS DA PRESENCA DE SELENIO NO CRESCIMENTO E TROCAS
GASOSAS EM TOMATEIRO (Solanum lycopersicum L.)



1. INTRODUCAO

Deficiéncias de Selénio (Se) em humanos podem levar a diversos problemas de
saude, que vao desde a infertilidade masculina e infec¢Oes virais a uma maior
suscetibilidade a diversos tipos de cancer (Diwadkar-Navsariwala et al., 2006). Cumpre
mencionar que esses problemas podem ser aliviados mediante o uso de plantas capazes
de metabolizar ou mesmo armazenar esse elemento em seus tecidos, através da
biofortificacdo agrondmica. Essa técnica consiste, basicamente, no actmulo de
micronutriente nos vegetais, através do melhoramento, engenharia genética ou uso de
fertilizantes (Yuan et al., 2015).

Fertilizantes a base de selenato de s6dio (Na,SeQ4) sdo os mais utilizados para a
biofortificacdo com Se. Esse tipo de fertilizacdo pode ocorrer com aplicacdes diretas ao
solo, via spray foliar ou priming em sementes (Ahmad et al., 2015). Em sementes, o
priming consiste na hidratacdo controlada capaz de promover atividades metabodlicas
antes mesmo da protusdo da radicula (Nawaz et al., 2013), podendo ser realizado a
partir da imersao das sementes em solu¢des contendo compostos naturais e/ou sintéticos
(Jisha et al., 2013). O priming em sementes caracteriza-se por ser facil, pratico e de
baixo custo, sendo considerado um mecanismo promissor para o aumento dos niveis de
Se em culturas de interesse agrondmico (Ahmad et al., 2015). Em adicao, evidéncias
demonstram que o priming em sementes, com uso de solucdes contendo Se, parece
também uma abordagem eficaz para melhorar a tolerincia de plantas frente a diversos
estresses ambientais (Nawaz et al., 2013), provavelmente em funcido de alteracOes
metabolicas variadas. Assim, os niveis de aminodcidos livres, actcares totais e soliveis
aumentaram em plantulas de arroz (Oriza sativa) submetidas ao priming com Se
(Khaliq et al., 2015). Nesse contexto, plantas de tomateiro (Solanum lLycopersicum L.)
cujas sementes foram previamente imersas em solucdo de selenato de sodio
apresentaram aumentos no comprimento da parte aérea, nimero de folhas e raizes
secundérias (Nancy e Arulselvi, 2014). Nao obstante, o crescimento vegetal parece ser
amplamente favorecido devido ao tratamento via priming em sementes com Se (Khaliq
et al., 2015).

O Se é um microelemento de notavel importancia no metabolismo antioxidante
tanto em seres humanos (Watts, 1994; Mehdi et al., 2013) quanto em plantas (Xue et
al., 2001). Nao obstante, os impactos desse micronutriente no metabolismo vegetal nao
foram ainda completamente elucidados, uma vez que efeitos antagdnicos com relagdo a

sua concentracdo tém sido evidenciados. Com efeito, em baixas a moderadas
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concentracdoes, 0 Se age como um antioxidante, estimulando o crescimento e
desenvolvimento; porém, em concentracdes elevadas age como pré oxidante
(Hartikainen et al., 2001) e ocasionando efeitos téxicos (Hamilton, 2004), refletidos na
redu¢do do crescimento (Xue et al., 2001). Nao somente os impactos do Se no
mecanismo antioxidativo, mas também sua interferéncia na assimilagao do carbono (C)
e nitrogénio (N) (Ghosh et al., 2013) parecem explicar, a0 menos parcialmente, as
alteracdoes no crescimento vegetal. Em adi¢do, acimulo de amido nos cloroplastos,
principal sitio de metabolizac¢do tanto do Se quanto do amido (Pennanen et al., 2002),
em resposta a presenga de Se, apresentam-se como potencial explanacdo para os
impactos desse nutriente no crescimento vegetal.

Verifica-se, contudo, que importantes questdes sobre como o metabolismo
primério e o crescimento vegetal sdo afetados pela presenga de Se ndo sdo ainda
completamente entendidas. Para tal, o objetivo deste trabalho foi verificar as possiveis
alteracdes no crescimento de tomateiro em funcdo da fertilizacdo com Se através de
aplicagdes diretas ao solo, e consequentemente determinar as dosagens Otimas e as
prejudiciais ao crescimento. A partir dai, foi feito o priming em sementes com Se, com
o intuito de se investigar as implicacdes deste tratamento no crescimento, metabolismo

primdrio e trocas gasosas em plantas de tomate em condi¢des 6timas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e condicoes de cultivo

O experimento foi realizado em casa-de-vegetacdo, na Universidade Federal de
Vicosa (20° 45°S, 42° 15> W), Vigosa, Minas Gerais. Sementes de tomate (Solanum
lycopersicum cv. Santa Clara) foram germinadas em placa de Petri (15 cm de diametro),
contendo papel do tipo germiteste umedecido com &dgua destilada. As placas foram
acondicionadas em camara de crescimento do tipo BOD (Forma Scientific, Inc, Ohio,
EUA), sob fotoperiodo de 12/12 horas (dia/noite), temperatura 25/16 °C (dia/noite),
umidade relativa 65 £ 5 % e intensidade de luz durante o periodo luminoso de 150 pmol
m? s, por um periodo de sete dias. Apos a emissdo da radicula, as plantulas foram
entdo transferidas, diariamente, para bandejas contendo substrato comercial Tropstrato
HT® para hortalicas e permaneceram nas cdmaras de crescimento até expansdo das
folhas cotiledonares. Os vasos foram conduzidos a casa de vegetacao e, apds o
aparecimento de duas folhas completamente expandidas, as plantulas foram

transplantadas para vasos plasticos de 3,5 L. O substrato comercial utilizado era o
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Tropstrato HT® e recebeu adubagdo de 15 g NPK granulado 4:14:8 (equivalente a 4%
de (NHy)*(NO3), 14% de P,0Os, 8% de K,O) por vaso. A irrigacdo foi realizada
diariamente a fim de manter-se a umidade do substrato dos vasos proxima a capacidade

de campo.

2.2. Aplicacio do tratamento

1° Experimento

Ap6s 14 dias de transplantio, as plantas foram submetidas a aplicagdo de 200
mL de solucdo de selenato de soédio (Na,SeQ,), via aplicagdo direta ao solo, nas
seguintes concentragdes: 5, 10, 25, 50, 75, 100 e 150 uM. Outras duas aplicacdes
ocorreram no 17° e 20° dias apds o transplatio de forma andloga a primeira. O material
vegetal para andlises biométricas foi coletado no 28° dia apds o transplantio, totalizando
duas semanas de tratamento com Se.
2° Experimento

Ap6s 7 dias de transplantio, as plantas foram submetidas a aplicacdo de 200 mL
de solugdo de Na,SeO4 nas seguintes concentragdes: 5, 10, 25, 50, 75, 100 e 250 uM.
Outras duas aplicagdes ocorreram nos 10°e¢ 13° dias apds o transplantio de forma
andloga a primeira. O material vegetal para andlises biométricas foi coletado no 21° dia

apos o transplantio, totalizando duas semanas de tratamento com Se.

2.3.  Aplicacio de Se via priming

A partir da andlise comparativa dos efeitos observados apds as aplicagdes dos
tratamentos descritos acima, duas dosagens de Se foram selecionadas para a aplicacdo
via priming. Além das dosagens de 25 e 250 uM de selenato de sddio, sementes foram
também imersas em dgua destilada, para que se pudesse atribuir os efeitos observados
ao Se e ndo somente ao condicionamento fisiolégico. Adicionalmente, plantas cujas
sementes ndo passaram pelo condicionamento via priming também foram avaliadas,
com o intuito de servirem como parametros de condigdes normais. O priming em
sementes foi feito a partir da imersdo das sementes em solucdo de selenato de sédio

(NaxSeOy, Sigma Aldrich) em duas concentragdes previamente estabelecidas (25uM e

250uM). As sementes foram acondicionadas em tubos do tipo Falcon, dispostos
verticalmente sob temperatura ambiente por 24 horas. Apds esse periodo, a solugdo foi

descartada, e o excesso retirado com auxilio de papel toalha. Em seguida, as sementes



foram transferidas para placas de Petri, acondicionadas em camara de crescimento, e

posteriormente transferidas para casa de vegetacdao, como descrito no item 2.1.

2.4. Anailises biométricas

Os parametros de crescimento analisados foram: altura, massa seca da parte
aérea (folhas e caule), massa seca da raiz, drea foliar total e drea foliar especifica. Apds
a coleta, as amostras foram imediatamente levadas a estufa com ventilagao forcada a 65
°C para obtencdao da massa seca (MS) apds peso constante. O crescimento das plantas
foi monitorado a cada dois dias. Para tanto, a altura das plantas foi quantificada com
auxilio de uma régua milimétrica desde a altura do colo até a gema apical durante todo o
experimento. Para a determinacdo da érea foliar especifica (AFE), nove discos foliares
de 14,1 cm” foram secos em estufa a 65 °C. A area foliar total (AFT) foi estimada a
partir da AFE utilizando a massa seca de todas as folhas. A determina¢do de ambas AFE
e AFT foi realizada seguindo protocolo descrito (Mielke et al., 1995). A AFE foi
calculada utilizando a férmula:

AFE (cm? g_l) = drea foliar dos discos (cm®) .

massa seca dos discos (g)

2.5. Analises dos parametros fotossintéticos e fluorescéncia da clorofila a

A taxa de assimilacdo liquida do carbono (A, CO, pmol m~s™), a conduténcia
estomdtica ao vapor de dgua (gs, mol H,O m> s']), a taxa de transpiracdo foliar (E), a
concentracdo interna de CO, (Ci, pmol CO, mol']), bem como a externa (Ca pmol CO,
mol'l) foram medidas simultaneamente aos parametros de fluorescéncia da clorofila a,
no primeiro foliolo da terceira folha, contada a partir do dpice. Para tal utilizou-se um
analisador de gases a infravermelho em sistema aberto (IRGA — Infrared Gas Analyzer),
dotado de uma cimara de area amostral de 2 cmz, modelo LI 6400XT (LI-COR,
Lincoln, NE, EUA), com fluordmetro acoplado (LI-6400-40, LI-COR Inc.). As
medicOes foram realizadas entre 8:00 e 12:00 horas, sob irradidncia de 1000 pmol de
fétons m™” s™', condicdo padrio de CO, de 400 ppm e sem controle da temperatura da
camara do IRGA. A quantidade de luz azul aplicada foi de 10% da densidade do fluxo
fotossintético para maximizar a abertura estomdtica. A respiracdo no escuro (R;) foi
determinada durante o periodo de escuro (entre 21:00 e 01:00 h) utilizando-se 0 mesmo

equipamento descrito acima.



Para a determinacdo da fluorescéncia da clorofila a foi utilizado um fluordmetro
acoplado ao IRGA no mesmo momento de medi¢do da R,. O foliolo foi inicialmente
submetido a um pulso de luz vermelho-distante (1-2 umol de fétons m? s?), para a
determinagdo da fluorescéncia inicial (Fp). Em seguida, para a estimativa da
fluorescéncia maxima emitida (Fy,) foi aplicado um pulso de luz saturante, com
irradiancia de 6000 umol de fétons m™? s e duragdo de 1 s. A fluorescéncia minima de
folhas adaptadas a luz (Fy’) e a fluorescéncia maxima da clorofila (F,’) foram
determinadas utilizando o mesmo equipamento concomitantemente a coleta dos dados
de trocas gasosas. A eficiéncia fotoquimica maxima do FSII (F\/Fy), a eficiéncia de
captura de energia de excitacdo pelos centros de reacdo abertos do FSII (F,/Fy’), os
coeficientes de extincdo fotoquimica (gL) e ndo-fotoquimica (NPQ) e a taxa de

transporte de elétrons (ETR) foram estimados conforme DaMatta e Rena (2002)

2.6. Ensaios bioquimicos

As folhas previamente utilizadas para as andlises de trocas gasosas e fluorescéncia
(conforme descrito no tépico 2.5 ) foram coletadas para os ensaios bioquimicos. Todo o
material vegetal foi coletado e rapidamente congelado em nitrogénio liquido e, em

seguida, armazenado a -80 °C para anélises posteriores.

2.7.  Extracio etandlica

Aliquotas de aproximadamente 25 mg de massa fresca foram maceradas em
nitrogénio liquido e posteriormente submetidas a extracdo etandlica, a quente, pela
adicao de 250 pL de élcool etilico 98% aos microtubos de 1,5 mL contendo o material
macerado. As amostras foram homogeneizadas e incubadas por 20 min a 80 °C sob
agitacdo de 822 g. ApOs esse periodo os microtubos foram centrifugados a 17.000 g por
10 min a temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi coletado e armazenado em um novo
tubo de 1,5 mL. O precipitado resultante foi submetido a outras duas extracdes
utilizando alcool etilico 80% e 50% seguindo o mesmo procedimento descrito acima.
Os sobrenadantes obtidos nestas etapas foram colocados no mesmo microtubo sendo
entdo separados do precipitado resultante, porém ambos foram armazenados a -20 °C

para andlises posteriores.



2.8.  Teor de clorofila
Os teores de clorofila das folhas foram determinados no extrato etandlico
conforme Porra et al,. (1989) , com a utilizacdo de um leitor de microplacas (Opit Max
Tunable Microplate Reader), em absorbancia de 645 e 665 nm. De posse dos resultados
das absorbancias foram calculados os teores de clorofila a e b, conforme as equacdes
abaixo:
Clorofila a = 5,21*Abs665 - 2,07* Abs645
Clorofila b = 9,29* Abs645 - 2,74* Abs665

E os teores de clorofilas totais foram normalizados pela massa fresca das amostras.

2.9. Determinacao dos teores de aminoacidos totais

O contetido de amino4cidos totais foi quantificado de acordo com (Gibon et al.,
2004). Para tanto, em uma microplaca adicionou-se 15 pL. do extrato etandlico, 35 pL.
de etanol 70%, 50 puL de tampao citrato pH 5,2 acrescido de 4cido ascorbico 0,2 % (p/v)
e 100 pL de ninhidrina 1% (p/v) em etanol 70% (v/v), em cada pogo. A microplaca foi
incubada no escuro por 20 min a 95 °C e centrifugada por 15 segundos a 17,000 g.
Posteriormente, foi feita a leitura da placa no comprimento de onda de 570 nm. Para a
determinacdo de aminodcidos totais fez-se a curva de calibragdo utilizando leucina

como padrio. Os dados obtidos foram expressos em pmol g de MF.

2.10. Determinacao do contetido de acicares
Os teores de glicose, frutose e sacarose foram determinados segundo
metodologia descrita previamente (Fernie et al., 2001). Para a reacdo foi preparada uma
mistura (meio de reacdo) contendo tampao HEPES/KOH 100 mM com MgCl, 30 mM
pH 7, ATP 118 mM, NADP+ 48,4 mM, e 56 unidades de desidrogenase da glicose-6-
fosfato - G6PDH (5 mg ml™"). Foram adicionados em cada poco de uma microplaca 160
pL do mix, 15 pL do extrato e 35 pL de etanol 80%. As leituras cinéticas das
absorvancias foram feitas a 340 nm, com intervalos de um minuto entre elas. Apos a
estabilizacdo da densidade 6tica, adicionou-se 5 pL das seguintes enzimas: hexocinase
(1,5 U por reagdo), fosfoglicose isomerase (0,7 U por reacdo) e invertase (5 U por
reacdo) com intervalos de 20 minutos entre cada aplicacdo. Os resultados expressos em

umol g foram estimados segundo equagdo baseada na lei de Lambert-Beer:
umol g NADPH = AOD
(2.85%6,22)
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2.11. Determinacao dos contetidos de malato e fumarato

Os contetidos de malato e fumarato foram determinados a partir da metodologia
descrita por Nunes-Nesi ef al. (2007). Para a reacdo foi preparada uma mistura (meio de
reacdo) contendo 50 pL. de tampao Tricina/KOH 0,2 M com MgCl, 10 mM pH 9,0, 10
uL de brometo de metiltiazolildifeniltetrazélio - MTT (10 mM), 10 uL de NAD™ (60
mM), 2 uL de fenazinaetosulfato - PES (20 mM), 5 uL de Triton X-100 10% (v/v), 3 uL
de H>O. Em uma microplaca adicionou-se 80 pL. do meio de reacdo juntamente a 10 L.
do extrato etandlico e 10 pL. de ETOH a 98%. As leituras foram feitas a partir de um
leitor de microplacas a 570 nm, com intervalo entre leituras de um minuto. Uma vez
estabilizado a densidade o6tica, foram adicionados sucessivamente aos pogos 5 pL de
malato desidrogenase (1 U por reagdo) e, apds nova estabilizacdo da OD, 5 pL de
fumarase (0,1 U por reacdo). Para obtencdo dos resultados, expressos em pmol g‘1 de

MF, foi feita uma curva de calibragdo para malato e fumarato.

2.12. Determinacao dos teores de proteinas soliiveis totais

O conteudo de proteinas soluveis totais foi determinado conforme previamente
descrito (Gibon et al., 2004) utilizando-se o precipitado resultante da extracao etandlica.
A fragdo insoldvel em etanol foi ressuspendida em 400 pL de NaOH 0,1 M e entdo
homogeneizada com o auxilio de um vortex. Os microtubos foram incubados por uma
hora a 95 °C sob agitagdo de 21,023 g. Apés, os microtubos permaneceram em gelo
durante 5 minutos para cessar a reagdo de extra¢do a quente. Uma aliquota de 5 puL do
sobrenadante foi entdo retirada dos microtubos e adicionada a microplaca ja contendo
180 pL da solugdo de Bradford (diluicdo 1:5 do reagente) em cada pogo. O
comprimento de onda utilizado para leitura pontual da microplaca foi de 595 nm. O
resultado foi obtido a parti de curva de calibracdo em que se utilizou albumina sérica

bovida (BSA) como padrio, sendo posteriormente expresso em mg g ' MF.

2.13. Determinacao do contetiido de amido

A concentracdo de amido foi determinada partir da metodologia descrita por Fernie
et al., (2001), a partir do mesmo extrato utilizado para quantificacdo de proteinas
(precipitado resultante da extracdo etandlica mais NaOH 0,1 M). Para neutraliza¢do do
extrato utilizado foi adicionado 70 pL de acido acético 1 M, seguindo-se de vigorosa

homogeneizacdo. Foi preparado uma mistura (mix de reagdo) para a hidrélise do amido
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contendo as enzimas amiloglicosidase (0,14 unidades pL™") ¢ a-amilase (0,01 U uL™)
ressuspendidas em acetato de s6dio 0,5 M pH 4,9. Em cada po¢o de uma microplaca,
contendo 40 pL da suspensdo feita a partir do precipitado da extracdo etandlica, foi
adicionado 60 puL do mix de hidrélise do amido. A microplaca foi vedada com fita de
aluminio (3M Modelo 425®) e entdo incubada por uma hora a 56°C com leve agitacdo.
Posteriormente, a microplaca seguiu para centrifugacdo de 15 segundos a 17000 g, e
entdo foram retirados 25 pL da suspensdo e transferidos para uma segunda microplaca
contendo 165 pL do meio de reacdo composto por tampao Hepes/KOH 1M pH 7,0
MgCI2 3 mM, ATP 118 mM, NADP" 48,4 mM e 56 unidades de desidrogenase da
glicose-6-fosfato— G6PDH (0,7 unidades pL™ ). A determinagio dos teores de glicose
(amido hidrolisado) foi realizada com o uso de um leitor de microplacas, com leitura a
340 nm, com intervalos de 1 minuto entre as leitutas. Ap0s a estabilizacdo da densidade
Otica, 5 pL de hexocinase (2 unidades por reacdo). O contetido de amido foi entdo
calculado de acordo com a equagdo utilizada para a determinagcdo de glicose e os

resultados expressos em pumol de glicose por g de MF.

2.14. Delineamento experimental
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com seis
repeticoes para cada tratamento, sendo cada unidade experimental composta por uma
planta por vaso. Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e, para verificar diferencgas estatisticas entre os tratamentos, as médias foram
comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (P<0,05), com auxilio
do software Assistat® (Silva e Azevedo, 2002).

3. RESULTADOS

3.1. Avalicao fenotipica de plantas submetidas a diferentes concentracoes de
NaySeQ4

Pequenas variacOes nos fendtipos foram observadas em plantas recebendo doses
distintas de selenato, revelando uma tendéncia de maior comprimento da parte aérea
para as plantas que receberam aplicagdo de 25uM de Na,SeO, (Figura 1). Tal
comportamento foi observado tanto em relagdo ao controle quanto em relacao as demais
concentracdes de selenato aqui utilizadas. Diferencgas visuais aparentes na coloragdo e
na morfologia foliar ndo foram observadas entre as plantas submetidas a diferentes

dosagens (Figura 1). E importante mencionar também que sintomas de toxidade do Se,
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como por exemplo, a clorose (Hartikainen et al., 2000), ndo foram observados nem

mesmo nas plantas tratadas com as maiores concentracdes de selenato.
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Figura 1. Imagens representativas de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L. cv. Santa
Clara). Fotos foram obtidas com plantas aos 21 dias apdés o transplantio. Durante as
aplicacagdes que ocorreram no 7°, 10° 13° dias ads ao transplantio, as plantas foram submetidas
ao tratamento com diferentes concentracdes de solucdo de Na,SeO,. Traco em branco representa

a escala (17 cm).

3.2  Analises biométricas em plantas submetidas a aplicacio direta ao solo
de solucao de Na,SeO, em diferentes concentracoes e periodo de
aplicacao.

1° experimento

Dentre os parametros de crescimento avaliados, a massa seca das folhas (MSF),
massa seca do caule (MSC) e massa seca total (MST) apresentaram comportamento
similares. Entretanto, Apesar de ndo se observarem diferengas estatisticas, observa-se
uma tendéncia de incremento nesses parametros em plantas cultivadas em presenca de
25 uM de selenato, assim como uma tendéncia de diminuicdo nesses parametros em
plantas controle (0 uM de Na;SeO4) ou quando cultivadas com 100 uM de selenato
(Figura 2).

A massa seca radicular (Figura 2E) também apresenta tendéncia de incrementos
em plantas cultivadas com 25 uM de selenato. A razdo entre massa radicular e da parte

aérea (Figura 2D) foi maior para plantas tratadas com 75 uM de selenato em relacao as
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plantas tratadas com 100 uM. A alocacdo de biomassa no caule foi maior em plantas

controle em comparagdo aquelas cultivadas com 75 e 100 uM. A alocagdo de biomassa

nas raizes de plantas cultivadas com 100 uM de selenato foi maior que nas cultivadas

com 50 e 75 uM (Figura 2F).
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Figura 2. Variacdo dos parimetros biométricos referentes a massa seca em resposta ao

tratamento com diferentes concentragdes de selenato de sddio em plantas de tomate (Solanum

lycopersicum L. cv. Santa Clara) com 28 dias. Aplica¢des de Na,SeO, ocorreram nos 14°, 17° e

20° dias ap0s o transplantio, e coleta no 28°. Massa seca das folhas (MSF) (A); massa seca total

(MST) (B); massa seca do caule (MSC) (C); Razao entre raiz e parte aérea (R/PA) (D); massa

seca da raiz (MSR) (E); alocacdo de biomassa (F). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo

diferem estatisticamente entre si segundo o teste Tukey (P < 0,05).

Plantas tratadas com 25 puM de Na,SeO, apresentaram maior altura final em

relacdo aquelas tratadas com 100 uM (Figura 3A). O mesmo ocorre para a taxa de

crescimento relativo em altura (Figura 3B) e drea foliar total (Figura 3C).
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Diferentemente da 4rea foliar total, a 4rea foliar especifica (AFE) (Figura 3D) foi maior
em plantas suplementadas com 100 uM de Na,SeO4 em relacdo as suplementadas com

0, 5, 10, 25 e 50 uM, e estatisticamente similar aos tratamentos com 75 e 150 uM de

selenato.
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Figura 3. Variagcdo nos parimetros biométricos referentes a altura e 4rea foliar em resposta ao
tratamento com diferentes concentragdes de selenato de sddio em plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L. cv. Santa Clara) com 28 dias. Aplicagdes de Na,SeO,4 ocorreram nos 14°, 17° e
20° dias ap6s o transplantio, e coleta no 28°. Altura final (A); taxa de crescimento relativo em
altura (TCR-h) (B); éarea foliar total (AFT) (C); area foliar especifica (AFE) (D). Médias
seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste Tukey

(P <0,05).

2° experimento

Em funcio dos resultados obtidos no experimento descrito acima apresentarem
apenas, em sua maioria, tendéncias sem diferencas estatisticas, decidiu-se pela repeti¢ao
desse experimento e também pelo uso de maiores concentracdes de selenato. De modo
similar, tendéncias de maiores incremento nos parametros biométricos referentes a

massa seca foram também obtidas em plantas cultivadas com 25 uM de selenato de
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sodio. Assim, a massa seca das folhas (Figura 4A) foi maior para estas plantas do que
para as que foram tratadas com 10 e 250 uM de selenato. O mesmo padrdao foi
observado para massa seca total (Figura 4B) e massa seca do caule (Figura 4C).

Nao foram verificadas diferencas para a razdo entre biomassa de raiz e parte
aérea (R/PA) (Figura 4D). O mesmo ocorreu para a alocacdo de biomassa na raiz
(Figura 4F). Ja a alocacdo de biomassa no caule foi maior em plantas cultivadas na
auséncia de Se e com 75 e 250 uM, do que naquelas cultivadas com 50 uM, as quais
apresentaram mais biomassa alocada nas folhas do que as plantas controle e as

suplementadas com 5 uM de selenato (Figura 4F).
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Figura 4. Variacdo dos pardmetros biométricos referentes a massa seca em resposta ao
tratamento com diferentes concentragdes de selenato de s6dio em plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L. cv. Santa Clara) com 21 dias. Aplicacdes de Na,SeO, ocorreram nos 7°, 10° e
13° dias ap0s o transplantio, e as coletas no 21°. Massa seca das folhas (MSF) (A); massa seca
total (MST) (B); massa seca do caule (MSC) (C); Razdo entre raiz e parte aérea (R/PA) (D);
massa seca da raiz (MSR) (E); alocacdo de biomassa (F). Médias seguidas pelas mesmas letras

ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste Tukey (P < 0,05)
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Embora a altura final tenha sido maior em plantas cultivadas com 25 uM quando
comparadas aquelas com 50 uM, ndo foram observadas diferencas para a TCR-h
(Figuras 5A e 5B). A drea foliar total em plantas cultivadas com 25 uM foi maior que a
observada em plantas cultivadas com 10, 50 e 250 uM (Figura 5C). De modo diferente
ao observado no primeiro experimento (Figura 3D), a AFE foi maior em plantas

controle (O uM ) que nas cultivadas com 100 uM (Figura 5D).
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Figura 5. Variagdo nos parimetros biométricos referentes a altura e drea foliar em resposta ao
tratamento com diferentes concentragdes de selenato de sédio em plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L. cv. Santa Clara) com 21 dias. Aplicacdes de Na,SeO, ocorreram nos 7°, 10° e
13° dias apds o transplantio, e a coleta no 21°. Altura final (A); taxa de crescimento relativo em
altura (TCR-h) (B); area foliar total (AFT) (C); area foliar especifica (AFE) (D). Médias
seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste Tukey

(P <0,05).

A andlise de crescimento € um conjunto de métodos que possibilitam a descricao
das condi¢Oes morfofisioldgicas da planta em diferentes intervalos de tempo, entre duas
amostragens sucessivas, permitindo o acompanhamento da dinamica da producado
fotossintética através da avaliacdo do acimulo de massa seca (Barbero et al., 2014).
Assim, tomados em conjunto, os dados dos experimentos 1 e 2 revelam, de modo

consistente embora nem sempre estatisticamente significativo, tendéncia a maiores
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crescimentos em altura e incremento da massa seca nas plantas cultivadas com 25 uM
de selenato. Apesar de plantas cultivadas com 100 uM apresentarem uma tendéncia a
menor crescimento e incremento de biomassa (primeiro experimento- Figura 2), as
plantas cultivadas com 250 uM (segundo experimento- Figuras 1, 4 e 5), apresentaram
diferencas mais expressivas ao serem comparadas aquelas cultivadas com 25 uM,
concentracdo essa que parece estimular mais o crescimento das plantas nas condicdes
aqui utilizadas.

De posse dos resultados descritos acima, as dosagens de 25 e 250 uM de
selenato de sédio foram selecionadas para realizagdo do priming em sementes, a fim de
se investigar as alteragdes causadas pelo Se em plantas cujas sementes foram

previamente tratadas.

3.3 Avalicao fenotipica de plantas submetidas a diferentes concentracoes de
Na,SeQy4via priming de sementes

Assim como nos experimentos descritos acima, verificou-se uma tendéncia de

maior comprimento da parte aérea ao final de 21 dias de cultivo para as plantas cujas
sementes foram imersas em solu¢do com 25 uM de Na,SeO4 (Figura 8A). Esse
comportamento foi notado tanto em relacdo as plantas que ndo passaram pelo priming
(sem priming), quanto em relacdo as plantas cujas sementes foram imersas em dgua
destilada e na maior concentracio de selenato (250 uM). E importante mencionar
também que diferencas aparentes na coloracdo e na morfologia foliar bem como
sintomas de toxidade do Se, como clorose (Hartikainen et al., 2000), necrose,
murchamento das folhas e morte prematura ( Lehotai e Lyubenova, 2016) ndo foram

observadas (Figura 6).

34 Plantas submetidas a diferentes concentracoes de Na,SeQq via priming
de sementes tem crescimento alterado
Tendéncia geral de incrementos nos parametros biométricos relacionados a
massa seca foi observada em plantas que passaram pelo priming com 25 uM de selenato
de sodio. Cumpre ressaltar que, em relagdo as plantas controle, o incremento das plantas
submetidas 25 uM de selenato via priming nao foi significativo. Entretanto em relacao
ao priming com dagua destilada e ao priming com 250 uM de selenato de sdédio,
incremento observado em resposta ao priming com 25 pM para massa seca das folhas

(Figura 7A), massa seca total (Figura 7 B), massa seca do caule (Figura 7C) foram
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significativos. De maneira interessante, plantas cujas sementes foram submersas em
dgua destilada apresentaram uma diminui¢do na massa seca da raiz (Figura 7E) em
relacdo aquelas que ndo passarram por priming ou com priming usando 25 uM de
selenato. Tanto a razdo entre a raiz e parte aérea (Figura 7D) quanto a alocacdo de
biomassa (Figura 7F) em folhas, caule e raiz ndo foram afetadas pelos tratamentos ora

realizados.

Figura 6. Imagem representativa do experimento em que se utilizou o priming como forma de
aplicacdo do Se. Planta sem priming (A) planta submetida ao priming com dgua destilada (B),
planta submetida ao priming com 25uM de selenato de sédio (C) e planta submetida ao priming
com 250uM de selenato de sédio (D). Fotos foram obtidas aos 21 dias apds o transplantio.

Traco em branco representa a escala (17 cm).

A altura final (Figura 8A) e taxa de crescimento relativo em altura (TCR- h)
(Figura 8B) foram bastantes similares nos diferentes tratamentos. Verificou-se aumento
na area foliar total (Figura 8C) para as plantas com priming de 25 uM em comparagdo
ao priming com agua e com 250 uM; porém, a drea foliar especifica (Figura 8D)
manteve-se inalterada entre os tratamentos. O diametro do caule (Figura 8E) foi maior
em plantas cujas sementes foram tratadas com 25 uM de selenato em comparacido ao
priming sem selénio. O numero de folhas (Figura 8F) também se mostrou superior nesse
tratamento (priming com 25 uM) em relagdo ao priming com agua destilada e ao com

250 uM de selenato.
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Figura 7. Variacdo dos parametros biométricos referentes a massa seca em plantas de tomate
(Solanum lycopersicum L. cv. Santa Clara) submetidas ao priming em sementes com diferentes
concentracdes de selenato de sddio, dgua destilada e plantas sem priming. Massa seca das folhas
(MSF) (A); massa seca total (MST) (B); massa seca do caule (MSC) (C); Razdo entre raiz e
parte aérea (R/PA) (D); massa seca da raiz (MSR) (E); alocacdo de biomassa (F). Médias
seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste Tukey

(P <0,05).
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Figura 8. Variag¢do nos pardmetros biométricos referentes a altura, drea foliar, didmetro do caule

e nimero de folhas em plantas de tomate (Solanum lycopersicum L cv. Santa Clara) submetidas

ao priming de sementes com diferentes concentracdes de selenato de sddio, dgua destilada e

plantas sem priming. Altura final (A); taxa de crescimento relativo em altura (TCR-h) (B); area

foliar total (AFT) (C); area foliar especifica (D); didmetro do caule (E); nimero de folhas (F).

Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste

Tukey (P <0,05).

3.5

O Selénio nao altera os parametros de fluorescéncia e fotossintese de

plantas submetidas a diferentes concentracoes de Na,SeQOy via priming

de sementes

A eficiéncia fotoquimica maxima do FSII (F\/F) (Figura 9A) permaneceu

praticamente inalterada entre os diferentes tratamentos. Ndo se observaram também

21



diferencas para os demais parametros associados a fluorescéncia da clorofila a (Figura
9) como rendimento quantico efetivo do transporte de elétrons no FSII (F,/F,),
coeficiente de extincdo fotoquimica (gL), coeficiente de extingdo nao-fotoquimica

(NPQ) e taxa de transporte de elétrons (ETR).
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Figura 9. Variacdo nos pardmetros de fluorescéncia da clorofila ¢ em plantas de tomate
(Solanum lycopersicum L. cv. Santa Clara) submetidas ao priming de sementes com diferentes
concentracdes de selenato de sédio, dgua destilada e plantas sem priming. Eficiéncia
fotoquimica maxima do FSII (Fv/Fm) (A); rendimento quantico efetivo do transporte de
elétrons no FSII (Fv’/Fm’) (B); coeficiente de extin¢do fotoquimica (¢gL) (C); coeficiente de
extingdo ndo-fotoquimica (NPQ) (D) e; taxa de transporte de elétrons (ETR) (E). Médias
seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste Tukey

(P <0,05).
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De modo semelhante ao observado para os parametros da fluorescéncia da
clorofila a, ndo foram observadas alteracdoes para os parametros de trocas gasosas.
Assim, tanto a fotossintese liquida (A) quanto a condutancia estomadtica (gs), a taxa de
transpiragdo (E), a razao entre a concentracdo interna de CO; e a externa (Ci/C,), a taxa
de respiracdo no escuro (Rg) e a eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EUAI) ndo foram

afetadas pelos diferentes tratamentos aqui impostos.
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Figura 10. Variacdo nos parametros de trocas gasosas em plantas de tomate (Solanum
lycopersicum L. cv. Santa Clara) submetidas ao priming de sementes com diferentes
concentracdes de selenato de sédio, dgua destilada e plantas sem priming. Fotossintese liquida
(A) (A); Condutancia estomatica (gs) (B); Taxa de transpiragdo (E) (C); razdo entre CO, interno
e externo (Ci/Ca) (D); Taxa de respira¢do no escuro (R;) (E) e; Eficiéncia intrinseca do uso da
gua (EUAI) (F). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si de

acordo com o teste Tukey (P < 0,05).
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3.6 Efeitos do Selénio no metabolismo do Carbono e do Nitrogénio
Para verificar a influéncia do Se no metabolismo do N, foram quantificados os
teores de clorofila a e b (Figura 11), aminodcidos e proteinas (Figura 12). Nao foram
observadas diferencas nos teores de clorofila a (Figura 11 A), clorofila total (Figura 11
C) e na razdo entre clorofilas a e b (Figura 11 D). Os teores de clorofila b (Figura 11B)
das plantas cujas sementes foram tratadas com 25 uM de selenato foram maiores que

em plantas cujas sementes ndo foram submetidas ao priming.
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Figura 11. Teores de clorofila em plantas de tomate (Solanum lycopersicum cv. Santa Clara)
submetidas ao priming de sementes com diferentes concentracdes de selenato de sédio, dgua
destilada e plantas sem priming. Clorofila a (Chl a) (A); clorofila b (Chl b) (B); Clorofila total
(Chl total) (C) e razdo entre clorofila a e clorofila b (Chl a/ Chl b) (D). Médias seguidas pelas

mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste Tukey (P< 0,05).

Observa-se que as plantas que passaram pelo priming com selenato, nas duas
concentracdes utilizadas (25 e 250uM) apresentaram nivéis de proteinas inferiores aos
observados em plantas que ndao passaram pelo priming (Figura 12 A). Os niveis de
aminodcidos totais (Figura 12 B) também foram menores em resposta ao tratamento
com Se. Assim, tanto plantas submetidas ao priming com agua destilada quanto aquelas
que ndo passaram pelo tratamento apresentaram maiores niveis de aminodcidos totais

em relacdo as plantas submetidas ao priming com selenato.
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Figura 12. Alteragdo nos teores de metabdlitos envolvidos no metabolismo do nitrogénio em
folhas de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L. cv. Santa Clara) submetidas ao priming
de sementes com diferentes concentracdes de selenato de sédio, dgua destilada e plantas sem
priming. Proteinas (A); aminodcidos (B). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem

estatisticamente entre si de acordo com o teste Tukey (P < 0,05).

Analisando-se os metabodlitos envolvidos no metabolismo do carbono, observa-
se que os nivéis de glicose foram inferiores em plantas tratadas com 25 uM de selenato
em comparagdo ao priming com dgua destilada (Figura 13 A). Por outro lado, os
conteddos de frutose (Figura 13 B), sacarose (Figura 13 C) e amido (Figura 13D) nado
apresentaram diferencas entre os tratamentos. Em adi¢do os teores de malato ndo
variaram entre os tratamentos (Figura 13 E). Adicionalmente, as plantas submetidas ao
priming com 250 uM de selenato apresentaram maiores teores de fumarato que as

plantas submetidas ao priming de dgua e as plantas sem priming (Figura 13F).
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Figura 13. Alteracdo nos teores de metabdlitos envolvidos no metabolismo do carbono em
folhas de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L. cv. Santa Clara) submetidas ao priming
de sementes com diferentes concentracdes de selenato de sédio, dgua destilada e plantas sem
priming. Glisose (A); frutose (B); sacarose (C); amido (D); malato (E); fumarato Médias
seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste Tukey
(P <0,09).

4. DISCUSSAO

Os efeitos do Se no crescimento vegetal sdo amplamente reconhecidos.
Ademais, os resultados aqui obtidos corroboram com a premissa que esses efeitos sao
dose-dependentes (Hartikainen et al., 2000). Nesse contexto, observou-se uma clara
tendéncia de ganhos no crescimento para plantas submetidas a reduzidas concentracdes

de 25 uM de selenato ao passo que um comportamento antagénico foi notado em
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plantas cultivadas em altas concentra¢des de 250 uM de selenato. Cabe mencionar que
o padrdo aqui observado ndo parece estar relacionado diretamente nem a forma de
aplicacdo nem a idade da planta, uma vez que tanto via priming em sementes (Figura 6)
como via solugdes aplicadas diretamente ao solo em plantas com diferentes idades
resultados similares foram obtidos aqui.

As alteracdes no crescimento em decorréncia de Se parecem ser mediadas por
alteracdes fotossintéticas e consequentemente em mudancas na sintese das trioses
fostatadas (Djanaguiraman et al., 2010). Nesse contexto, a manutencdo em parametros
de trocas gasosas e de fluorescéncia da clorofila a observada neste trabalho demonstram
que o processo fotossintético, incluindo a captacdo de carbono e reagcdes fotoquimicas,
ndo sdo alteradas em tomateiro quando em presenca de Se. Entretanto, em fungdo das
pequenas alteragdes observadas em compostos associados ao metabolismo do carbono
(Figura 13), é plausivel sugerir que tanto a assimilacio quanto o metabolismo do
carbono sdo possivelmente ajustados em presenca de Se. Registre-se também que uma
modulacdo metabdlica, especifica para a presenca de Se, envolvendo ndo somente a
aquisicdo e o acimulo de carbono, mas também a forma como esse carbono € utilizado
pela planta, foi recentemente demonstrada em A. thaliana (Ribeiro et al., 2016).
Ademais, estudos envolvendo modelos metabdlicos sugerem que em plantas a
organizacdo do metabolismo, em particular do ciclo dos 4cidos tricarboxilicos, €
altamente dependente das exigé€ncias metabdlicas e fisiologicas da célula (Sweetlove et
al., 2010). De forma interessante, essa modulagdo metabolica também pode ser
observada, ao menos parcialmente, no presente estudo. Assim, plantas tratadas com Se,
via priming, apresentaram maiores conteidos de fumarato (Figura 13F) sem, no entanto,
alterar os niveis de malato (Figura 13E), sugerindo um comportamento nao-ciclico do
ciclo dos écidos tricarboxilicos, com a interrup¢ao no fluxo da conversdao de fumarato a
oxaloacetato (Sweetlove et al., 2010). Embora as evidéncias aqui apresentadas sejam
apenas circunstanciais e, portanto, em clara necessidade de estudos futuros e
complementares, os ajustes metabdlicos aqui observados sdo similares aos observados
em condi¢des de estresses varios (Singh et al., 2009; Lemire et al., 2010). Como
mencionado acima, as alteragdes no crescimento parecem ter ocorrido sem danos
bioquimicos ou mesmo fotoquimicos a fotossintese (Figuras 9, 10 e 11). Com efeito, o
malato, um intermedidrio entre a conversdo do fumarato a oxaloacetato, ndo teve seu
conteddo alterado, o que sugere que, possivelmente, o fumarato atue como fonte

alternativa de carbono para o crescimento, particularmente para as plantas tratadas com
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25uM de selenato de so6dio. O uso de fumarato como fonte de carbono, sustentando o
crescimento tem sido relatado para diversas espécies (revisado em Aradjo et al., 2012).
Foi demonstrado, por exemplo, que espécies de crescimento rdpido apresentaram, em
relacdo a espécies de crescimento lento, maiores contetidos de 4cidos organicos e
menores teores de actcares soluveis (Poorter et al., 1992). Ao se fazer uma associagdo
entre a tendéncia a menores niveis de glicose e ao acimulo de fumarato (Figuras 13A -
F), aqui encontrada nas plantas tratadas com baixas concentra¢des de Se (25 uM), é
possivel inferir que o acimulo de fumarato seja uma das maneiras utilizada por plantas
de tomate para se ajustarem a presenca de Se sem prejuizos ao crescimento.
Coletivamente, isso garantiria, ao menos parcialmente, manuten¢do das taxas
fotossintéticas, como aqui observado (Figura 10A)

Os efeitos causados pelo estresse oxidativo na respiracdo vegetal sdo conflitantes
e dependentes da severidade do mesmo (Dimkovikj e Hoewyk, 2014). Sendo o Se
considerado um pré oxidante em altas concentragdes (Hartikainen et al., 2001), plantas
tratadas com altas dosagens de selenato (250uM), ao apresentarem aumento nos niveis
de fumarato e concomitante redu¢do do crescimento, revalidam o reajuste no fluxo
metabolico envolvendo a conversdo de fumarato a oxaloacetato que, neste caso, seria
necessdria para tolerancia ao estresse decorrente da suplementacio em altas dosagens de
Se em tomate. Outros estudos relatam a atua¢do do fumarato como fonte alternativa de
carbono similar ao amido (Tschoep et al., 2009; Pracharoenwattana et al., 2010; Xue et
al., 2010) e também no combate a espécies reativas de oxigénio em Pseudomonas
fluorescens (Thomas et al., 2016). Em adicdo, fumarato tem sido associado a
assimilacdo de Se em bactérias (Li et al., 2014), demonstrando um papel versatil desse
acido organico em condicdes e organismos diversos, bem como uma estreita relacdo
com o metabolismo do Se.

Verificou-se que o Se promove melhorias na assimilacdo do nitrogénio em
cevada (Aslam et al., 1990). A assimilagdo de nitrogénio € muitas vezes associada a
AFE, consideradas assim grandezas diretamente proporcionais (Poorter, 1998); porém,
ndo foram observadas notdveis alteracdes em relacdo a area foliar para plantas tratadas
com priming de Se (Figuras 8C,D). Por outro lado, observou-se uma nitida diminui¢do
nos conteidos de aminodcidos e proteinas nas plantas em presenga de Se (Figuras 12,
BB). Em conjunto, esses resultados indicam que aminodcidos e proteinas possam ter
sido degradados em precursores de glicose, como por exemplo o proprio fumarato,

possibilitando, assim, o crescimento de plantas tratadas com baixas concentracdes e a
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tolerancia das mesmas as altas concentracdes de Se. Por outro lado, o Se pode ser t6xico
ao metabolismo celular, pois dada a sua similaridade quimica com o enxofre (S), pode
substituir, indiscriminadamente, o S em proteinas sulfuradas (Stadtman, 1996 ; Eustice
et al., 1981; Brown, 1982), convertendo, por exemplo, cisteina a selenocisteina. Nesse
contexto, é entdo possivel associar a tolerancia ao Se a redu¢do médxima do processo de
conversdo de cisteina a selenocisteina (Dimkovikj et al., 2015). Saliente-se também que
as proteinas que tem sua estrutura danificada pela incorporac¢do de selenoaminodcidos
sdo degradadas pela via ubiquitina-proteassoma (Dimkovikj e Hoewyk, 2014;
Dimkovikj et al., 2015). Considerando, pois, os resultados aqui obtidos, € possivel que,
em presenca de Se, aumentos no processo de ubiquitinagdo possam explicar, a0 menos
parcialmente, a diminuicdo dos conteddos de proteina. Entretanto, mais estudos se
fazem necessdrios para determinar o destino metabodlico das proteinas sintetizadas em
plantas de tomate em presenca de Se.

De forma oposta aos resultados aqui encontrados, o tratamento com altas
concentracdes de Se ndo alterou o conteido de aminodcidos e proteinas em A. thaliana
(Ribeiro et al., 2016). Nao obstante, menor crescimento em presenca de Se em
Arabidopsis foi associado a mudancas no metabolismo de amido. Assim, foi observado
que quando essas plantas sdo tratadas com Se niveis considerdveis de amido ao final da
noite sdo observados, indicando que o tratamento com Se afetou grandemente a
degradacao do amido comprometendo, assim, o crescimento em A. thaliana (Ribeiro et
al., 2016). Os resultados aqui obtidos indicam que o contetido de amido, mensurado
unicamente ao meio dia, ndo foi alterado em plantas de tomate suplementadas com Se.
Todavia, estudos mais detalhados acerca do metabolismo sdo necessdrios para entio
verificar se a influéncia do Se na sintese e degradacdo de amido em plantas de tomate €
distinta daquela observada em A. thaliana.

Os resultados aqui obtidos estdo de acordo com diversos estudos prévios que
sugerem uma singular reorganizacdo metabdlica em plantas tratadas com Se. Cabe
mencionar que essa reorganizagdo parece depender das concentracdes de Se utilizadas,
da forma quimica em que o Se € aplicado (selenato ou selenito) bem como da forma de
aplicagao (Ribeiro et al., 2016; Dimkovikj e Hoewyk, 2014). A auséncia de grandes
alteracdes no crescimento, incremento de biomassa e demais parametros aqui analisados
pode estar relacionada, a0 menos em partes, ao periodo em que foram feitas as medi¢oes
e coleta de material vegetal. Nesse contexto, plantulas de tomate (Solanum

lycopersicum L.) tratadas com Se apresentaram diminui¢cdes significativas no
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crescimento (Colak, 2014). Tomados em conjunto, esses resultados indicam que estudos
mais detalhados, com acompanhamento periédico dos parametros de crescimento,
parametros fotossintéticos e bioquimicos em associacdo a estudos que possibilitem
entender o processo de sintese, acimulo e degradacdo de amido, s@o ainda claramente
necessdrios para se elucidar como a regulacdo do crescimento e a modula¢do metabdlica

ocorre em reposta a presenga de Se em plantas.

5. CONCLUSAO

A presenca de Se culminou com uma tendéncia a maiores crescimento e ganho
em biomassa em plantas submetidas a baixas concentragdes (25 uM) ao passo que efeito
contrério é observado em plantas submetidas a concentracdes elevadas (250 uM). Tais
alteracdes nao estdo associadas a alteracdes em parametros relacionados a fotossintese
nem a fluorescéncia da clorofila a. No entanto, alteracdes no crescimento em resposta a
Se parecem ocorrer as expensas de um reajuste metabdlico, como aqui demonstrado, por
aumentos significativos no conteido de fumarato acoplados a diminui¢ao dos niveis de
proteina e aminodcidos em plantas cultivadas com 25uM de selenato. Embora
evidéncias circunstanciais e limitadas em func¢do das andlises metabdlicas aqui
apresentadas foram obtidas no presente trabalho, quando consideradas
concomitantemente com outros trabalhos relatados na literatura, faz-se evidente que
mais estudos relacionados ao fluxo metabdlico de aminodcidos e de proteinas
sintetizadas em presenca de Se sdo ainda necessarios. Assim, os baixos niveis de
proteinas aqui relatados podem estar associados ndo somente a um reajuste metabdlico,
mas também a degradacdo especifica de selenoproteinas via ubiquitinacdo.
Adicionalmente, tendo em mente que a despeito das alteracdes no crescimento aqui
observadas, o acimulo de amido, mensurado exclusivamente ao meio dia, nao foi
afetado em presenca de Se. Uma pormenorizada investigacdo envolvendo o
metabolismo primdrio em geral e, em particular, do amido ird, possivelmente, se
traduzir em um melhor entendimento acerca da captacdo e assimila¢do do carbono em
plantas de tomate tratadas com Se. Em conjunto, as informacdes aqui obtidas podem
auxiliar na compreensdo dos mecanismos fisiologicos e metabdlicos associados ao Se
em plantas de tomate, com possiveis implicagdes para fitorremediacao e biofortificagdo,

em resposta ao Se.
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CAPITULO 11
APLICACAO DE SELENIO VIA PRIMING EM SEMENTES E SEUS
IMPACTOS NA RESPOSTA AO DEFICIT HIDRICO EM TOMATEIRO

(Solanum lycopersicum L.)
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1. INTRODUCAO

Embora aproximadamente 70% da Terra seja constantemente coberta por dgua
(Kiippers et al., 2014; Saradadevi et al., 2014), apenas 2,5% dessa dgua é potéavel
(Gleick e Palaniappan, 2010) e dois tercos dessa reduzida quantidade sdo destinados ao
uso na agricultura (Chai et al., 2016). Considerando o estresse multidimensional por
seca um dos maiores limitantes a produtividade agricola (Waraich et al., 2011), através
de severos prejuizos ao crescimento e desenvolvimento das plantas (Li et al., 2009),
estudos que possibilitem uma maior compreensdo dos impactos da limitagdo hidrica
sobre as plantas, em geral, sdo ainda necessdrios. Ademais, a identificacdo dos
mecanismos de tolerancia envolvidos na resposta a seca, possibilitando a obtencdo de
materiais promissores aliados ao desenvolvimento de técnicas de cultivo que culminem
com a manutencdo de produtividades adequadas, mesmo em cendrios ambientais
desfavoraveis, € amplamente desejada.

Dentre os mais diversos e possiveis recursos atualmente disponiveis para se
atenuar os efeitos da limitacao hidrica, o priming em sementes vem sendo amplamente
estudado (Jisha et al., 2013; Nawaz et al., 2013; Paparella et al., 2015; Zheng et al.,
2015). Com efeito, essa técnica, baseada na hidratacdo controlada de sementes é capaz
de promover atividades metabdlicas antes mesmo da protusao da radicula (Nawaz et al.,
2013), vem sendo reconhecida como altamente eficaz no aumento na tolerancia face a
diversos estresses em plantas (Jisha ef al,. 2013). Salienta-se aqui que o priming pode
ser realizado a partir da imersdo das sementes em solugdes contendo compostos naturais
e/ou sintéticos (Jisha et al., 2013). Verifica-se, pois, que plantas submetidas a um
tratamento prévio (priming) com diferentes compostos quimicos, passam por mudangas
metabolicas e morfoldgicas acentuadas que parecem modificar também as suas
respostas a condi¢des de estresses abiodticos.

Registre-se também que, frente as condi¢cdes adversas as quais as plantas estdao
frequentemente submetidas, tem sido relatada uma relagc@o positiva entre o Selénio (Se)
e a diminuicdo dos danos ocasionados por estresses abidticos vdrios, incluindo altas
(Djanaguiraman et al., 2010) e baixas temperaturas (Chu et al., 2010), salinidade (Diao
et al., 2014; Mozafariyan e Kamelmanesh, 2016), dentre outros. Cumpre ressaltar
também que o papel do Se no ajuste do status hidrico vegetal em condi¢des de
deficiéncia hidrica foi previamente registrado (Kuznetsov et al., 2003; Yao et al., 2009;
Hasanuzzaman e Fujita, 2011; Pukacka er al., 2011; Nawaz et al., 2013; Ahmad et al.,

2015). Nao obstante, os mecanismos fisioldgicos especificos por detrds desses efeitos
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positivos do Se em plantas ndo sdo ainda totalmente compreendidos (El-Ramady et al.,
2015; Xue et al. 2001).

Com efeito, o priming em sementes com Se tem se apresentado como um
mecanismo promissor na atenuacdo dos efeitos do déficit hidrico (Chen e Sung, 2001;
Yeh et al., 2005), bem como na melhora da germinacdo de sementes e do metabolismo
oxidativo (Chen, 2001) e na regulacio do crescimento (Germ et al., 2007). As
modificagdes no metabolismo vegetal em decorréncia do Se parecem estar envolvidas
com as alteracdes promovidas pelo mesmo no metabolismo mitocondrial, como
demonstrado recentemente em A. thaliana (Ribeiro et al., 2016); entretanto, muitas
lacunas a respeito da atuagdo do Se no metabolismo vegetal tanto sob condi¢des 6timas
como sob déficit hidrico sdo ainda recorrentes.

A grande maioria dos trabalhos associando a presenga de Se e a tolerincia a
estresses abidticos tem sido em plantulas ou plantas jovens. Com efeito, pouco ou nada
parece ter sido ainda explorado acerca dos impactos fisioldgicos e metabdlicos de nivéis
distintos de Se aplicados via priming em sementes de tomate. O presente trabalho
buscou, pois, examinar em detalhes as seguintes questdes: (i) o priming em sementes
com Se apresenta efeito atenuador do déficit hidrico evidenciado em aspectos
biométricos das plantas? (ii) a aplicacdo do Se via priming em sementes promove
alteracdes nas trocas gasosas € no metabolismo primdrio em plantas de tomate
submetidas a deficiéncia hidrica ? e (iii) o Se ameniza os efeitos do estresse hidrico ao
potencializar mecanismos antioxidativos e, em ultima instincia, favorece as trocas
gasosas? Diante do exposto, objetivou-se uma pormenorizada caracterizagdo fisioldgica
e metabdlica de plantas de tomate submetidas ao déficit hidrico buscando uma melhor

compreensao da influéncia do Se nessa resposta.

2. MATERIAL E METODOS
2.1.  Material vegetal e condicoes de cultivo
O priming foi realizado mediante a imersao de sementes de tomate (Solanum
lycopersicum L. cv. Santa Clara) em solucdes de selenato de sédio (Na,SeOy, Sigma
Aldrich) em duas concentragcdes previamente estabelecidas (25uM e 250uM). Além
dessas dosagens (25 e 250 uM de selenato de s6dio) sementes foram também imersas
em 4gua destilada, para que os efeitos observados pudessem ser atribuidos ao Se e ndo
somente ao condicionamento fisioldgico per se. Adicionalmente, plantas cujas sementes

ndo passaram pelo condicionamento via priming foram também avaliadas, com o intuito
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de se apresentarem como as respostas observadas em condigdes normais de
crescimento.

Sementes foram acondicionadas em tubos do tipo Falcon, dispostos
verticalmente sob temperatura ambiente por 24 horas. Apds esse periodo, a solucdo foi
descartada e o excesso retirado com papel toalha. Em seguida, as sementes foram
transferidas para placas de Petri (15 cm de didmetro), acondicionadas em camara de
crescimento do tipo BOD (Forma Scientific, Inc, Ohio, EUA), sob fotoperiodo de 12/12
horas (dia/noite), temperatura 25/16 °C (dia/noite), umidade relativa 65 £ 5 % e
intensidade de luz durante o periodo luminoso de 150 pmol m™ s, por um periodo de
sete dias, e posteriormente transferidas para casa de vegetacao, na Universidade Federal
de Vigosa (20° 45°S, 42° 15> W), Vicosa, Minas. Os vasos plasticos utilizados tinham
capacidade de 3,5 L. O substrato comercial utilizado foi Tropstrato HT® e recebeu
adubacdo de 15 g NPK granulado 4:14:8 (equivalente a 4% de (NH4)"(NOs), 14% de
P,0s, 8% de K,0O) por vaso.

2.2. Aplicacio do estresse por deficiéncia hidrica

ApOs 3 semanas de cultivo em casa de vegetacdo, em condi¢cdes semi-
controladas, parte das plantas foi mantida sob irrigacdo periddica (controle) e outra
parte foi submetida a deficiéncia hidrica (DH), mediante suspensado total da irrigacao.
Plantas do tratamento controle foram irrigadas diariamente a fim de manter-se a
umidade do substrato dos vasos proxima a capacidade de campo, at¢ o fim do
experimento. As avaliagdes fisioldgicas, bem como coletas de folhas e raizes para
andlises bioquimicas, foram efetuadas quando o potencial hidrico de pelo menos 50%

das plantas de cada tratamento atingiu -1,5 MPa.

2.3. Determinacao do status hidrico da planta

O status hidrico das plantas submetido a restri¢ao hidrica, assim como as plantas
que tiveram a irriga¢do mantida, foi acompanhado durante o periodo de restricao por
meio do uso de camara de pressdo do tipo Scholander (modelo 1000, PMS Instruments,
Albany, NY, USA) na antemanha (3:00 - 5:30 horas). Para tal, foi utilizado o pentltimo
foliolo da quarta folha do dpice para a base, cortado na inser¢do do pecidlulo, sendo
imediatamente colocado na camara para afericdo do potencial hidrico (¥Yw) (Scholander
et al., 1964). O status hidrico foi também quantificado através do teor relativo de dgua

(TRA) (Cairo 1995). Apos as avaliagOes nao destrutivas discos de folhas localizadas na
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base, meio e 4pice da planta foram coletados e posteriormente pesados para
determinacdo da massa fresca (MF) e mantidos em placas de Petri contendo 4gua
destilada por quatro horas. Apds esse periodo, os discos foram secos, com auxilio de
papel toalha, para que a umidade externa fosse removida e, em seguida, foram
novamente pesados para obtencdo da massa tirgida (MT). Posteriormente, os discos
foram levados a estufa de ventilaciao for¢ada, em temperatura de 65 °C, para obtengdo
da massa seca (MS). De posse da massa fresca, tdrgida e seca, a determinacao do TRA
foi realizada através da equacao abaixo:
TRA (%) = MF —MS *100
MT - MS

2.4. Analises biométricas

Os parametros de crescimento analisados foram: altura, massa seca da parte
aérea (folhas e caule), massa seca da raiz, drea foliar total e drea foliar especifica. Apds
a coleta, as amostras foram imediatamente levadas a estufa com ventilacao forcada a 65
°C para obtencao da massa seca (MS) apds peso constante. O crescimento das plantas
foi monitorado a cada dois dias. Para tanto, a altura das plantas foi quantificada com
auxilio de uma régua milimétrica desde a altura do colo até a gema apical durante todo o
experimento. Para a determinagd@o da érea foliar especifica (AFE), nove discos foliares
de 14,1 cm’ foram secos em estufa a 65 °C. A drea foliar total (AFT) foi estimada a
partir da AFE utilizando a massa seca de todas as folhas. A determina¢do de ambas AFE
e AFT foi realizada seguindo protocolo descrito (Mielke et al., 1995). A AFE foi
calculada utilizando a férmula:

AFE (cm2 g_l) = drea foliar dos discos (cm’).

massa seca dos discos (g)

2.5. Analises dos parametros fotossintéticos e fluorescéncia da clorofila a
A taxa de assimilacdo liquida do carbono (A, CO, pmol m~s™), a conduténcia
estomdtica ao vapor de dgua (gs mol H,O m™?s™), a taxa de transpiracdo foliar (E), a
concentracgdo interna de CO, (Ci, pmol CO, mol'l), bem como a externa (Ca pmol CO,
mol ™) foram medidas simultaneamente aos pardmetros de fluorescéncia da clorofila a,
no primeiro foliolo da terceira folha, contada a partir do 4pice. Para tal utilizou-se um
analisador de gases a infravermelho em sistema aberto (IRGA — Infrared Gas Analyzer),

dotado de uma camara de area amostral de 2 cmz, modelo LI 6400XT (LI-COR,
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Lincoln, NE, EUA), com fluordmetro acoplado (LI-6400-40, LI-COR Inc.). As
medicdes foram realizadas entre 8:00 e 12:00 horas, sob irradiancia de 1000 pmol de
fétons m? s, condi¢do padrio de CO, de 400 pmol CO, mol” e sem controle da
temperatura da camara do IRGA. A quantidade de luz azul aplicada foi de 10% da
densidade do fluxo fotossintético para maximizar a abertura estomatica. A respiragao no
escuro (R;) foi determinada durante o periodo de escuro (entre 21:00 e 01:00 h)
utilizando-se 0 mesmo equipamento descrito acima.

Para a determinacao da fluorescéncia da clorofila a foi utilizado um fluordmetro
acoplado ao IRGA no mesmo momento de medicao da R, O foliolo foi inicialmente
submetido a um pulso de luz vermelho-distante (1-2 pmol de fétons m™ s™), para a
determinacdo da fluorescéncia inicial (Fy). Em seguida, para a estimativa da
fluorescéncia maxima emitida (Fy,) foi aplicado um pulso de luz saturante, com
irradiancia de 6000 umol de fétons m?Zst'e duracdo de 1 s. A fluorescéncia minima de
folhas adaptadas a luz (Fy’) e a fluorescéncia méaxima da clorofila (Fy,’) foram
determinadas utilizando o mesmo equipamento concomitantemente a coleta dos dados
de trocas gasosas. A eficiéncia fotoquimica maxima do FSII (F\/Fy,), da eficiéncia de
captura de energia de excita¢do pelos centros de reacdo abertos do FSII (F,’/Fy,’), dos
coeficientes de extincdo fotoquimica (gL) e ndo-fotoquimica (NPQ) e da taxa de

transporte de elétrons (ETR), foram estimados conforme DaMatta e Rena (2002)

2.6. Ensaios bioquimicos
As folhas em que foram analisadas as trocas gasosas e fluorescéncia (conforme
descrito no tépico anterior) foram coletadas para os ensaios bioquimicos. Todo o
material vegetal foi coletado e rapidamente congelado em nitrogénio liquido e, em

seguida, armazenado a -80 °C para analises posteriores.

2.7. Extracao etanoélica
Aliquotas de aproximadamente 25 mg de massa fresca foram maceradas em
nitrogénio liquido e posteriormente submetidas a extracdo etandlica, a quente, pela
adi¢ao de 250 pL de alcool etilico a 98% aos microtubos de 1,5 mL contendo o material
macerado. As amostras foram homogeneizadas e incubadas por 20 min a 80 °C sob
agitacdo de 822 g. Ap6s esse periodo os microtubos foram centrifugados a 17,000 g por
10 min a temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi coletado e armazenado em um novo

tubo de 1,5 mL. O precipitado resultante foi submetido a outras duas extragdes
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utilizando dlcool etilico 80% e 50% seguindo o mesmo procedimento descrito acima.
Os sobrenadantes obtidos nestas etapas foram colocados no mesmo microtubo sendo
entdo separados do precipitado resultante, porém ambos foram armazenados a -20 °C

para anélises posteriores dos metabdlitos.

2.8. Teores de clorofila
Os teores de clorofila das folhas foram determinados no extrato etandlico
conforme Porra et al., (1989), com a utilizacdo de um leitor de microplacas (Opit Max
Tunable Microplate Reader), em absorbancia de 645 e 665 nm. De posse dos resultados
das absorbancias foram calculados os teores de clorofila a e b, conforme as equacdes
abaixo:
Clorofila a = 5,21*%Abs665 - 2,07* Abs645
Clorofila b = 9,29* Abs645 - 2,74* Abs665

E os teores de clorofilas totais foram normalizados pelo peso fresco da amostra.

2.9. Determinacio dos teores de aminoacidos totais

O contetido de aminodcidos totais foi quantificado de acordo com (Gibon et al.,
2004). Para tanto, em uma microplaca adicionou-se 15 pL do extrato etanolico, 35 pL
de etanol 70%, 50 uLL de tampao citrato pH 5,2 acrescido de acido ascérbico 0,2 % (p/v)
e 100 pL de ninhidrina 1% (p/v) em etanol 70% (v/v), em cada pogo. A microplaca foi
incubada no escuro por 20 min a 95 °C e centrifugada por 15 segundos a 17,000 g.
Posteriormente, foi feita a leitura da placa no comprimento de onda de 570 nm. Para a
determinacdo de aminodcidos totais fez-se a curva de calibragdo utilizando leucina

como padrio. Os dados obtidos foram expressos em pmol g de MF (massa fresca).

2.10. Determinacao do contetido de acgiicares

Os teores de glicose, frutose e sacarose foram determinados segundo
metodologia descrita por Fernie ef al., 2001. Para a reacdo foi preparada uma mistura
(meio de reacdo) contendo tampao HEPES/KOH 100 mM com MgCl, 30 mM pH 7,
ATP 118 mM, NADP" 48,4 mM, e 56 unidades de desidrogenase da glicose-6-fosfato -
G6PDH (5 mg ml™). Foram adicionados em cada poco de uma microplaca 160 pL do
mix, 15 pL do extrato e 35 puL de etanol a 80%. As leituras cinéticas das absorvancias
foram feitas a 340 nm, com intervalos de um minuto entre as leituras. Apds a

estabilizacdo da densidade 6tica, adicionou-se 5 pL das seguintes enzimas: hexocinase
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(1,5 U por reagdo), fosfoglicose isomerase (0,7 U por reacdo) e invertase (5 U por
reacdo) com intervalos de 20 minutos entre cada aplicacdo. Os resultados expressos em
umol g foram estimados segundo equacio baseada na lei de Lambert-Beer:
umol NADPH = AOD
(2,85%6,22)

2.11. Determinacao dos contetidos de malato e fumarato

Os conteddos de malato e fumarato foram determinados a partir da metodologia
descrita por Nunes-Nesi ef al. (2007). Para a reacdo foi preparada uma mistura (meio de
reacdo) contendo 50 puL. de tampao Tricina/KOH 0,2 M com MgCl, 10 mM pH 9,0, 10
uL de brometo de metiltiazolildifeniltetrazélio - MTT (10 mM), 10 uL de NAD™ (60
mM), 2 uL de fenazinaetosulfato - PES (20 mM), 5 puL de Triton X-100 10% (v/v), 3 uL
de H,O. Em uma microplaca adicionou-se 80 puL. do meio de reacdo juntamente a 10 pL
do extrato etandlico e 10 pL. de ETOH a 98%. As leituras foram feitas a partir de um
leitor de microplacas a 570 nm, com intervalo entre leituras de um minuto. Uma vez
estabilizado a densidade ética, foram adicionados sucessivamente aos pogos 5 uL de
malato desidrogenase (1 U por reacdo) e, apds nova estabilizacdo da OD, 5 pL de
fumarase (0,1 U por reacdo). Para obtencdo dos resultados, expressos em pumol g de

MF, foi feita uma curva de calibragao para malato e fumarato.

2.12. Determinacio dos teores de proteinas soliiveis totais

O contetudo de proteinas soldveis totais foi determinado conforme previamente
descrito (Gibon et al., 2004), utilizando-se o precipitado resultante da extracdo
etandlica. A fragdo insolivel em etanol foi ressuspendida em 400 pL de NaOH 0,1 M e
entdo homogeneizada com o auxilio de um vortex. Os microtubos foram incubados por
uma hora a 95 °C sob agitacdo de 21,023 g. Apds , os microtubos ficam em gelo durante
5 minutos para cessar a reagdo de extracdo a quente. Uma aliquota de 5 pL do
sobrenadante foi entdo retirada dos microtubos e adicionada a microplaca ja contendo
180 pL da solugdo de Bradford (diluicdo 1:5 do reagente) em cada pogo. O
comprimento de onda utilizado para leitura pontual da microplaca foi de 595 nm. O
resultado foi obtido a parti de curva de calibracdo em que se utilizou albumina sérica

bovida (BSA) como padrio, sendo posteriormente expresso em mg g MF.
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2.13. Determinacao do contetido de amido

A concentracdo de amido foi determinada partir da metodologia descrita por
Fernie et al., 2001, a partir do mesmo extrato utilizado para quantificagdo de proteinas
precipitado resultante da extracdo etandlica mais NaOH 0,1 M). Para neutraliza¢do do
extrato utilizado foi adicionado 70 pL de 4cido acético 1 M, seguindo-se de vigorosa
homogeneizagdo. Preparou-se uma mistura (mix de reacdo) para a hidrdlise do amido
contendo as enzimas amiloglicosidase (0,14 unidades pL™) ¢ a-amilase (0,01 U uL™)
ressuspendidas em acetato de sédio 0,5 M pH 4,9. Em cada poco de uma microplaca,
contendo 40 pL da suspensao feita a partir do precipitado da extragdo etandlica, foi
adicionado 60 pL do mix de hidrélise do amido. A microplaca foi vedada com fita de
aluminio (3M Modelo 425®) e entdo incubada por uma hora a 56°C com leve agitagao.
Posteriormente, a microplaca seguiu para centrifugacdo de 15 segundos a 13500 rpm, e
entdo foram retirados 25 pL da suspensdo e transferidos para uma segunda microplaca
contendo 165 pL do meio de reacdo composto por tampao Hepes/KOH 1M pH 7,0
MgCI2 3 mM, ATP 118 mM, NADP" 48,4 mM e 56 unidades de desidrogenase da
glicose-6-fosfato— G6PDH (0,7 unidades pL™" ). A determinacdo dos teores de glicose
(amido hidrolisadoo) foi realizada com o uso de um leitor de microplacas, com leitura a
340 nm, com intervalos de 1 minuto entre as leitutas. Apos a estabilizacdo da densidade
Otica, 5 uL de hexocinase (2 unidades por reacdo). O conteiido de amido foi entdao
calculado de acordo com a equagdo utilizada para a determinagcdo de glicose e os

resultados expressos em umol de glicose por g de MF.

2.14. Determinacao das enzimas envolvidas no metabolismo antioxidativo

Para avaliar a atividade de enzimas do sistema antioxidante, 50 mg de massa
fresca de folhas foram homogeneizadas em meio de extracdo constituido por tampao
fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8, EDTA 0,1 mM, DTT 2 mM, &4cido ascérbico 20 mM
e polivinilpirrolidona — PVPP 4% (p/v). O extrato enzimdtico bruto foi utilizado para
determinagdo da atividade das enzimas catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato
(APX) segundo descrito previamente (Cakmak e Horst, 1991). Para a quantificacdo da
atividade da APX, foram adicionados, em cada po¢co de uma microplaca, 5 pL do
extrato enzimatico ao meio de reagdo contendo 15 pL de tampao fosfato de potéssio 1
M, pH 6,0, 1,5 pL de acido ascorbico 200 mM e 275,5 uLL de H,O. A reagao foi iniciada
com adicao de 3 pL de H,O,. A APX foi determinada estimando-se a taxa de oxidagdo

do ascorbato nos trés primeiros minutos da reacdo, a 290 nm, com intervalo de cinco
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segundos entre as leituras. A atividade foi calculada utilizando-se o coeficiente de
extingdo molar de 2,8 mM' cm’ e os resultados expressos em pmoles de acido
ascérbico min mg™' de proteina. A atividade da CAT foi determinada a partir de 10 uL
do extrato enzimético bruto. Em uma microplaca contendo o extrato foram adicionados
o meio de reagao composto de 15 pL de tampao fosfato de potassio 1 M, pH 7,0, 245 pL
de H,O. A reagdo foi iniciada com a adi¢do de 30 pL de peroxido de hidrogénio (H,0O,).
As leituras foram feitas em 240 nm, por trés minutos, com intervalos de cinco segundos
entre leituras, observando-se o decréscimo na concentragdo de H,O,. A atividade
enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingao molar de 16,1 mM! cm

1 - -1 -1 s
e expressa em pmoles de H,O, min™ mg— de proteina.

2.15. Determinacao do contetido de prolina

O contetido de prolina foi determinado segundo Bates et al. (1973). Para tal, 30
mg de massa fresca macerada foi liofilizada por 48 horas. Apds, 500 mL de 4gua
ultrapura foi adicionado aos tubos contendo o material liofilizado, sendo entdo levados
ao aquecimento por 90°, por 1 hora sob agitacdo de 21,023 g. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas e os sobrenadantes coletados para obtencdo do extrato
total. Em funcdo da alta concentracdo de prolina acumuladas em plantas de tomate sob
deficiéncia hidrica, usou-se 500 uL de sobrenadante para as amostras controle, € 50 pL.
de sobrenadante em adi¢do a 450 uL de dgua para as amostras de plantas sob deficiéncia
hidrica. Apos, adicionaram-se 500 pL de nihindrina acida e 500 pL de acido acético
glacial ao tubos de ensaio com tampa, que foram hermeticamente fechados, agitados em
vortex e depois submetidos a banho-maria por 1 hora em temperatura média de 85°C.
Apds o tempo determinado, a reacdo em banho-maria foi interrompida em gelo. As
amostras foram levadas para uma capela de exaustdo, onde 500 pL de tolueno foi
adicionado as amostras, para que a substancia croméfora fosse extraida e entdo formada
um complexo colorido, variando de rosa a vemelho. As amostras foram entdo
vigorosamente agitadas em vortex por 20 segundos e ao alcancarem a temperatura
ambiente, com o auxilio de uma pipeta pasteur, a fase ndo aquosa foi retirada,
constituida por croméforo e tolueno, situada na parte superior da amostra. A por¢cao
cromdfora € entdo transferida a uma cubeta de quartzo e utilizada em um
espectofotométro, que através de leituras a 520 nm determinou-se conteudo de prolina.
O conteudo foi calculado a partir de uma curva padrdo estabelecida usando diferente

concentracdes de prolina.
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2.16. Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com doze
repeti¢des para cada tratamento: sem priming, priming com dgua destilada, priming com
25 uM de selenato de sédio, e 250 uM, totalizando 48 plantas, sendo metade delas
submetidas ao estresse hidrico e a outra metade irrigadas regularmente. Foram utilizadas
12 plantas por tratamento referente as dosagens de selenato, sendo 6 delas destinadas ao
estresse hidrico e outras utilizadas como controle para o déficit hidrico. Os resultados
obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e, para verificar diferencas
estatisticas entre os tratamentos, as médias foram comparadas pelo teste de tukey a 5%
de probabilidade (P<0,05), com auxilio do software Assistat® (Silva & Azevedo,
2002).

3. RESULTADOS

3.1. Avalicao fenotipica de plantas tratadas com diferentes concentracoes de
Na,SeOy, via priming de sementes submetidas a deficiéncia hidrica.

Verificou-se que as plantas controle apresentaram sintomas visiveis de murcha

logo nos primeiros dias apds serem submetidas a deficiéncia hidrica (DH). Por outro

lado, plantas submetidas ao priming com 250 uM de selenato de sédio, durante o

mesmo periodo de seca (13 dias), ndo apresentaram sintomas de murcha tdo aparentes

quanto aquelas que ndo passaram pelo priming (Figura 1).
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Sem priming 0 uM Na,SeO, 25uM Na,SeO, 250uM Na,SeO,

Figura 1. Imagem representativa de plantas de tomate (Solanum lycopersicum) submetidas a
restricdo hidrica aos 21 dias apds o transplantio. Fotos foram obtidas no 13° dia apds a

suspensao da irrigacdo. Traco em branco representa a escala (17 cm).

Com o intuito de investigar melhor esses fendtipos, o status hidrico das plantas
foi determinado durante 16 dias apés aplicacio dos tratamentos (Figura 2). E importante
mencionar que o nimero de dias sob deficiéncia hidrica necessdrio para que todas as
plantas alcancassem o potencial hidrico (Yw) de -1,5 MPa foi varidvel (Figura 2).
Assim, observou-se que plantas que passaram pelo priming com 250 uM atingiram o
Yw proximo a -1,5 MPa 16 dias apds a suspensdo da irrigacdo, enquanto as demais
atingiram o mesmo Ww 13 dias apds (Figura 2). Em sintese, plantas tratadas com altas
concentracdes de Se (250 uM de Na,SeO,) necessitaram de um maior tempo para
chegar ao Yw desejado (Figura 2), sugerindo um papel mitigador do Se nas respostas a

deficiéncia hidrica observada em tomate
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Figura 2. Potencial hidrico (Yw) em folhas de plantas de tomate (Solanum lycopersicum cv.
Santa Clara) submetidas ao priming de sementes com diferentes concentragdes de selenato de
sodio, agua destilada e sem priming (controle) durante os dias de exposi¢do ao estresse hidrico.
Linha pontilhada representa, graficamente, o Yw desejado para a coleta (-1,5 MPa), em fungéo

do tempo de exposicao das plantas ao estresse até alcangarem o potencial desejado.

Adicionalmente, o status hidrico foi também determinado por meio do teor
relativo de dgua (TRA) (Figura 3A). O TRA foi analisado no mesmo dia determinado
para as coletas bioquimicas, ou seja, quando as planta sob limitacio hidrica atingissem
aproximadamente Yw -1,5 Mpa. De modo interessante, plantas controle, plantas
tratadas com priming com agua destilada e com 25uM de selenato de s6dio alcangaram
esse Yw 13 dias apds a suspensdo da irrigacdo, ao passo que em plantas tratadas com
priming de 250 uM de selenato de sédio esse Ww s6 foi atingido decorridos 16 dias
(Figura 2). O TRA ndo foi alterado entre plantas tratadas com priming seja com Se ou
com agua destilada e plantas ndo tratadas (sem priming); porém, o TRA foi menor nas
plantas submetidas a deficiéncia hidrica em relagdo as irrigadas (Figura 3 A). Da mesma
forma, o Ww final diminuiu nas plantas submetidas a limitag@o hidrica; porém, uma vez
que essa andlise se deu a um mesmo valor de Ww para os diferentes tratamentos, ndo
variou entre as plantas tratadas com priming de Se e as plantas tratadas com priming de

dgua destilada e as que nao passaram pelo priming (Figura 3B).

50



120 0,0
A B
I scm priming r-0.2 —
100 - adag [ 0 1M Na,SeO, L 0,4 ch
I 25 1M Na,SeO, 2
[ 250 uM Na,SeO, a F06 =
80 s
P b=
I b F-08 &
~ bbb S
é 60 1 - -1,0 %
= 12 =
40 =
F-1,4 g
- -1,6 2
20 N b b -
1
b 8
0 , , 2,0
C DH C DH
Tratamentos Tratamentos

Figura 3. Alteracdes no status hidrico de plantas de tomate (Solanum lycopersicum) tratadas
com priming de sementes com diferentes concentracdes de selenato de sédio, dgua destilada e
sem priming (controle), subemetidas a suspensio da irrigacdo 21 dias apds o transplantio. Teor
relativo de 4gua ao final da exposicdo de cada tratamento a deficiéncia hidrica (A); potencial
hidrico (Yw) final das folhas. Medigdes foram realizadas no dia da coleta, que ocorreu quando
as plantas alcancaram o WYw desejado (-1,5 MPa). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo

diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste Tukey (P < 0,05).

3.2. Anadlises biométricas de plantas tratadas com diferentes concentracoes
de NaSeQy4 via priming de sementes submetidas a deficiéncia hidrica

Priming com Se e agua destilada em sementes ndo alteraram os parametros
biométricos referentes a massa seca de plantas tanto em condi¢Oes de irrigacdo
adequada quanto de restricao hidrica (Figura 4A-E). O mesmo ocorreu para a razao
entre raiz e parte aérea (Figura 4D). O contetido de biomassa alocada nas folhas, dentre
as plantas irrigadas, foi menor nas plantas tratadas com 250 uM de selenato em relacdo
aquelas tratadas com 25uM e 0 uM (4gua destilada; Figura 4F). Observou-se que a
alocagdo de biomassa no caule foi maior em plantas com 25 pM de selenato
comparadas aquelas com 250 uM, também entre as plantas irrigadas (Figura 4F). J4 a

biomassa alocada na raiz ndo apresentou diferencas entre os tratamentos, nem em
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condic¢des de irrigacdo adequada nem em condicdes de deficiéncia hidrica (Figura 4F).
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Figura 4. Variagdo nos parametros biométricos referentes a massa seca de plantas de tomate

(Solanum lycopersicum) tratadas com priming de sementes com diferentes concentracdes de

selenato de sédio, dgua destilada e sem priming (controle), submetidas a suspensdo da irrigacio

aos 21 dias apds o transplantio. A coleta do material vegetal utilizado nas medi¢des ocorreu

quando as plantas alcangaram o Ww desejado (-1,5 MPa). Massa seca das folhas (MSF) (A);

massa seca total (MST) (B); massa seca do caule (MSC) (C); Razao entre raiz e parte aérea

(R/PA) (D); massa seca da raiz (MSR) (E); alocacdo de biomassa (F). Médias seguidas pelas

mesmas letras nao diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste Tukey (P < 0,05).
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Figura 5. Variag¢do nos pardmetros biométricos referentes a altura, drea foliar, didmetro do caule
e nimero de folhas em plantas de tomate (Solanum lycopersicum cv. Santa Clara). Detalhes
adicionais sobre os tratamentos e estatisticas estdo apresentados na Figura 3. Altura final (A);
taxa de crescimento relativo em altura (TCR-h) (B); area foliar total (AFT) (C); area foliar

especifica (D); diametro do caule (E); nimero de folhas (F).

A altura final foi menor nas plantas submetidas ao estresse por deficiéncia
hidrica em relacdo as irrigadas (Figura 5A). Porém, ndo se observaram diferencas entre
as plantas tratadas com Se e dgua destilada em relacdo as plantas cujas sementes nao
sofreram priming. Padrao similar, em que diferencas significativas foram observadas
apenas entre as plantas irrigadas e aquelas submetidas a limitacdo hidrica, foi observado

também para a taxa de crescimento em altura e drea foliar (Figura SA e C). A érea foliar
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especifica manteve-se inalterada entre os tratamentos tanto em condi¢des de irrigacao
adequada como durante deficiéncia hidrica (Figura 5D). Variacdes entre o didmetro do
caule e nimero de folhas foram encontradas sem, no entanto, apresentar um padrdao

especifico e relevante (Figuras SE- F).

3.3. O Selénio nao altera os parametros de fluorescéncia e trocas gasosas em
plantas de tomate nem em condicoes oOtimas nem situacoes de
deficiéncia hidrica.

A eficiéncia maxima do FSII (F.,/F,) permaneceu inalterada entre os diferentes
tratamentos, tanto em condi¢des de irrigacdo adequada, quanto em condi¢des de
deficiéncia hidrica assim como o rendimento quantico efetivo do transporte de elétrons
no FSIII (F,’/Fy,’) (Figuras SA-B). O coeficiente de extin¢do fotoquimica (¢gL) diminuiu
nas plantas sob deficiéncia hidrica em relagdo aquelas irrigadas (Figura 5C) ao contrério
do coeficiente de extincdo ndo-fotoquimico (NPQ), que manteve-se inalterado,
enquanto a taxa de transporte de elétrons diminui nas plantas submetidas ao estresse
hidrico em relacdo as irrigadas (Figuras 5C- E).

Ao se avaliar os parametros de trocas gasosas, observou-se que a fotossintese
liquida (A) diminuiu em plantas sob deficiéncia hidrica, porém manteve-se inalterada
entre as plantas com priming de Se e dgua destilada em relacdo as plantas sem priming.
(Figura 7A). Comportamento semelhante foi observado também para a condutancia
estomatica (gs) (Figura 7B) e transpiracdo (E) (Figura 7C). A razdo entre a concentragao
interna de CO, e a externa (Ci/C,) permaneceu inalterada nas plantas tratadas com
priming de agua destilada, plantas tratadas com priming com 25 uM de selenato e
plantas sem priming sob deficiéncia hidrica; porém, foi observado um aumento nesta
razdo durante o periodo de estresse em plantas submetidas ao priming com 250 uM de
selenato (Figura 7D). A respiracdo no escuro ( Rq) permaneceu inalterada tanto entre as
plantas controle quanto entre aquelas sob deficiéncia hidrica (Figura 7E). Cumpre
ressaltar que, mesmo sem diferengas estatisticas, houve uma tendéncia de aumentos na
eficiéncia do uso intrinseco da dgua (EUAI1) em plantas tratadas com priming com 250

uM de selenato sob estresse por deficiéncia hidrica em relacdo as demais (Figura 6F).
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Figura 6. Variacdo nos pardmetros de fluorescéncia da clorofila a em plantas de tomate

(Solanum lycopersicum cv. Santa Clara). Detalhes adicionais sobre os tratamentos e estatisticas

estdo apresentados na Figura 3. Eficiéncia fotoquimica maxima do FSII (Fvw/Fm) (A);

rendimento quantico efetivo do transporte de elétrons no FSII (Fv/Fm’) (B); coeficiente de

extingdo fotoquimica (¢gL) (C); coeficiente de extingdo ndo-fotoquimica (NPQ) (D) e; taxa de

transporte de elétrons (ETR) (E).
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Figura 7. Variacdo nos pardmetros de trocas gasosas em plantas de tomate (Solanum
lycopersicum cv. Santa Clara). Detalhes adicionais sobre os tratamentos e estatisticas estdo
apresentados na Figura 3. Fotossintese liquida (A) (A); Condutincia estomatica (gs) (B); Taxa
de transpiracdo (E) (C); razdo entre CO, interno e externo (Ci/Ca) (D); Taxa de respiracdo no

escuro (R,) (E) e; Eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EUAI) (F).

3.4. Aplicacdo de Se, via priming em sementes, afeta o0 metabolismo do
Carbono e do Nitrogénio em tomate , sob deficiéncia hidrica.

Para verificar a influéncia do Se no metabolismo do N, foram quantificados os
teores de clorofila a e b (Figura 8), aminodcidos e proteinas (Figura 9). Os teores de
clorofila a diminuiram em plantas sob deficiéncia hidrica sem, no entanto variar entre
plantas cujas sementes foram submetidas ou ndo ao priming (Figura 8A).

Comportamento semelhante foi também notado para clorofila b (Figura 8B) e clorofila
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total (Figura 8C). Por outro lado, a razao entre clorofilas a e b (Figura 8D) manteve-se

inalterada entre as plantas cujas sementes foram tratadas com e sem priming tanto em

condig¢des Otimas de irrigacdo quanto em condi¢des de déficit hidrico.

Chl a (ug/g MS)

Chl total ( pg/g MS)

3.0

2,5

2,0 1

0,5 1

0,0 1

1,2

EE scm priming

r 1,0

r 038

r 0,6

L 04

F02

0,0

aa [ 0 uM NaySeOy a g
a a [ 25 uM NapSeOy
[ 250 uM NapSeOy ab
b p
bgb bbb
a
a_a a
ada
a,a al a
bpbp
C DH C DH
Tratamentos Tratamentos

Chl b ( pug/g MS)

Chl a/ Chl b ( pg/g MS)

Figura 8. Teores de clorofila em plantas de tomate (Solanum lycopersicum cv. Santa Clara).

Detalhes adicionais sobre os tratamentos e estatisticas estdo apresentados na Figura 3. Clorofila
a (Chl a) (A); clorofila b (Chl b) (B); Clorofila total (Chl total) (C) e razdo entra clorofila a e
clorofila b (Chl a/ Chl b) (D).

Verifica-se, em condi¢des de deficiéncia hidrica, aumentos significativos no

conteddo de proteinas em plantas cujas sementes nao passaram pelo priming. Entre as

plantas que passaram pelo priming, verifica-se uma tendéncia (sem diferencas

estatisticas) de aumentos de proteinas em condi¢des de déficit hidrico (Figura 9A). O

conteddo de aminodcidos aumentou em condicdes de deficiéncia hidrica em plantas

cujas sementes foram ou nao submetidas ao priming (Figura 9B).
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Figura 9. Alteracdo nos teores de metabdlitos envolvidos no metabolismo do nitrogénio em
folhas de plantas de tomate (Solanum lycopersicum cv. Santa Clara) Detalhes adicionais sobre

os tratamentos e estatisticas estdo apresentados na Figura 3. Proteinas (A); aminodcidos (B).

Verificaram-se aumentos nos conteudos de glicose em resposta a deficiéncia
hidrica, independentemente das plantas terem passado pelo priming ou ndo (Figura 10
A). Tendéncia a incrementos nos teores de frutose foi observada também em presenca
de estresse hidrico (Figura 10 B), porém, sem diferencas significativas. Os niveis de
sacarose aumentaram significativamente em resposta ao estresse € 0s maiores niveis
foram encontrados em plantas tratadas com priming de 25 uM de selenato sob déficit
hidrico em relac@o as demais, independente das condic¢des de irrigagao (Figura 10 C). O
conteddo de amido decresceu em plantas submetidas a estresse hidrico, tratadas com
priming ou nao (Figura 10 D). O niveis de malato aumentaram nas plantas em func¢do da
suspensdo da irrigacdo, ndo havendo, entretanto, diferencas significativas relacionadas
entre as plantas sem priming e as demais (Figura 10 E). Interessantemente, os niveis de
fumarato atingiram seus valores mdximos em plantas tratadas com Se via priming em

condig¢des de deficiéncia hidrica.
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Figura 10. Alteragdo nos teores de metabdlitos envolvidos no metabolismo do carbono em
folhas de plantas de tomate (Solanum lycopersicum L. cv. Santa Clara). Detalhes adicionais
sobre os tratamentos e estatisticas estdo apresentados na Figura 3. Glicose (A); frutose (B);
sacarose (C); amido (D); malato (E); fumarato. Médias seguidas pelas mesmas letras nao

diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste tukey (p < 0,05).

3.5. O Se nao altera as atividades da APX e CAT em folhas de tomate em
condicdes 6timas e de deficiéncia hidrica.

Apesar de uma tendéncia de aumento na atividade da CAT em plantas

submetidas a limita¢do hidrica, ndo se observaram altera¢des na atividade dessa enzima

em resposta ao priming ou a reducdes na disponibilidade hidrica (Figura 11 A).

Similarmente, embora uma tendéncia de aumento na atividade da APX seja visivel em
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APX

plantas tratadas com priming de 250 uM de selenato em condi¢des de estresse, em
relacdo a plantas tratadas com o mesmo priming em condi¢des de seca, mudancas na

atividade dessa enzima ndo seguiram um padrdo especifico (Figura 11 B).
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Figura 11. Variacdo no contetido de enzimas envolvidas no metabolismo antioxidativo e danos
celulares em folhas de plantas de tomate (Solanum lycopersicum cv. Santa Clara) Peroxidase do
ascorbato (APX) (A); catalase (CAT). Detalhes adicionais sobre os tratamentos e estatisticas

estdo apresentados na Figura 3
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Figura 12. Variacdo no conteido de prolina em folhas de plantas de tomate (Solanum
lycopersicum cv. Santa Clara). Detalhes adicionais sobre os tratamentos e estatisticas estdo

apresentados na Figura 3.
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3.6. O Se nao promoveu o acimulo de prolina em folhas de tomate
submetidas a estresse hidrico

O contetdo de prolina nas plantas submetidas ao estresse por deficiéncia hidrica

foi significativamente maior do que nas plantas mantidas irrigadas (Figura 12). E

importante mencionar que este acimulo ndo estd relacionado ao priming per se

tampouco ao Se, uma vez que plantas sem priming apresentaram valores similares as

demais.

4. DISCUSSAO

Evidéncias tem apontado o Se ndo apenas como um possivel regulador do status
hidrico vegetal (Ahmad et al., 2015) mas também como capaz de aumentar a producao
de biomassa (Hasanuzzaman e Fujita, 2011; Nawaz et al., 2013). Tal fato se deve, muito
possivelmente, ao aumento na atividade do metabolismo antioxidativo em plantulas sob
déficit hidrico (Hasanuzzaman e Fujita, 2011; Yao et al., 2013). Adicionalmente, a
presenca de Se promoveu o crescimento e fotossintese em plantas de tomate sob estresse
salino (Diao et al., 2014). Porém, pouco ou nada se sabe acerca dos efeitos do priming
em sementes realizado com Se em plantas de tomate sob deficiéncia hidrica. Os
resultados aqui obtidos indicam que o Se possa, até certo ponto, melhorar o status
hidrico vegetal. Assim, plantas cujas sementes passaram pelo priming com 250 uM de
selenato de sédio atingiram o Ww préoximo a -1,5 MPa 16 dias apés a suspensdo da
irrigacdo (Figura 2). Por outro lado, plantas cujas sementes ndao passaram pelo priming e
as que passaram pelo mesmo tratamento s6 que com 4gua destilada e concentracdes
inferiores de Se (25 uM) atingiram o mesmo Ww apds 13 dias (Figura 2). Tendo em
vista que essa manutencao do status hidrico ocorreu sem alteragdes na fluorescéncia da
clorofila a, nem em trocas gasosas € nem na atividade enzimatica € plausivel sugerir que
mecanismos outros de protecao devam ser fundamentais para garantir o status hidrico
em tomateiros.

Em experimentos anteriores (vide capitulo I) tendéncias a ganhos em biomassas
foram atribuidos a suplementagdo com Se. Todavia, nas condi¢Oes aqui estabelecidas
em que a restricdo hidrica culminou em estresse severo (plantas chegaram ao potencial
hidrico de -1,5 MPa), ganhos de biomassa nao foram observados em presenca de Se
(Figura 4). Adicionalmente, plantas de tomate com 34 dias de idade e em condicdes
Otimas ndo apresentaram incrementos em biomassa em presenca de Se (Figura 4).

N

Registre-se que aumentos na biomassa atribuidos a suplementacio com Se foram
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encontrados em plantulas de Stanleya pinnata e Brassica juncea tanto em condicoes
Otimas quanto em seca moderada; todavia, ndo foram observadas diferencas em
condi¢des de déficit hidrico mais severo (Pittarelo, 2012). Esses resultados parecem
explicar, a0 menos parcialmente, os resultados aqui obtidos no que respeita o limitado
efeito do Se para incrementos em massa seca. Nesse contexto, € plausivel sugerir que os
efeitos do Se na mitigacdo dos impactos de estresses deva ser mais evidente em
estresses moderados e em plantulas ou plantas jovens. Nao obstante, estudos voltados
ao acompanhamento dos efeitos do Se ao longo do desenvolvimento vegetal, tanto em
condi¢cdes Otimas, bem como durante restri¢do hidrica, podem se traduzir em uma
maneira eficaz de se conhecer mais acerca dos impactos do Se em tomate,
particularmente em resposta a deficiéncia hidrica.

A captacdo e acumulacdo de Se € determinada pela habilidade que a planta
apresenta para absorver e metabolizar o Se. Saliente-se que o aumento na acidez, 6xidos
e hidréxidos de ferro, matéria organica e teor de argila (Mikkelsen et al.1989; Kabata-
Pendias, 2001) e precipitacdo (Zhao et al., 2007) podem diminuir a biodisponibilidade
do Se para os vegetais. Tendo em vista que os mais diversos fatores podem afetar a
suplementagdo do Se via aplicagdo no solo, o tratamento em sementes, €.g. priming ou
revestimento de sementes com Se (Bittman et al, 2000), podem minimizar os efeitos do
solo na assimilacdo desse micronutriente além de promover a biofortificacdo deste nas
partes comestiveis da planta (Nancy e Arulselvi, 2014). Entretanto, a aplicacdo foliar é
considerada ainda o método mais eficaz para uma melhor translocacdo de Se nas
plantas, bem como na tolerancia ao estresse, quando comparado a aplicacao no solo e o
priming em sementes (Ahmad et al., 2015).

Aplicacdo de Se, via spray foliar, promoveu tolerdncia a seca em Brassica
napus, atenuando os efeitos da deficiéncia hidrica na massa seca total, no indice de 4rea
foliar e taxa de crescimento relativo (Valadabadi et al., 2010). Entretanto, a auséncia de
alteracdes, em presenca de Se para os parametros aqui analisados de AF, TCR-h, AFT,
AFE e MS (Figura 4), sugere que os resultados obtidos sejam decorrentes,
possivelmente, de um tratamento precoce e andlises subsequentes tardias. De fato, o
priming em sementes com Se mostrou-se efetivo na tolerancia a estresses abidticos em
plantulas (Hasanuzzaman and Fujita, 2011; Nawaz et al., 2013; Yao et al., 2013; Diao
et al., 2014). Em consonancia com esses resultados observou-se também que a
aplicagdo de Se via spray foliar apresentou aumento no TRA em oliveira (Olea

europea) em condi¢des de deficiéncia hidrica (Proietti et al., 2013). Os resultados aqui
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obtidos revelam, no entanto, que o Se ndo alterou o TRA foliar em tomate sob
deficiéncia hidrica, mesmo entre aquelas plantas tratadas com 250 uM de selenato
(Figura 3), as quais apresentaram menores sintomas de murcha (Figura 1) e demoraram
maior periodo de tempo para atingir o Yw de -1,5 MPa (Figura 2). O Se aumentou a
tolerancia a seca através da manutencao da pressdo de turgor e dos pardmetros de trocas
gasosas em plantulas de trigo (Tritticum spp.) (Nawaz et al., 2013), eficiéncia do uso da
dgua em milho (Zea mays) (Sajedi et al., 2009) e aumento na condutancia estomdtica e
na eficiéncia fotoquimica do fotossistema II também em trigo (Tadina et al., 2007). No
entanto, os resultados aqui obtidos demonstram que a melhoria no status hidrico
observado em plantas cujas sementes foram tratadas com 250 uM de selenato parecem
ndo estar associados a parametros de fluorescéncia e trocas gasosas em presenca de Se.
Todavia, é importante mencionar que, mesmo sem diferengas estatisticas, houve uma
tendéncia de aumento da eficiéncia do uso intrinseco da 4dgua (EUAi1) em plantas
tratadas com priming com 250 uM de selenato sob estresse por deficiéncia hidrica
(Figura 6F).

Recentemente, uma extensiva modulagdo metabdlica, especifica para a presenca
de Se, foi demonstrada em A. thaliana (Ribeiro et al., 2016). Considerando as pequenas
alteracdes aqui observadas nos compostos associados ao metabolismo do carbono
(Figura 9), da mesma forma que descrito anteriormente (vide capitulo 1), € plausivel
sugerir que tanto a assimilacio quanto o metabolismo do carbono sdo possivelmente
ajustados em presenca de Se, bem como em condi¢des de restricdo hidrica. Assim,
plantas tratadas aqui com altas doses de selenato (250uM), ao apresentarem aumento
nos niveis de fumarato e concomitante reducdo do crescimento (vide capitulo I),
evidenciam um possivel reajuste no fluxo metabdlico envolvendo a conversdo de
fumarato a 2-oxoglutarato. Nesse caso, o reajuste seria necessdrio para tolerancia ao
estresse decorrente da exposicdo altas dosagens de Se. Por outro lado, plantas tratadas
com altas dosagens de selenato (250uM) em condi¢des de deficiéncia hidrica tiveram o
contetido de fumarato ainda mais elevado (Figura 9F). Tomados em conjunto, esse
resultado aliado a atuacdo do fumarato como fonte alternativa de carbono similar ao
amido (Tschoep et al., 2009; Pracharoenwattana et al., 2010; Xue et al., 2010) bem
como ao combate a espécies reativas de oxigé€nio em Pseudomonas fluorescens
(Thomas et al., 2016) e a estresses varios (revisado por Aradjo et al., 2012), indicam
que o fumarato possa representar, possivelmente, um mecanismo envolvido na

tolerdncia ao déficit hidrico em plantas de tomate tratadas com Se.
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Inimeros estudos atribuem melhorias no metabolismo oxidativo ao Se per se
(Hartikainen et al., 2001; Xue et al., 2001). Os resultados aqui obtidos indicam,
contudo, apenas tendéncias de aumento na atividade da CAT em resposta a
suplementagdo com altas concentracdes de selenato de s6dio (250uM) sob deficiéncia
hidrica (Figura 11 A). Assim, embora apenas parcialmente, os resultados aqui obtidos
estdio em consonancia com outros estudos que investigaram o efeito do Se no
metabolismo oxidativo em plantas sob condi¢des de estresse (Simova-Stoilova et al.,
2010; Yao et al., 2011; Proietti et al., 2013). Registre-se que a atividade da APX
permaneceu inalterada em presenca de Se e de estresse hidrico (Figura 11 B). Cabe
mencionar que a atividade da APX diminuiu em plantulas de arroz submetidas a
estresse severo por seca (Sharma e Dubey, 2005) e que, recentemente, foi demonstrado
que a perda funcional da APX citosdlica parece ser importante para a tolerancia a altos
nivéis de Se (Jiang et al., 2016), sugerindo que a relacdo entre a atividade APX e o Se,
apresenta-se como potencial explanagdo para melhor se compreender o metabolismo do
Se em plantas.

Saliente-se que o ajuste osmoético € um importante mecanismo de defesa a
estresses vdrios agindo, assim, na protecdo a enzimas e membranas biologicas. Tal
mecanismo € grandemente facilitado pelo actimulo de solutos produzidos em altas
concentracdoes em plantas submetidas a condi¢des de estresse (Ahmad er al, 2015).
Dentre esses solutos a prolina apresenta papel de destaque, particularmente ao se
considerar que a mesma € acumulada em plantas de tomate em condi¢Oes de estresse
(Park et al., 2004). Dentro desse contexto, o Se promoveu aumentos no conteido de
prolina em trigo (Triticum sp) em condi¢Oes de restricdo hidrica (Kuznetsov et al.,
2003). Contudo, apesar de as plantas sob deficiéncia hidrica aqui analisadas
apresentarem um grande acimulo de prolina em suas folhas ao final da limitacdo
hidrica, este resultado ndo é consequéncia do priming em sementes com Se (Figura 11).

Tomados em conjunto, os resultados aqui obtidos associados as informagdes
discutidas acima indicam que os impactos do Se no crescimento € na tolerancia de
plantas a estresses abidticos estd associada ndo somente a sua concentracdo, como
discutido anteriormente (vide capitulo 1), mas também a sua forma de aplicagdo. Ao
considerar-se, pois, esses pontos € plausivel sugerir que um transportador de alta
afinidade com o Se esteja possivelmente presente nas folhas, tornando a aplicacao foliar
via spray uma adequada alternativa para suprir as plantas com este microelemento

(Prauchner, 2014). Cumpre mencionar também que a idade das plantas em que as

64



andlises biométricas, bioquimicas e enzimadticas sao realizadas parece, de certo modo,
estar associada a assimilacdo do Se e ao seu papel na tolerancia ao estresse (Nawaz et
al, 2013; Diao et al, 2014). Assim, em sorgo (Sorghum bicolor) os efeitos do Se no
aumento da atividade das enzimas antioxidativas e na reduc¢do na taxa de formagao de
EROs foram mais evidentes em condicdes de estresse do que em condicdes Otimas
(Djanaguiraman et al, 2010), mostrando, assim, que a acdo do Se também depende das
condi¢des ambientais e fisioldgicas em que as plantas se encontram. Coletivamente
essas informagdes sugerem que a importancia do Se seja maior em condi¢des de estresse
e em plantulas quando aplicados via priming.

Tendo em vista a existéncia de vdrios fatores limitantes a assimilacdo e ao
metabolismo do Se nas plantas, recomenda-se aqui que outros estudos e adequacdes
metodoldgicas sejam realizados com o intuito de se elucidar o papel do Se no
metabolismo primadrio e tolerancia a deficiéncia hidrica em tomate. Registre-se aqui que
a modulagdo metabdlica com envolvendo a conversdo de fumarato a 2-oxoglutarato em
presenca de Se com o consequente aumento do conteido de fumarato sob condicdes de
limitacdo hidrica, aliada a manuten¢ao do Ww em niveis nao criticos durante um maior
periodo demonstram que o Se possa conferir certa tolerancia ao déficit hidrico. Cabe
mencionar que os mecanismos envolvidos nessa resposta sdo ainda sobremodo
desconhecidos e ao que tudo indica dependente ndo somente da espécie e da forma de
aplicacdo mas também da dose aplicada e do momento no qual as andlises sdo pois
efetuadas. Assim, essa possivel tolerancia sé poderd ser mais bem evidenciada em
experimentos utilizando técnicas outras que ndo o priming em sementes e/ou andlises e
medicdes feitas em plantas ao longo do seu desenvolvimento. Portanto, € plausivel
sugerir que somente estudos envolvendo diferentes formas de aplicacdo, periodos e
dosagens aliados a adequagdes metodoldgicas poderdo, enfim, elucidar o papel do Se

em resposta a deficiéncia hidrica.

5. CONCLUSAO
A presenca de Se promoveu uma sutil tendéncia de maiores tolerancias a
deficiéncia hidrica severa, evidenciado pelos menos aparentes sintomas de murcha e
pela manutencdo do Ww a niveis ndo criticos por mais tempo em plantas cujas sementes
foram tratadas com altas doses de Se. Tais alteragdes, no entanto, nao estdo associadas a
alteracoes fotossintéticas, fotoquimicas, ou do sistema antioxidativo apesar de uma uma

maior eficiéncia do uso intrinseco da 4gua. No entanto, um reajuste metabodlico
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observado aqui por aumentos significativos no conteido de fumarato pode representar
um mecanismo de tolerdncia a restricdo hidrica em plantas tratadas com Se.
Adicionalmente, a despeito da auséncia de alteracdes no crescimento aqui observadas é
preciso manter em mente que a observacdo dos possiveis efeitos do Se ocorre
grandemente em funcdo da forma de aplicac@o e idade das plantas analisadas. Assim,
uma pormenorizada investigacdo envolvendo outras formas de aplicacdo e um
acompanhamento periédico das plantas suplementadas com Se traduzir-se-& em um
provavel melhor entendimento acerca dos efeitos do Se em plantas de tomate sob déficit
hidrico. Em conjunto, as informacdes aqui obtidas podem auxiliar na compreensdo dos

mecanismos fisioldgicos e metabdlicos associados ao Se em plantas de tomateiro sob

estresse hidrico severo.

6. CONCLUSOES GERAIS

A presenca de Se culminou com uma tendéncia a maiores crescimento e ganho
em biomassa em plantas submetidas a baixas concentracdes (25 uM) deste elemento, ao
passo que efeito contrario é observado em plantas submetidas a concentracdes elevadas
(250 uM). Quando estas plantas eram submetidas as condi¢cdes de deficiéncia hidrica
severa, aquelas cujas sementes foram tratadas com altas doses de Se (250 uM)
apresentaram sintomas menos aparentes de murcha e pela manuten¢do do WYw a niveis
nao-criticos por mais tempo, evidenciando um provavel comportamento de tolerancia ao
déficit hidrico. Anélises fisioldgicas mostraram que estas alteracdes ndo estdo
associadas a alteracdes em parametros relacionados a fotossintese nem a fluorescéncia
da clorofila @ em condi¢des normais, assim como nao foram observadas alteracdes do
sistema antioxidativo, apesar de se verificar uma maior eficiéncia do uso intrinseco da
adgua. No entanto, um ajuste metabdlico observado por aumentos significativos no
conteddo de fumarato, tanto em condi¢des normais quanto em condi¢des de deficiéncia
hidrica, pode representar um mecanismo facilitador do crescimento, em condigdes
normais, ao considerar-se que estes ocorreram acoplados a diminui¢do dos niveis de
proteina e aminodcidos em plantas cultivadas com 25uM de selenato, bem como um
mecanismo de tolerancia a restri¢do hidrica em plantas tratadas com Se.

Ainda em relacdo as alteragdes no crescimento, em condi¢des normais, foram
encontradas evidéncias, embora circunstanciais e limitadas, que quando comparadas a

outros trabalhos relatados na literatura, como os baixos niveis de proteinas aqui
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relatados, pode indicar ndo somente um reajuste metabdlico, mas também a degradagao
especifica de selenoproteinas via ubiquitinacdo, bem como o acimulo de amido ndo
afetado em presenca de Se, o que sugere que uma pormenorizada investigacdao
envolvendo o metabolismo primdrio em geral e, em particular, do amido ird, se faz
necessaria, para um melhor entendimento acerca da captagdo e assimilagao do carbono
em plantas de tomate tratadas com Se. Adicionalmente, a despeito da auséncia de
alteracdes no crescimento aqui observadas, em condicdes de déficit hidrico, é preciso
ressaltar que a observagdo dos possiveis efeitos do Se ocorre grandemente em funcio da
forma de aplicacdo e idade das plantas analisadas. Dessa forma, além da investigacdo de
outras formas de aplicacdo deste elemento, deve ser considerada a necessidade de um
acompanhamento periddico das plantas suplementadas com Se. Em conjunto, as
informacdes aqui obtidas auxiliam na compreensdo dos mecanismos fisioldgicos e
metabolicos associados ao Se em plantas de tomateiro, tanto em condi¢des normais,

quanto em condi¢des de déficit hidrico.
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