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RESUMO

NEVES, Pedro Henrique Santos, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro
de 2024. Papel de diferentes fontes de selénio em aspectos fisiologicos de
Pistia stratiotes submetida a estresse por As. Orientador: Juraci Alves de
Oliveira. Coorientadores: Fernanda Dos Santos Farnese e Vinicius Melo da Silva.

SANTOS-NEVES, Pedro Henrique, Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2024. Papel de diferentes fontes de selénio em aspectos fisiologicos de Pistia
stratiotes submetida a estresse por As. Orientador: Juraci Alves de Oliveira.

Embora represente uma operagdo com grande impacto econ6mico e social na
fabricacdo de bens de consumo e de geracdo de emprego, a mineracao € a causa
de inumeras contaminacbes ambientais, seja pela deposicdo inadequada de
residuos, que podem conter metais pesados e metaloides, como o As, ou até
mesmo pelo rompimento de barragens que podem atingir os cursos d’agua,
vegetagbes e locais habitados. Uma das alternativas para a redugcdo das
concentragbes de elementos toxicos em corpos hidricos contaminados € a
fitorremediacdo, técnica que utiliza plantas tolerantes e/ou acumuladoras para
remover o contaminante do local. Trabalhos tém demonstrado a capacidade da
macrofita aquatica flutuante Pistia stratiotes em atuar na redug&o de residuos toxicos
em meios aquaticos. Entretanto, a eficiéncia do processo € limitada pela acéo
desses poluentes, quando em concentragdes elevadas, sobre o metabolismo
vegetal. Algumas substancias podem ser utilizadas para aumentar essa capacidade
fitorremediadora, como o selénio (Se), o qual pode atenuar os danos celulares
causados pela presenca de elementos toxicos, por meio da reducao da absorcao e
ativacao do sistema antioxidante. A indugcéo desses mecanismos de tolerancia pode
utilizar o processo de rustificagdo, o qual consiste em manter as plantas,
previamente a exposicao aos poluentes, em determinadas concentragdes do selénio.
Embora a maioria dos trabalhos com Se abordem apenas os efeitos benéficos desse
elemento, nossos resultados demonstraram que, em concentracbes acima das
consideradas 6timas e por periodos prolongados de exposicao, podem ocorrer
danos irreversiveis para as plantas, sendo considerado, nesse caso, um agente
promotor de estresse oxidativo. Entretanto, quando em dosagem adequada, o Se foi
responsavel pela melhoria e aumento da capacidade antioxidante do vegetal, bem
como pelo aumento da taxa de crescimento relativo e de pigmentos fotossintéticos.
Esses resultados demonstram que plantas tratadas previamente com concentragdes
adequadas de Se podem ter a sua capacidade fitorremediadora aumentada. Apéds a
definicao das



concentragdes Otimas e do tempo de exposicdo adequado ao Se com fontes de
selenito e selenato (2 uM por 5 dias), que tiveram como objetivo induzir processo de
rustificacdo das plantas, aperfeicoando mecanismos de toleréncia ao estresse, as
plantas foram expostas a concentracbes téxicas de As, por 3 dias. Nossos
resultados indicaram que, apds o processo de rustificacdo com Se, plantas de P.
stratiotes conseguiram tolerar o estresse causado pelo metaloide. O tratamento
prévio com Se foi capaz de atenuar a maioria dos danos causados pelo estresse
oxidativo desencadeado pela exposicdo ao As. Entre os principais resultados
destacam-se a capacidade antioxidante enzimatica que foi aprimorada, além disso,
pela afinidade quimica com o enxofre, o sistema antioxidante nao enzimético
também foi melhorado, sobretudo o ciclo dos tidis, tudo isso impulsionado pela
nutricdo mineral mais robusta proporcionada pelo tratamento prévio com Se. Tais
melhorias contribuiram para a reducao da formacgao de espécies reativas de oxigénio
e dos danos moleculares. Sendo assim, a exposicao prévia ao Se, seja na forma de
selenato ou selenito, se apresenta como tecnologia promissora a ser empregada em
processos de fitorremediacao, tornando-a mais eficaz.

Palavras-chave: estresse oxidativo; fitorremediacao; rustificacéo; tolerancia



ABSTRACT

NEVES, Pedro Henrique Santos, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September,
2024. Role of different selenium sources in physiological aspects of Pistia
stratiotes maintained arsenic stress. Adviser: Juraci Alves de Oliveira. Co-
advisers: Fernanda Dos Santos Farnese and Vinicius Melo da Silva.

SANTOS-NEVES, Pedro Henrique, Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2024. Role of different selenium sources in physiological aspects of Pistia stratiotes
maintained arsenic stress. Advisor: Juraci Alves de Oliveira

Although it represents an operation with a great economic and social impact in the
manufacture of consumer goods and job creation, mining is the cause of numerous
environmental contaminations, whether due to the inadequate disposal of waste,
which may contain heavy metals and metalloids, such as arsenic (As), or even by the
breaking of dams that can reach the watercourse, vegetation and inhabited places.
One of the alternatives for reducing the concentrations of toxic elements in
contaminated water bodies is phytoremediation. This technique uses tolerant plants
and/or accumulators to remove contaminants from the site. Studies have
demonstrated the capacity of the aquatic macrophyte Pistia stratiotes to act in the
reduction of toxic residues in aquatic environments. However, the efficiency of the
process is limited by the action of these pollutants, when in high concentrations, on
plant metabolism. Some substances can increase this phytoremediation capacity,
such as selenium (Se), which can attenuate cell damage caused by toxic elements,
by reducing absorption and activating the antioxidant system. The induction of these
tolerance mechanisms can use the hardening process, which consists of keeping the
plants, before exposure to pollutants, at specific selenium concentrations. Although
most works with Se only address the beneficial effects of this element, our results
demonstrated that, in concentrations above those considered optimal and for
prolonged periods of exposure, irreversible damage to plants could occur, being
considered, in this case, an agent promoter of oxidative stress. However, when in
optimum dosage, Se was responsible for improving and increasing the plant's
antioxidant capacity, as well as increasing the relative growth rate and photosynthetic
pigments. These results demonstrate that plants previously treated with adequate
concentrations of Se can have their phytoremediation capacity increased. After
defining the optimal concentrations and adequate exposure time to Se, a source of
selenite and selenate (2 uM for 5 days), which aimed to induce the plant's hardening
process, improving stress tolerance mechanisms, the plants were exposed to toxic
concentrations of As for 3 days. Our results indicate that, after the



hardening process with Se, P. stratiotes plants could tolerate the stress caused by
the metalloid. The previous treatment with Se was able to attenuate most of the
damage caused by the oxidative stress triggered by exposure to arsenic. Among the
main results, the enzymatic antioxidant capacity was enhanced, in addition, due to
the chemical affinity with sulfur, the non-enzymatic antioxidant system was also
improved, especially the thiol cycle, all of this driven by the more robust mineral
nutrition provided by the previous treatment with Se. Such improvements contributed
to reducing the concentrations of reactive oxygen species and molecular damage.
Therefore, prior exposure to Se, whether in the form of selenate or selenite, appears
to be a promising technology for use in phytoremediation processes, making them
more effective.

Keywords: oxidative stress; phytoremediation; hardening; tolerance
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Introducao Geral

A mineracdo é uma das atividades industriais mais importantes e lucrativas do pafs,
sendo crucial para manter o saldo da balan¢a comercial brasileira positiva. As principais dreas
de atuacdo encontram-se em Minas Gerais, que contribuiu, em 2022, com 40,2% do saldo das
atividades mineradoras de todo o pais (IBRAM, 2022). Contudo, a exploracdo minerdria gera
residuos toéxicos, constituidos, basicamente, de elementos metdlicos. A liberacdo de
compostos de Arsénio (As) para o meio aquatico, sobretudo da mineragdao de ouro, tem se
constituido motivo de enorme preocupacdo, ndo somente pelo elevado risco toxicoldgico,
mas, também, pela facilidade em atingir os diversos niveis tréficos, num processo de
biomagnificacgao.

O As € naturalmente associado aos solos e rochas, na forma de arsenopiritas, que, por
acoes antropicas, € liberado no ambiente e facilmente disperso no sistema aquatico (Kumar et
al.,, 2015). Devido a elevada toxicidade, faz-se necessdria a remocdo do As do ambiente
aqudtico, o que pode ocorrer pela utilizacdo de diversas tecnologias, dentre as quais, a
fitorremediac@o. Neste processo, as espécies de plantas aqudticas empregadas devem ser
capazes de acumular e tolerar a presenca do poluente, sem significativas alteracdes no seu
metabolismo e sobrevivéncia. Nesse contexto, a espécie Pistia stratiotes apresenta potencial
como agente biorremediador de ambientes contaminados com As (Farnese et al., 2014b).

Algumas substincias atuam como agentes estimulantes das respostas de tolerancia das
plantas aos estresses abidticos, como o 6xido nitrico (Farnese et al., 2014a), o jasmonato
(Coelho et al., 2020) e o silicio (Santos-Neves et al. 2020, dados ndo publicados), que podem
atuar em associacdo aos mecanismos existentes para mitigar os danos toxicos causados pelos
poluentes. Nesse grupo de agentes indutores inclui-se o selénio (Se), o qual estd sendo
estudado como possivel agente atenuador de estresse por induzir alteracdes morfofisiolégicas
em plantas que, em ultimo nivel, elevam a tolerancia a estresses abidticos (Feng et al., 2021;
Hasanuzzaman et al., 2020; Pandey e Gupta, 2018).

Os efeitos benéficos do Se na reducdo do estresse, e dos possiveis danos oxidativos,
sdo conhecidos em diversas espécies vegetais, mas, em espécies aqudticas os estudos sdo,
ainda, incipientes. A suplementacao mineral com Se € capaz de reduzir a geragdo de espécies
reativas de oxigénio por meio do estimulo e aumento da atividade de enzimas do sistema
antioxidante (Han et al., 2015; Hasanuzzaman et al., 2020; Pilon-Smits, 2015; Pilon-Smits e

Quinn, 2010; Rizwan et al., 2020; Schiavon e Pilon-Smits, 2017).
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O Se € um andlogo do enxofre, o qual pode ser substituido para formar grupos -SeH
(selenol), ao invés de -SH (tiol). O grupo selenol tem afinidade maior com alguns elementos
metélicos, como o cddmio (Cd), formando complexos de Cd-SeH, os quais sdo armazenados
no vacuolo e, assim, reduzem os danos causados as células e tecidos (Feng et al., 2021; Wan
etal., 2016).

A compartimentalizagdo dos metais na parede celular e no vacuolo reduzem a
toxicidade e fazem parte dos mecanismos de tolerancia, reduzindo o estresse oxidativo. Ojeda
e colaboradores (2013) demonstraram que a aplicacdo simultdnea de Cd e selenito, resultou
em maiores acimulos de Cd e Se na fragcdo da parede celular. Complementarmente, plantas de
arroz expostas ao As e Se aumentaram a sintese de glutationa e de fitoquelatinas, moléculas
envolvidas na inativacdo de metais (Kumar et al., 2016).

Para aumentar a tolerancia ao As, o Se pode ser fornecido na forma salina, mais
comum, ou em nanoparticulas (Se-NPs). A forma de Se-NPs, inclusive, foi objeto de um
levantamento feito por Zhou e colaboradores (2021), em que o nimero de publicagdes
relevantes nos dltimos dez anos no banco de dados Web of Science (WoS), com tépicos de
“solo contaminado com metais pesados ou estresse por metais pesados ou solo com polui¢ao
por metais pesados”, “planta ou botanica” e “nano ou nanomateriais ou nanoparticula ou NP”
aumentaram exponencialmente, passando de 2, em 2010, para quase 40, em 2020.

Estudos relacionados a tolerancia das plantas as condi¢des de poluentes presentes no
meio sdo determinantes para definir acdes de remediacdo, especialmente quando se trata de
poluentes com elevado grau de toxicidade, como o As. A utilizagdo da “rustifica¢do”, técnica
que consiste da exposi¢do prévia a determinados tratamentos com intuito de superexpressar
caracteristicas desejdveis, aparece como uma técnica promissora.

Pesquisas sobre a atuagdo do Se em plantas aqudticas em condi¢cdes de ambientes
contaminados por As tornam-se relevantes, no sentido de elucidar como esse elemento pode

atuar na ativacdo de mecanismos de tolerancia das plantas expostas ao As.
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Hipotese
O selénio aplicado no processo de rustificacdo das plantas de P. stratiotes induz
alteracdes fisioldgicas que resultam no aumento da tolerancia ao estresse por As, tornando-as

mais eficazes no processo de fitorremediacao.

Objetivos

Geral
Avaliar o papel desempenhado pelo Se nas respostas bioquimicas e fisiolégicas da

macrofita aquatica P. stratiotes exposta a diferentes concentragdes de As.
Especificos
e Entender como as diferentes formas quimicas do Se (selenito e selenato) afetam a
fisiologia de P. stratiotes;
e Avaliar o papel desempenhado pelo Se na absor¢do e acimulo de As em P. stratiotes;
e Avaliar as alteracdes bioquimicas e fisioldgicas induzidas por Se que culminem no

aumento da tolerancia de P. stratiotes ao As.
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CAPITULO I: ALTERACOES FISIOLOGICAS DE PISTIA STRATIOTES
SUBMETIDAS AO SELENIO.

1. Introducao

Os teores de selénio (Se) em plantas estdo diretamente relacionados com a
concentracdo desse elemento nos solos, refletindo da mesma forma em animais e seres
humanos, consumidores de vegetais (Martinez et al., 2009; Steffan et al., 2019). Por se tratar
de elemento essencial a saide humana, tem se tornado comum a suplementagcdao com Se, via
adubacdo no solo ou foliar, para espécies vegetais cultivadas (Boldrin et al., 2012; EI-Ramady
et al., 2020), conforme relatado em culturas de cereais(), vegetais folhosos() e frutas()
(Golubkina et al., 2017; Leija-Martinez et al., 2018; Lyons, 2018; Mimmo et al., 2017).

O Se ndo € considerado um elemento essencial as plantas, pois ndo atende aos critérios
de essencialidade preconizados por Arnon e Stout (1939). Contudo, para algumas espécies
cultivadas, como o arroz, € classificado como elemento benéfico, uma vez que pode
compensar o efeito toxico de outros elementos ou substituir o enxofre (S) em funcdes menos
especificas (Taiz et al.,, 2017). Assim como o S, o Se apresenta 4 estados de oxidagdo:
seleneto (Se™), selénio elementar (Se’), selenito (Se') e selenato ('), sendo os dois tltimos
mais comuns no ambiente.

Ap6s a absorg¢do, o selenato e o selenito, sdo convertidos em formas orgénicas, como a
selenometionina (SeMet), selenocisteina (SeCys) ou metilselenocisteina (MeSeCyz) (Hu et
al., 2019; Pilon-Smits, 2015; Pilon-Smits e Quinn, 2010)

Do ponto de vista vegetal, a suplementacido de Se, em baixas concentragdes, favorece
o crescimento, ganho de biomassa, além de contribuir para mitigar estresses abioticos,
modulando alteragdes morfofisioldgicas na planta (Feng et al., 2021; Hasanuzzaman et al.,
2020; Pilon-Smits, 2015). Essas alteracdes envolvem a regulacido na produ¢do de hormonio,
como auxina e etileno, de modo a remodelar a arquitetura das raizes e limitar a absorcao de
metais pesados (Feng et al., 2021; Qin et al., 2018; Wu et al., 2017; Zhao et al., 2019). Isso
ocorre devido as alteracdes nas propriedades da parede celular, com maior producdo de
celulose, hemicelulose e lignina, aumentando a espessura da parede celular e dificultando a
passagem dos metais pesados para o interior celular (Ding et al., 2015; Zakir Hossain et al.,
2000).

A participagdo do Se como agente atenuador de estresses abidticos envolve a inducio
de enzimas do sistema antioxidante, as quais atuam removendo espécies reativas de oxigénio;
a sintese de fitoquelatinas, importante molécula para quelagdo e imobilizacdo de metais

pesados (Cao et al., 2013; Liu et al., 2014; Morales-Espinoza et al., 2019; Rizwan et al., 2020)
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e, por ser andlogo ao S, induz a formacdo de compostos —SeH, que complexam e inativam
metais pesados (Feng et al., 2021; Wan et al., 2016).

Embora seja bastante empregado como agente benéfico a fim de aumentar a
capacidade antioxidante, quando em concentragdes supra 6timas, o Se pode atuar como fonte
de estresse para o vegetal, resultando em desequilibrio na geracdo de espécies reativas de
oxigénio, o que ocasiona danos em membranas, proteinas e organelas que, em ultima
instancia, podem levar o vegetal a morte. A selenose, ou toxicidade por selénio, pode ser
expressa por dois mecanismos bem distintos: 1) malformacao de selenoproteinas; 2) inducao
de estresse oxidativo (Germ et al., 2007; Gupta e Gupta, 2017; Hasanuzzaman et al., 2020; Lv
et al., 2021; Pilon-Smits, 2015).

Sendo assim, este trabalho tem por objetivo, elucidar o conhecimento sobre as
concentracdes adequadas de suplementacdo de Se e demonstrar como ela é determinante para
que uma espécie vegetal possa expressar a sua capacidade de tolerancia a agentes estressores
do ambiente e, dessa forma, potencializar a sua participacdo em processos de fitorremediagao.

2. Material e Métodos
Obtencao do material vegetal e aclimatacao

Espécimes de P. stratiotes (Araceae) foram coletadas no lago do horto botanico da
Universidade Federal de Vicosa (Vicosa, MG, Brasil), desinfetadas com hipoclorito de sodio
1% (v/v) durante 1 min, lavadas em 4gua corrente e transferidas para solug¢do nutritiva de
Clark (1975), %2 for¢a i6nica, pH 6,5, onde permaneceram em sala de crescimento de plantas,
com intensidade luminosa, temperatura e fotoperiodo controlados (230 umol m? s, 25 + 2

°C, 12/12 h claro/escuro), por 5 dias, para aclimatacdo as condi¢des experimentais.

Aclimatacio e aplicacio dos tratamentos
Ap6s o periodo de aclimatagdo, as plantas foram transferidas para recipientes contendo
0,5 L de solugdo nutritiva de Clark, nas mesmas condi¢des descritas anteriormente, com 0s

tratamentos (selenito de sddio e selenato de s6dio) representados na Figura 1.
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Figura 1. Distribuicdo dos tratamentos experimentais: concentragdes e tempo de exposi¢cdo de

J

Pistia stratiotes a fontes distintas de selénio.

Ao final dos periodos de exposi¢do, amostras frescas de folhas (terco médio e
totalmente expandidas) e de raizes foram coletadas e mantidas em ultra freezer a -80 °C até
realizacdo das andlises de MDA, anion superéxido, peréxido de hidrogénio e pigmentos
fotossintéticos. Para as demais andlises, o material vegetal foi liofilizado, por 96 h até
obtencdo de peso constante, utilizando o equipamento VirTis® Benchtop 4KBTXL.

Desenho experimental e analise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
sendo fatorial 3x4 onde representam, respectivamente os dias de exposicdao ao Se (1,3 e 5
dias) e as concentragdes de Se (0 -controle, 1, 2, 5 uM — Selenito e Selenato) com 4 repeti¢oes
e cada unidade experimental constituida de 1 planta/repeticdo. Os resultados foram

submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a
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5% de probabilidade, por meio do programa estatistico R (R CORE TEAM, 2014) com
auxilio do pacote ExpDes.pt.

Os resultados descritos foram avaliados do ponto de vista da andlise fatorial, onde foi
verificado a existéncia de interacdo entre os tratamentos doses de selénio e o tempo de
exposicdo da planta ao elemento. Quando foi verificado estatisticamente a interacdo dos
tratamentos, o efeito da dose em cada tempo, e o efeito do tempo em cada dose foram
avaliados em conjunto. Nao havendo intera¢do entre os tratamentos, o efeito da dose de
selénio e do tempo de exposicao, foram avaliados separadamente.

Determinacao da concentracio dos elementos minerais

Amostras frescas de raizes e folhas foram coletadas, lavadas em 4gua destilada e
mantidas em estufa, a 80 °C, até obtencao de massa seca constante. O material seco foi, entdo,
mineralizado em mistura de 4cido nitrico e percldrico (2:1) (Marin et al., 1993) e os teores de
Se e S, nos extratos minerais foram determinados por espectrofotometria de emissdao atomica,
com plasma indutivamente acoplado (ICP - PerkinElmer® modelo Optima 8300), para os
tratamentos contendo 2 e 5 uM, com 1 e 5 dias de exposicdo, a fim de avaliar a dindmica de
absorc¢do e distribui¢ao desses minerais.

Sintomatologia Visual

Apoés aplicagdo e exposicdo aos tratamentos, com auxilio de uma prancha com
material escuro, fotos dos vegetais foram tiradas para visualizacdo e comparagdo dos efeitos
dos tratamentos em folhas e raizes.

Ganbho relativo de biomassa fresca

Apés o periodo de aclimatacdo e de tratamento, as plantas foram secas em papel
absorvente e pesadas em balanca analitica para obtencdo do peso fresco inicial e peso fresco
final. A partir desses dados, o ganho relativo de biomassa fresca de cada planta, em seus
respectivos tratamentos, foi calculado através da equacao:

GRBF= (Inm1 — Inmo/ t1 — to) x1000
Em que:
GRBF = ganho relativo de biomassa fresca no periodo (mg g”! MF dia™');
Inm1 e Inmo representam o logaritmo neperiano da massa fresca (g) no final e no inicio do
experimento, respectivamente;

t1 e to representa a duracio do experimento, em dias.

Pigmentos Fotossintéticos
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A extracdo dos pigmentos fotossintéticos foi feita a partir de trés discos foliares de 1
cm de didmetro, obtidos da folha mais jovem completamente expandida, e incubados em 5
mL de solug¢do de dimetilsulféxido (DMSO - saturado por carbonato de célcio), em tubos do
tipo “penicilina”, devidamente tampados e revestidos com papel aluminio, onde ficaram por
24 horas para, em seguida, serem levados ao banho-maria a 65 °C por 45 minutos, para
solubilizacdo dos pigmentos. Apds esse periodo, procedeu-se as leituras da absorbancia nos
comprimentos de onda 665, 649 e 480 nm. As leituras obtidas foram utilizadas para a
estimacao dos teores de clorofila a, b e de carotenoides totais (Wellburn, 1994), e os

resultados expressos em mg g”' MF.

Clorofila a = (12,47 X A665) — (3,62 X A649)
Clorofila b = (25,06 X A(,49) — (6,5 X A665)
Carotenoides = [(1000 x Aas0) — (1,29 x Ca) — (53,78x Cb)]/220

Determinacio das concentracées de peroxido de hidrogénio e Anion superéxido

A concentracdo de perdxido de hidrogénio (H20:) foi estimada utilizando-se amostras
de 200 mg de folhas e raizes, homogeneizadas em meio de extracdo (tampao fosfato de
potédssio 50 mM, pH 6,5, contendo hidroxilamina 1 mM) e centrifugadas a 10.000 xg, por 15
minutos, a 4 °C (Kuo e Kao, 2003). Aliquotas de 50 uL do sobrenadante foram adicionadas a
meio de rea¢do contendo FeNH4+SO4 100 uM, acido sulfarico 25 mM, laranja de xilenol 250
uM e sorbitol 100 mM (Gay e Gebicki, 2000) e mantidas no escuro por 30 minutos. As
concentracdes de H>O», estimadas com base em curva analitica e leitura de absorvancia a 560
nm, foram expressas em pmol de H>O» g”! MF.

Para determinag@o da concentracdo de anion superdxido (O2’), amostras de 50 mg de
folhas e raizes foram incubadas em meio de reacdo constituido de sal dissédico do 4cido
etilenodiamino tetracético (EDTA) 100 uM, NADH 20 uM e tampao fosfato de sédio 20 mM,
pH 7,8 (Mohammadi e Karr, 2001). A reacdo se iniciou com a adi¢do de 100 pL epinefrina
25,2 mM em HCI 0,1 N, incubadas a 28°C, sob agitacdo, por 5 min, seguido de leitura da
absorbancia a 480 nm, durante 5 minutos. A quantificacdo da concentragdo de O, utilizou-se
o coeficiente de absortividade molar de 4,0 x 10° M! cm™!, sendo expressas em nmol de Oy g

' MF (Boveris et al., 2002).

Determinacio do actiimulo de MDA via TBARS
Na avaliacdo da peroxidagdo lipidica, por meio da concentracdo de malondialdeido

(MDA), amostras de 150 mg de folhas e raizes foram maceradas em 2 mL de etanol 80% e
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centrifugadas a 10.000 xg, por 10 minutos. Ao sobrenadante, seguiu-se adicao de solu¢do com
dcido tiobarbitdrico 0,65% (p/v) em TCA 20% (p/v) e de solug@o contendo apenas TCA 20 %
(p/v), seguindo de incubagdo a 95°C, por 30 minutos, e banho de gelo por 15 minutos. Em
seguida, foi realizada a leitura das absorbancias a 440, 532 e 600 nm. A concentracdo de
MDA-TBA, expressa em umol de MDA g‘1 MF (Hodges et al., 1999), foi calculada
utilizando-se a seguinte férmula:

1) [(A s32+tBA) - (A 600+TBA) - (A 532-TBA — A 600-TBA)] = X
2) [(A 440+BA - A 600+TBA) 0,0571] =Y
3) MDA (nmol mL!) = (X - Y/157.000) x 10°.

Avaliaciao de enzimas do sistema antioxidante

Para determinacdo das atividades enzimdticas, amostras de 0,03 g folhas e raizes
foram maceradas em moinho de bolas e homogeneizadas nos seguintes meios de extragdo:

e (SOD) dismutases do superéxido, (POX) peroxidases e (CAT) catalases: tampao
fosfato de potédssio 0,1 M, pH 6,8, EDTA 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico
(PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (Peixoto et al., 1999);

e (APX) peroxidases do ascorbato: tampao fosfato de potdssio 50 mM, pH 7,0, EDTA
1,0 mM, 4cido ascérbico (AA) 1,0 mM, PMSF 1 mM, ditiotreitol (DTT) 2 mM e
PVPP 1% (p/v) (Peixoto et al., 1999).

Ap6s centrifugacio a 12.000 xg, por 15 min, a 4°C, os sobrenadantes foram utilizados
como extrato enzimético bruto e as atividades enzimaticas foram determinadas pela adicdo do
extrato aos seguintes meios de reacao:

e SOD: tampao fosfato de s6dio 50 mM, pH 7,8, metionina 13 mM, azul de p-nitro
tetrazdlio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 puM (Giannopolitis e Ries,
1977; Peixoto et al., 1999);

e POX: tampado de fosfato de potdssio 25 mM, pH 6,8, pirogalol mM e H>O, 2 mM
(Peixoto et al., 1999);

e CAT: tampao fosfato de potdssio 50 mM, H>0; 12,5 mM (Peixoto et al., 1999);

e APX: tampdo fosfato de potdssio 50 mM, pH 6,0, 4cido ascérbico 0,8 mM e H2O; 1
mM (Peixoto et al., 1999).

Para a determinacdo da atividade da SOD, as amostras foram mantidas em camara
com iluminacdo artificial, por 5 minutos, e a absorbancia determinada a 560 nm. Uma unidade

de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessdria para reduzir em 50% a
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fotorreducdo do NBT, sendo expresso em U SOD min"! mg™! proteina (Giannopolitis e Ries,
1977).

A atividade da POX foi estimada pela leitura da absorbancia a 420 nm, durante cinco
minutos de reacdo, utilizando o coeficiente de extingao molar 2,47 mM™! cm™! (Peixoto et al.,
1999), sendo expressa em pumol purpurogalina min™' mg™! proteina.

A atividade da CAT foi estimada pela leitura da absorbancia a 240 nm, durante cinco
minutos de reagdo, utilizando o coeficiente de extincdo molar 36 M cm™ (Peixoto et al.,
1999), sendo expressa em mmol HO, min"! mg™! proteina.

A atividade da APX foi estimada pela leitura da absorbancia a 290 nm, durante cinco
minutos de reacdo, utilizando o coeficiente de extin¢do molar 2,8 mM™! cm™! (Peixoto et al.,

1999), e expressa em umol AsA min"' mg! protefna.

Quantificaciao de proteinas

A concentracdo de proteinas, para expressao das atividades enzimadticas especificas,
seguiu-se 0 método proposto por Bradford (1976). Em 100 puL do extrato enzimatico bruto,
adicionou-se 1 mL do reagente de Bradford e, apds 15 min de reac¢do no escuro, procedeu-se a
leitura da absorbancia a 595 nm. A concentracao de proteinas foi estimada com base em curva

analitica preparada com padrdes auténticos de BSA.
Avaliacao de componentes do sistema antioxidante nao-enzimatico

Compostos tiolados totais (SHT) e nao proteicos (SHNP)

Amostras de 15 mg de folhas e raizes foram maceradas, com adicao de 2 mL meio de
extracdo constituido de Tris-HCI1 0,1 M, pH 8,0, EDTA 1 mM e 4cido ascérbico 1% (p/v),
seguido de centrifugacdo a 10000 xg, por 15 minutos, a 4 °C, sendo o sobrenadante utilizado
para determinacao de tidis totais e ndo proteicos.

Para determinacdo dos tidis totais, aliquotas de 0,2 mL do sobrenadante foram
adicionadas ao meio de reacdo composto por 0,3 mL de tampao Tris-HCI (0,2M e pH 9,2), 0,2
mL do reagente de Ellman [4cido 5,5’ — ditio-bis (2-nitrobenzédico)] 0,02 M e 1,48 mL de
metanol (Sedlak e Lindsay, 1968). A reacdo foi encubada por 15 minutos em temperatura
ambiente e leitura feita a 412 nm (Sedlak e Lindasay, 1968).

Para determinagdo dos tidis ndo-proteicos, aliquotas de 1 mL do sobrenadante foram
adicionados a 0,2 mL de 4cido tricloroacético (TCA) 50% (p/v) e 0,8 mL de H>O desionizada,
com agitagdo a cada 5 minutos durante 15 minutos. Em seguida, foram centrifugados a 3000
xg, durante 15 min. Em seguida, aliquotas de 0,5 mL do sobrenadante foram adicionadas ao

meio de rea¢do contendo 1 mL de tampao Tris-HCI (0,4 M e pH 8,8) e 0,25 mL de reagente
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de Ellman 0,02 M. A reagdo foi encubada por 5 minutos em temperatura ambiente e leitura
feita a 412 nm (Sedlak e Lindasay, 1968).
Utilizando o coeficiente de extin¢do molar 13.100 M cm™! para ambos os casos, os

teores de ti6is foram estimados e os resultados expressos em nmol SH g”! MS.

Ascorbato total (AsA-T), Ascorbato reduzido (AsA-R) e Dehidroascorbato (DHA)

A determinagao da concentracdo de ascorbato foi realizada através da maceracao de 30
mg de folhas e raizes, seguido de homogeneizacio em 2 mL de TCA 5% (p/v), e
centrifugacdo a 12000 xg por 15 minutos, a 4 °C.

Para determina¢do da concentracdo de AsA-T, ao sobrenadante se adicionou meio de
reacao contendo DTT (10 mM) e tampao fosfato de potéssio (0,2 M e pH 7,4), seguido de
agitacdo por um minuto e incubacdo a 42 °C por 15 minutos. Em seguida, se adicionou N-
etilmaleimida (NEM) 0,5 %, com agitacdo por 1 minuto em temperatura ambiente e adi¢do de
TCA 10 % (p/v), acido fosférico a 42% (v/v), 2,2’ bipiridil 4 % (p/v) e FeCls 3% (p/v),
seguido de agitacdo por um minuto e incubagdo por 40 minutos a 42 °C, seguido de leituras a
525 nm.

Para determinacdo da concentragdo de AsA-R, ao sobrenadante se adicionou meio de
reacdo contendo tampao fosfato de potéssio (0,2 M e pH 7,4) dgua deionizada, TCA 10 %
(p/v), acido fosforico a 42% (v/v), 2,2’ bipiridil 4 % (p/v) e FeCls 3% (p/v), seguido de
agitacdo por 1 minuto e incubacdo a 42 °C por 40 minutos e leitura a 525 nm. A concentra¢io
de DHA foi obtida subtraindo-se o valor de AsA do T-AsA.

Os teores de ascorbato total, reduzido e dehidroascorbato foram estimados com base
em curva analitica com padrdes auténticos de ascorbato, sendo os resultados expressos em

nmol AsA g' MS (Kampfenkel et al., 1995).
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3. Resultados

Sintomatologia visual de toxidez de Se e concentragdo de Se e S em folhas e raizes de P.
Stratiotes

Ao observamos a sintomatologia visual das plantas (Figura 2), podemos perceber, pela
indicacdo feita por setas em vermelho, o aparecimento de clorose foliar em plantas expostas
aos tratamentos contendo 5 uM de selenito e selenato de sodio, assim como o0 escurecimento €
morte de parte das raizes. Em concentracdes supra Otimas, as cloroses evoluem para necroses
por toda a folha. As setas em azul, nos tratamentos com 1 e 2 uM de Se, indicam a emissao,
desenvolvimento e crescimento de novas raizes, que se destacam por apresentarem coloracao

verde claro.

Se 1 utM Se 2 uM Se 5 uM
Controle A

Figura 2. Aspecto visual de folhas e raizes de Pistia stratiotes expostas a diferentes

concentragdes de selenito (A) e selenato (B), ap6s 5 dias de exposi¢ao.

Nos tratamentos com selenito, ndo foi possivel quantificar a presenca de Se nas folhas
(Figura 3 A), o qual ficou retido basicamente nas raizes, especialmente na maior concentra¢ao
utilizada (5 pM). Observou-se um efeito evidente dos fatores concentracdo e tempo de
exposicao no acimulo de Se nas raizes das plantas, em que as concentragdes de 5 uM de
selenito, por 1 dia, e de 2 uM de selenito, por 5 dias, ndo diferiram entre si.

A concentracdo de enxofre nas folhas, conforme apresentado na Figura 3 B, ndo
variou entre os tratamentos, enquanto, nas raizes, as plantas expostas ao Se por 5 dias,

independente da concentracao, indicaram maiores concentragdes de enxofre.
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Figura 3. Efeito de diferentes concentragdes de selenito de sédio sobre os teores de Se (A) e
S (B) em P. stratiotes expostas por diferentes periodos de tempo. Médias acompanhadas da
mesma letra, maidsculas para folhas e mindsculas para raizes, ndo diferem estatisticamente de

acordo com o teste Tukey (P<0,05). As barras dispostas nos graficos representam o erro

padrao.

Nos tratamentos suplementados com selenato, a concentra¢do de selénio nas folhas e
raizes apresentaram incrementos dependentes da concentracdo do elemento utilizado e do
tempo de exposi¢cdo, com concentracdes significativamente maiores no tratamento com 5 uM
de selenato, por 5 dias (Figura 4 A).

A concentragdo de S nas folhas mostrou dependéncia da concentracao de Se utilizado,
nao apresentando diferencas entre os tempos de exposi¢do, tanto no tratamento com 2 quanto
com 5 uM de Selenato. Nas raizes, por sua vez, o efeito de tratamento com concentracdes de
Se foi observado apenas para exposicao de um dia, enquanto o incremento na concentra¢ao de

S apresentou diferenca apenas na concentragao de 2 uM de Se (Figura 4 B).
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Figura 4. Efeito de diferentes concentracdes de selenato de s6dio sobre os teores de Se (A) e
S (B) em P. stratiotes expostas por diferentes periodos de tempo. Médias acompanhadas da

mesma letra, maidsculas para folhas e mindsculas para raizes, ndo diferem estatisticamente de
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acordo com o teste Tukey (P<0,05). As barras dispostas nos graficos representam o erro

padrio.

Ganho relativo de biomassa fresca

Em relagdo ao ganho relativo de biomassa fresca, o tempo de exposicdo ao selenito
afetou o desenvolvimento do vegetal, sendo que plantas submetidas aos tratamentos controle,
1 e 2 uM de Se apresentaram incremento no ganho de biomassa até concentragdes proximas a
2 uM de Se, correspondendo ao tratamento com maior ganho. Por outro lado, concentracdes

acima causaram toxidez no vegetal, notada pela perda de biomassa (Figura 5).
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Figura 5. Efeitos de diferentes concentracdes de selenito de sédio sobre o ganho relativo de
biomassa fresca — GRBF (A, B) de P. stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra maiudscula,
para a mesma concentragdo de Se em diferentes tempos de exposi¢do, e pela mesma letra

mintscula, para efeito simples do fator tempo, nio diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Para o selenato de sédio o fator tempo também interferiu no desenvolvimento dos
vegetais sendo que, plantas expostas aos tratamentos controle, 1 e 2 uM de Se em solucio
exibiram incrementos no actimulo de biomassa apds o terceiro dia de exposicao, tendo seu
maximo de acimulo no quinto dia, enquanto naquelas tratadas com 5 uM de Se ndo se
observaram diferencas entre os tempos (Figura 6 A). Em relacdo ao fator concentragdo,
notamos diferengas significativas entre os tratamentos nos tempos 3 e 5 dias de exposic¢ao.
Como € possivel observar nas curvas de regressio, o GRBF demonstrou tendéncia de
aumento até alcancar a concentragdo 2 uM, tratamento que proporcionou maior acimulo de
biomassa, com posterior reducdo em maiores concentragdes, demonstrando toxidez para o

vegetal (Figura 6 B).
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Figura 6. Efeito de diferentes concentracdes de selenato de sédio sobre o ganho relativo de
biomassa fresca - GRBF (A, B) de P. stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra maiudscula,
para a mesma concentragdo de Se em diferentes tempos de exposi¢do, e pela mesma letra

minuscula, para efeito simples do fator tempo, ndao diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

Pigmentos fotossintéticos

Em relacdo aos pigmentos fotossintéticos, observou-se, considerando o fator tempo,
que plantas expostas ao selenito de s6dio mostraram diminuicdo significativa apenas para a
concentragao da clorofila a, com reducdo de aproximadamente 40% no quinto dia, nas plantas
submetidas a concentragdo 5 uM. Quando foi examinado o fator concentracdo, as plantas

expostas por 3 e 5 dias ao tratamento contendo 5 uM de selenito de sédio apresentaram
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diferenca significativa, também, apenas para o pigmento clorofila a. De modo geral, todos os
pigmentos apresentaram incrementos até a concentracdo de 2 uM, seguido de decréscimo nas

demais concentracdes (Figura 7).
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Figura 7. Efeitos de diferentes concentragdes de selenito de sddio sobre os teores de clorofila
a (A), clorofila b (C) e carotenoides (E) em P. stratiotes expostas por diferentes periodos. Na
interacdo de fatores (A, B), médias seguidas pela mesma letra maidscula ndo diferem entre si,
entre os tempos experimentais na mesma concentracio de selénio pelo teste Tukey (P<0,05) e
(*) representa significancia estatistica (Tukey, P<0,05) das diferentes concentragdes de
selénio dentro do mesmo tempo. Os ajustes polinomiais de regressao, representam a resposta
de cada tempo experimental em funcdo da dose de selénio. t*c= ns, indica que ndo houve
interacdo significativa entre os dois fatores, que sdo avaliados separadamente, onde médias

seguidas pela mesma letra mindscula, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05) e os
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ajustes das regressdes polinomiais representam a resposta de todos os tempos experimentais

em funcdo da dose de selénio.

Para o selenato de sddio, considerando os intervalos de avaliacdao (2 ou 5 dias) ao
determinarmos os teores de clorofila a, percebeu-se auséncia de diferencas estatisticas entre
os tratamentos (Figura 8 A), enquanto para clorofila b (Figura 8 C) e para os teores de
carotenoides (Figura 8 F), nos tratamentos com 1 e 2 uM de Se, incrementos foram
observados, ambos na ordem de 30%, no quinto dia de exposicao .

Na andlise dos efeitos da concentracao, as curvas de regressiao indicaram aumento nos
teores de clorofila a, atingindo o pico em plantas expostas ao tratamento contendo de 2 uM de
Se, com posterior reducdo em maiores concentracdes (Figura 8 B), da mesma forma que para
a clorofila b e os carotenoides, embora, nesses casos, independentemente do tempo de
exposicao (Figuras 8 B, D e F).
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Figura 8. Efeitos de diferentes concentra¢des de selenato de sédio sobre os teores de clorofila
a (A), clorofila b (C) e carotenoides (E) em P. stratiotes expostas por diferentes periodos. Na
interacdo de fatores (A, B), médias seguidas pela mesma letra maidscula ndo diferem entre si,
entre os tempos experimentais na mesma concentracao de selénio pelo teste Tukey (P<0,05) e
(*) representa significncia estatistica (Tukey, P<0,05) das diferentes concentragdes de
selénio dentro do mesmo tempo. Os ajustes polinomiais de regressdo, representam a resposta
de cada tempo experimental em func¢do da dose de selénio. t*c= ns, indica que ndo houve
interacdo significativa entre os dois fatores, que sdo avaliados separadamente, onde médias
seguidas pela mesma letra mintscula, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05) e os
ajustes das regressOes polinomiais representam a resposta de todos os tempos experimentais

em funcao da dose de selénio.
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Espécies reativas de oxigénio e peroxidacao lipidica

A interacdo entre os fatores tempo*concentracdo foi significativa para os teores de
superdxido, tanto para as folhas (9 A), quanto para raizes (9 B). Ao analisarmos nas folhas o
fator tempo dentro dos niveis de concentragdo, percebeu-se, no quinto dia, aumentos dos
teores de superdxido para todos os tratamentos. Em relacdo as raizes, as plantas submetidas
aos tratamentos contendo 1 e 2 uM ndo apresentaram diferencas nos teores de superéxido em
relagdo ao fator tempo; controle e 5 uM de Se tiveram reducdo no terceiro dia, seguido de
aumento no quinto dia de exposi¢ao.

Quando foi analisado o fator concentracdo, dentro de cada um dos tempos de
exposi¢do, observou-se que diferencas significativas entre os tratamentos nos tempos 3 e 35,
nas folhas, e 1 e 5, para raizes. Para folhas, a curva de regressdo mostrou comportamento de
reducdo nos teores de superdxido nas plantas tratadas com 1 e 2 uM de Se, na ordem de 6 e
40 % respectivamente, para o terceiro dia, e 15 e 22 %, respectivamente, para o quinto dia,
enquanto naquelas tratadas com 5 uM aumentos de 50 e 20% nas concentragdes foram
registrados no terceiro e no quinto dia de exposi¢do respectivamente. Nas raizes, o
comportamento se repetiu com os tratamentos de 1 e 2 uM de Se demonstrando redu¢do nos
teores de superdxido de aproximadamente 50% no primeiro dia e 40% ao quinto dia, enquanto

naquelas tratadas com 5 uM de Se os incrementos foram na ordem de 17 e 30 %,

respectivamente.
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Figura 9. Efeitos da interagcdo de diferentes concentracdes de selenito de sédio e dos tempos
de exposicdo sobre os teores do anion superdxido em folhas (A, B) e raizes (C, D) de P.
stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas comparagdes entre 0s
tempos experimentais na mesma concentracdo de selénio pelo teste Tukey (P<0,05) e (*)
representa significancia estatistica (Tukey, P<0,05) das diferentes concentragdes de selénio
dentro do mesmo tempo. Os ajustes polinomiais de regressdo, representam a resposta de cada

tempo experimental em funcdo da dose de selénio.

A formagdo de anion superdxido, pelo selenato de sédio (Figura 10), indicou
significancia na interagc@o entre os fatores tempo*concentracdo. Ao analisarmos o fator tempo
dentro dos niveis de concentragdo, nota-se que, tanto para folhas (10 A) quanto para raizes (10
C), os tratamentos: controle, 1 e 2 uM de Se ndo apresentaram diferencas significativas.
Contudo, as plantas submetidas ao tratamento contendo 5 uM de Se em solugdo, apresentou
incremento nos teores de superdxido aos cinco dias, na ordem de 130% nas folhas, e 21 e 22%
no terceiro e quinto dia, respectivamente, nas raizes.

Considerando o fator concentracdo dentro dos diferentes tempos de exposicao, tanto
para folhas quanto para raizes, as diferengas significativas entre os tratamentos se deram aos
trés e cinco dias de exposi¢cdo. As curvas de regressao indicam resposta de redu¢do nos teores
de superdxido, tanto nas m folhas como nas raizes aos 3 e 5 dias, até 2 uM de Se, com
posterior aumento em concentracdes maiores (até 5 pM).
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Figura 10. Efeitos da interacio de diferentes concentragdes de selenato de sédio e tempos de
exposicdo sobre os teores do anion superdxido em folhas (A, B) e raizes (C, D) de P.
stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas comparacdes entre 0s
tempos experimentais na mesma concentracdo de selénio pelo teste Tukey (P<0,05) e (*)
representa significancia estatistica (Tukey, P<0,05) das diferentes concentracdes de selénio
dentro do mesmo tempo. Os ajustes polinomiais de regressdo, representam a resposta de cada

tempo experimental em funcdo da dose de selénio.

A formacdo de perdxido de hidrogénio (H2O2) em resposta ao selenito de sédio
também foram avaliadas (Figura 11). Para essa varidvel, a interacdo entre
tempo*concentragdo ndo foi significativa nem para folhas, nem para raizes. Avaliando o
efeito simples do fator tempo nos tratamentos, perceberam-se aumentos na concentragdo de
peréxido no terceiro dia para ambos os 6rgaos. Ja dentro do nivel de concentracdo, o grifico
de regressdo demonstra um comportamento de leve reducdo nos teores de H>O, até a
concentragdo de 2 uM de Se, com posterior incremento, 25% para folhas e 20% para raizes,

em plantas expostas a 5 uM de Se.
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Figura 11. Efeitos da interacdo de diferentes concentracdes de selenito de s6dio e tempos de
exposi¢do sobre os teores de peroxido de hidrogénio em folhas (A, B) e raizes (C, D) de P.

stratiotes. Os ajustes polinomiais de regressdo, representam a resposta de cada tempo
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experimental em fun¢cdo da dose de selénio. t*c= ns, indica que ndo houve interagdao
significativa entre os dois fatores, que sdo avaliados separadamente, onde médias seguidas
pela mesma letra mindscula, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05) e os ajustes das
regressdes polinomiais representam a resposta de todos os tempos experimentais em fungao

da dose de selénio.

Ao avaliarmos os teores de perdxido de hidrogénio para selenato de sodio (Figura 12),
a interacdo entre os fatores tempo*concentracao foi significativa. Considerando o fator tempo
dentro dos niveis de concentracio podemos notar que, nas folhas (12 A), os tratamentos
controle e 5 uM de Se apresentaram os maiores incrementos a partir do terceiro dia de
exposi¢do, sendo com 5 uM aumentos de 91 e 100% aos 3 e 5 dias de exposicao,
respectivamente, enquanto o tratamento com 2 uM de Se ndo gerou diferencas significativas.
Para raizes (12 C), apenas o tratamento com 5 uM de Se apresentou diferencas significativas
entre os tempos de exposi¢do, com aumentos de 27 e 41% nos teores de per6xido no terceiro e
no quinto dia, respectivamente.

Ao desdobrarmos o fator concentracdo dentro dos diferentes tempos de exposi¢do,
diferengas significativas foram detectadas aos trés e cinco dias, para folha, € com um, trés e
cinco dias para raizes. As curvas de regressdo evidenciaram redugdo nos teores de perdxido
até a concentracdo de 2 uM de Se e, em seguida, aumentos at¢ 5 uM de Se em todos os

tempos de exposicao.
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Figura 12. Efeitos da interacio de diferentes concentragdes de selenato de sédio e tempos de
exposicdo sobre os teores de perdxido de hidrogénio em folhas (A, B) e raizes (C, D) de P.
stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas comparacdes entre 0s
tempos experimentais na mesma concentracdo de selénio pelo teste Tukey (P<0,05) e (*)
representa significancia estatistica (Tukey, P<0,05) das diferentes concentracdes de selénio
dentro do mesmo tempo. Os ajustes polinomiais de regressdo, representam a resposta de cada

tempo experimental em funcdo da dose de selénio.

Ao avaliarmos a concentracdo de malonaldeido (MDA) em plantas tratadas com
selenito de sodio (Figura 13) notou-se que a interacao entre os fatores tempo*concentragcdo foi
significativa. Quando o fator tempo dentro dos niveis de concentragdo foi avaliado notou-se,
em folhas, que as plantas tratadas com 1 e 2 uM de Se apresentaram reduc@o nos teores de
MDA na casa de 45% ao quinto dia, enquanto aquelas tratadas com 5 uM de Se indicaram
aumentos de 28 e 32% para 3 e 5 dias, respectivamente. Nas raizes, apenas as plantas tratadas
com 5 uM de Se demonstraram aumentos nos teores de MDA, na ordem de 45% no quinto
dia.

A avaliagcdo do fator concentragdo dentro dos intervalos de exposi¢do indicou
significancia entre os tratamentos nos trés niveis de tempo, tanto para as folhas quanto para as
raizes. As curvas de regressdo das concentracdes em cada um dos tempos indicaram que o
comportamento dessa varidvel se assemelha as demais. Em folhas, houve tendéncia de
reducgdo dos teores de MDA na ordem de 19, 35 e 50% para 1 uM, 30, 41 e 55% para 2 uM de
Se com 1, 3 e 5 dias de exposi¢do, respectivamente. Em paralelo, o aumento das
concentragcdes de Se, fez aumentar as concentragcdes de MDA em 46, 96 e 123% em 1,3 e 5
dias, respectivamente. Nas raizes, o comportamento se repetiu, com redugdo de 63, 21 e 67 %
para 1 uM, 70, 25 e 70 % para 2 uM em 1, 3 e 5 dias, respectivamente, enquanto as plantas

tratadas com 5 uM de Se apresentaram aumentos de 40, 87 ¢ 119 %.
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Figura 13. Efeitos da interacdo de diferentes concentragdes de selenito de sddio e tempos de
exposicao sobre os teores de malonaldeido (MDA) em folhas (A, B) e raizes (C, D) de P.
stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas comparacdes entre 0s
tempos experimentais na mesma concentracdo de selénio pelo teste Tukey (P<0,05) e (¥)
representa significancia estatistica (Tukey, P<0,05) das diferentes concentracdes de selénio
dentro do mesmo tempo. Os ajustes polinomiais de regressdo, representam a resposta de cada

tempo experimental em funcdo da dose de selénio.

Ao avaliarmos a formagdo e concentracio de malonaldeido (MDA) nas plantas
expostas a selenato de sédio, — Figura 14, notou-se que a interacdo entre os fatores
tempo*concentracdo foi significativa. Quando consideramos o fator tempo dentro dos niveis
de concentracdo, em folhas (14 A), o tratamento controle resultou em reduc¢do no contetido de
MDA em 28% no quinto dia; tratamentos contendo 1 e 2 uM de Se ndo apresentaram
diferencas estatisticas, enquanto as plantas expostas a 5 uM de Se indicaram aumentos de
25% nos teores de MDA no quinto dia de exposi¢do. Para as raizes (14 C), as plantas expostas
aos tratamentos controle, 1 e 2 uM de Se ndo diferiram estatisticamente, enquanto aquelas
expostas ao tratamento com 5 uM de Se apresentaram incrementos de 33% no quinto dia.

Considerando o fator concentracdo dentro dos diferentes niveis de tempo, houve

significancia entre os tratamentos nos dias um, trés e cinco em folhas, e nos dias trés e cinco,

para as raizes. Os graficos de regressdo apontaram comportamento de redugdo nos conteudos
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de MDA em concentragdes de até 2 uM de Se, mas, em seguida, aumentos nas concentragdes
maiores até 5 uM. Nas folhas, as plantas tratadas com 1 uM de Se apresentaram redugdo de
19, 28 e 18 % nos 1°, 3° e 5° dias, respectivamente, enquanto naquelas tratadas com 2 uM de
Se as reducdes foram de 33, 32 e 25 %. Todavia, as plantas expostas a 5 uM de Se
apresentaram incrementos na ordem de 49, 70 e 158 % para o mesmo periodo. Nas raizes, as
plantas tratadas com 1 uM de Se reduziram 25 e 10 % os teores de MDA, naquelas tratadas
com 2 uM as redugdes foram de 22 e 12 %, enquanto as tratadas com 5 uM tiveram

incrementos de 22 e 54 % nos 3° e 5° dias de exposicao, respectivamente.
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Figura 14. Efeitos da interacdo de diferentes concentracdes de selenato de sodio e tempos de
exposicao sobre os teores de malonaldeido (MDA) em folhas (A, B) e raizes (C, D) de P.
stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas comparacdes entre 0s
tempos experimentais na mesma concentracdo de selénio pelo teste Tukey (P<0,05) e (¥)
representa significancia estatistica (Tukey, P<0,05) das diferentes concentracdes de selénio
dentro do mesmo tempo. Os ajustes polinomiais de regressao, representam a resposta de cada

tempo experimental em funcdo da dose de selénio.

Sistema antioxidante enzimdtico
Ao avaliarmos a atividade da superdéxido dismutase (SOD) — Figura 15, em plantas
expostas a selenito de sddio, a interacdo tempo*concentracdo foi significativa apenas nas

folhas. Logo, ao se observar o efeito do fator tempo dentro dos niveis de concentragcdo, notou-
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se que o tratamento controle apresentou reducdo de 30% na atividade dessa enzima no quinto
dia de exposi¢do. Plantas sujeitas aos tratamentos contendo 1 e 2 uM de Se em solug¢do ndo
apresentaram diferencas na atividade enzimética entre os dias, enquanto aquelas expostas a 5
UM tiveram aumentos no terceiro dia, mas redugdes no quinto. Ao investigarmos o fator
concentracdo dentro de cada um dos tempos de exposi¢ao, notou-se interacdo significativa
para 1 e 5 dias de tratamento. As curvas de regressdo referentes as concentragdes nos
diferentes dias de exposicao indicaram aumentos na atividade enzimadtica na ordem de 20 e 42
% nas plantas tratadas com 1 e 2 uM, respectivamente, no primeiro dia, mas redu¢do de 10 %
naquelas submetidas a 5 uM. No quinto dia de exposicao, as plantas expostas a 1 e 2 uM
tiveram incremento de 40 e 108 %, respectivamente, na atividade enzimatica.

Para as raizes, avaliando os efeitos simples dos pardmetros, o fator tempo indicou
reducdo na atividade enzimdtica de 18 % no quinto dia de exposicdo. Levando em
consideracdo o efeito das concentragdes de Se, o gréifico de regressao indicou aumentos da
atividade enzimatica na ordem de 2 % em plantas expostas a 1 uM de Se, 15 % naquelas
tratadas com 2 uM e redugdes de 5 % na atividade enzimdtica quando expostas a 5 uM de Se.
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Figura 15. Efeitos da interacdo de diferentes concentracdes de selenito de sédio e tempos de
exposicao sobre a atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) em folhas (A, B) e raizes
(C, D) de P. stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, nas

comparagOes entre os tempos experimentais na mesma concentracdo de selénio pelo teste
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Tukey (P<0,05) e (*) representa significancia estatistica (Tukey, P<0,05) das diferentes
concentragdes de selénio dentro do mesmo tempo. t*c= ns, indica que ndo houve interagdo
significativa entre os dois fatores, que sdo avaliados separadamente, onde médias seguidas
pela mesma letra mindscula, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05) e os ajustes das
regressdes polinomiais representam a resposta de todos os tempos experimentais em funcao

da dose de selénio.

Quando submetidas ao selenato de sddio, a atividade da enzima superéxido dismutase
(SOD) — Figura 16 — revelou que a interacdo entre os fatores tempo e concentracdo foi
significativa apenas nas folhas. Considerando o fator tempo dentro dos niveis de
concentragdes nas folhas, notou-se que os tratamentos contendo 1 e 2 uM de Se resultaram
em incrementos de 38 e 31 %, respectivamente, na atividade enzimética da SOD no quinto dia
de exposi¢do, enquanto as plantas submetidas a 5 uM de Se sofreram reducdo de 42 % na
atividade da SOD a partir do terceiro dia. Quando avaliamos o fator concentracdo dentro dos
niveis de tempo, houve diferencas significativas aos trés e cinco dias de exposi¢do. Os
grificos de regressdo indicaram aumentos da atividade enzimdtica até 2 uM de Se. Acima
dessa concentracdo, a tendéncia foi de reducdo na atividade dessa enzima, alcancando o
menor patamar em 5 uM de Se em solucao.

Nas raizes, avaliando o efeito simples dos fatores, foi possivel verificar que o fator
tempo ndo apresentou diferencgas estatisticas. J4 para concentragdo, o efeito foi significativo e
as curvas de regressdo apontaram aumento na atividade enzimatica nas raizes até 2 uM, com

posterior reducdo em 5 uM de Se em solugio.
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Figura 16. Efeitos da interacio de diferentes concentracdes de selenato de sodio e tempos de
exposi¢do sobre a atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) em folhas (A, B) e raizes
(C, D) de P. stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas
comparagdes entre 0os tempos experimentais na mesma concentracdo de selénio pelo teste
Tukey (P<0,05) e (*) representa significancia estatistica (Tukey, P<0,05) das diferentes
concentragdes de selénio dentro do mesmo tempo. t*c= ns, indica que ndo houve interagdo
significativa entre os dois fatores, que sdo avaliados separadamente, onde médias seguidas
pela mesma letra mindscula, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05) e os ajustes das
regressdes polinomiais representam a resposta de todos os tempos experimentais em fungao

da dose de selénio.

A avaliagcdo da atividade da catalase (CAT), para selenito de sdédio, — Figura 17, ndo
indicou interacdo entre os fatores tempo*concentracdo. Em folhas, avaliando o efeito simples
do fator tempo, observou-se reducdo de 16 % na atividade enzimdtica no terceiro dia,
enquanto o efeito simples do fator concentracdo ndo foi significativo. Em raizes, o efeito
simples do fator tempo indicou aumento de 26 % na atividade da enzima no terceiro dia. Para
o efeito simples das concentragdes, a curva de regressdo indicou tendéncia de aumento da
atividade da catalase em plantas expostas até 2 uM de Se, e redugcdo naquelas expostas a 5

uM de Se.
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Figura 17. Efeitos da intera¢do de diferentes concentracdes de selenito de sédio e tempos de
exposicao sobre a atividade da enzima catalase (CAT) em folhas (A, B) e raizes (C, D) de P.
stratiotes. t*c= ns, indica que ndo houve interacdo significativa entre os dois fatores, que sdo
avaliados separadamente, onde médias seguidas pela mesma letra mindscula, ndo diferem
entre si pelo teste Tukey (P<0,05), c= ns indica que ndo houve diferenca significativa no
efeito simples do fator concentracdo, e os ajustes das regressdes polinomiais representam a

resposta de todos os tempos experimentais em funcio da dose de selénio.

N

Quanto a atividade da enzima catalase (CAT), em plantas expostas ao selenato de
sodio, — Figura 18, a interacdo entre os fatores tempo*concentragdo foi significativa.
Avaliando o desdobramento do fator tempo dentro dos niveis de concentracdo, tanto para
folhas, quanto para raizes, plantas expostas aos tratamentos controle e 5 uM de Se ndo
apresentaram alteragdes na atividade dessa enzima, enquanto as plantas expostas a 1 € 2 uM
de Se indicaram aumento de 58 e 60% nas folhas e 77 e 87 % nas raizes, respectivamente, no
quinto dia de exposicao ao selenato de sédio.

. Ao avaliarmos o fator concentracdo dentro dos tempos de exposi¢do em tecidos das
folhas, a significincia estatistica se deu no quinto dia de exposicdo, ja para raizes a diferenca

estatistica se deu nos dias trés e cinco de exposi¢cdo. Os graficos de regressdo indicaram
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aumentos nas taxas de atividade enzimatica da CAT em plantas expostas a concentragdes de
até 2 uM de Se e, em seguida, reducdes em concentracdes maiores até alcancar em seu menor

patamar em 5 uM.
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Figura 18. Efeitos da interacdo de diferentes concentracdes de selenato de sddio e tempos de
exposicao sobre a atividade da enzima catalase (CAT) em folhas (A, B) e raizes (C, D) de P.
stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas comparacdes entre 0s
tempos experimentais na mesma concentracdo de selénio pelo teste Tukey (P<0,05) e (¥)
representa significancia estatistica (Tukey, P<0,05) das diferentes concentracdes de selénio
dentro do mesmo tempo. Os ajustes polinomiais de regressao, representam a resposta de cada

tempo experimental em fun¢do da dose de selénio.

Para atividade das peroxidases (POX) em plantas submetidas ao selenito de sédio —
Figura 19, a interacdo entre os fatores tempo*concentracdo ndo foi significativa. Avaliando os
efeitos simples dos fatores, a maior atividade dessa enzima foi registrada no terceiro dia, para
as folhas, e nos dias trés e cinco, para as raizes. Ao avaliarmos o efeito simples do fator
concentragdo, notou-se, tanto nas folhas quanto nas raizes, aumentos na atividade enzimatica
nas plantas expostas a concentracdes de até 2 uM, com reducdo em concentracdes mais

elevadas.
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Figura 19. Efeitos da interacdo de diferentes concentracdes de selenito de sddio e tempos de
exposicao sobre a atividade da enzima peroxidase (CAT) em folhas (A, B) e raizes (C, D) de
P. stratiotes. t*c= ns indica que ndo houve interacdo significativa entre os dois fatores, que
sdo avaliados separadamente, onde médias seguidas pela mesma letra mintscula, ndo diferem
entre si pelo teste Tukey (P<0,05) e os ajustes das regressdes polinomiais representam a

resposta de todos os tempos experimentais em funcdo da dose de selénio.

Em relacdo a atividade da peroxidase (POX), para as plantas tratadas com selenato de
sodio — Figura 20, houve interagao significativa entre os fatores tempo*concentracdo apenas
nas raizes. Avaliando os efeitos simples dos fatores nas folhas, observou-se que nao houve
diferencas significativas em relagdo o fator tempo. J4 para o fator concentracao, as diferencas
foram consideradas significativas e as curvas de regressdo indicam aumentos na atividade da
peroxidase até 2 uM de Se em solugdo. A partir dessa concentracdo, a regressao indica queda
na atividade da POX. Nas raizes, quando o fator tempo de exposi¢do dentro dos niveis de
concentracdo foi desdobrado, observou-se que todos os tratamentos exibiram aumentos na
atividade enzimatica no quinto dia de exposicao, na ordem de 161% para controle, 141 % para
1 uM, 106 % para 2 uM e 63 % para 5 uM de Se em solugdo. Ao julgar o efeito do fator
concentragdo dentro dos niveis de tempo, observou-se diferengas significativas aos trés e
cinco dias de tratamento. Os graficos de regressdao indicaram aumentos na atividade da POX

nas plantas expostas a 1 e 2 uM e reducdo da mesma em concentragdes superiores.
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Figura 20. Efeitos da interacdo de diferentes concentracdes de selenato de sédio e tempos de
exposicao sobre a atividade da enzima peroxidase (POX) em folhas (A, B) e raizes (C, D) de
P. stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas comparacdes entre
os tempos experimentais na mesma concentracio de selénio pelo teste Tukey (P<0,05) e (*)
representa significancia estatistica (Tukey, P<0,05) das diferentes concentracdes de selénio
dentro do mesmo tempo. t¥c= ns, indica que ndo houve interagcdo significativa entre os dois
fatores, que sdo avaliados separadamente, onde médias seguidas pela mesma letra mindscula,
ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05) e os ajustes das regressdes polinomiais

representam a resposta de todos os tempos experimentais em funcdo da dose de selénio.

A atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX) em resposta ao para selenito de
sodio — Figura 21, apresentou interacao significativa entre os fatores tempo*concentracdo. Ao
avaliarmos o fator tempo dentro dos niveis de concentragdo nas folhas, plantas expostas os
tratamentos 1 e 2 pM de Se apresentaram aumentos de 40 e 44 %, respectivamente, na
atividade enzimdtica no quinto dia de exposi¢do, enquanto aquelas do controle e as tratadas
com 5 uM ndo indicaram diferengas significativas. Para as raizes, os incrementos na atividade
enzimdtica foram de 20, 49 e 59 % para os tratamentos controle, 1 ¢ 2 uM de Se,
respectivamente, no quinto dia de exposi¢do, enquanto as tratadas com 5 pM apresentaram

reducdo de 21 % nessa mesma analise.
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Quando o fator concentracio dentro dos diferentes niveis de tempo foi investigado, as
folhas exibiram diferencas significativas em todos os tempos, enquanto raizes apenas nos
tempos 3 e 5 de exposicdo. As curvas de regressdo, para folhas e raizes evidenciaram
comportamento similar as das demais enzimas, mostrando aumentos na atividade enzimatica
associados as concentracdes até 2 uM de Se, com posterior reducdo com o aumento das

concentragdes de Se em solugdo.
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Figura 21. Efeitos da intera¢do de diferentes concentracdes de selenito de sddio e tempos de
exposicao sobre a atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX) em folhas (A, B) e
raizes (C, D) de P. stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas
comparagdes entre 0os tempos experimentais na mesma concentracdo de selénio pelo teste
Tukey (P<0,05) e (*) representa significancia estatistica (Tukey, P<0,05) das diferentes
concentragdes de selénio dentro do mesmo tempo. Os ajustes polinomiais de regressio,

representam a resposta de cada tempo experimental em funcao da dose de selénio.

Para a atividade da peroxidase do ascorbato em plantas expostas ao selenato de sodio —
Figura 22, a interacdo entre os fatores tempo*concentracao sé foi significativa nas raizes. Ao
avaliarmos os efeitos simples dos tratamentos nas folhas, notou-se que nao houve diferencas
estatisticas quando avaliamos o fator tempo. Para o fator concentragdo, as diferencas foram

significativas, como aponta as curvas de regressdo, indicando aumentos na atividade da APX
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até concentracdes proximas a 2 uM de Se e redugdes em concentragdes mais elevadas,
atingindo as menores taxas em 5 uM de Se em solugdo.

Nas raizes, ao desdobrarmos o fator tempo dentro dos niveis de concentragdo,
podemos observar que as plantas submetidas aos tratamentos controle e 5 uM de Se ndo
apresentaram diferencas significativas, enquanto aquelas submetidas a 1 e 2 uM indicaram
aumentos de 40 e 49 %, respectivamente, na atividade da APX no quinto dia de exposi¢do. Ao
avaliarmos o fator concentra¢do dentro dos tempos de exposicdo, verificaram-se diferencas
significativas nos tempos trés e cinco dias. Os graficos de regressdo apontam tendéncia de
aumento da atividade dessa enzima nas raizes até concentragdes proximas a 2 uM e, a partir

dela, a propensao foi de reducao na atividade enzimatica.
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Figura 22. Efeitos da interacdo de diferentes concentragdes de selenato de sédio e tempos de
exposicao sobre a atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX) em folhas (A, B) e
raizes (C, D) de P. stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas
comparagdes entre 0os tempos experimentais na mesma concentracdo de selénio pelo teste
Tukey (P<0,05) e (*) representa significancia estatistica (Tukey, P<0,05) das diferentes
concentragdes de selénio dentro do mesmo tempo. t*c= ns, indica que ndo houve interagao
significativa entre os dois fatores, que sdo avaliados separadamente, onde médias seguidas

pela mesma letra mindscula, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05) e os ajustes das
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regressdes polinomiais representam a resposta de todos os tempos experimentais em funcao

da dose de selénio.

Sistema antioxidante ndo enzimdtico

Ao investigarmos os teores de dcido ascorbico total (AsA-T) para selenito de sédio
(Figura 23), a interacdo entre os fatores tempo*concentracdo foi significativa. Levando-se em
conta o fator tempo dentro dos niveis de concentracao, , as folhas das plantas submetidas aos
tratamentos com 1 e 2 uM de Se (23 A) apresentaram incrementos de 8 e 10 %,
respectivamente, nos teores de AsA-T a partir do terceiro dia, enquanto aquelas nos
tratamentos controle e 5 uM ndo sofreram alteragdes. Para raizes (23 C), os tratamentos
controle, 1 e 2 uM de Se apresentaram incrementos 10, 13 e 13 %, respectivamente, nos
teores de AsA-T a partir do terceiro dia, enquanto as plantas na presenca de Se 5 uM ndo
exibiram diferencas significativas.

Ao se investigar as concentragdes de selenito de sdédio dentro dos tempos de
exposic¢do, diferencas significativas, tanto nas folhas como nas raizes, se deram nos dias 3 € 5
de tratamento. As curvas de regressdo mostraram tendéncias de aumentos nos teores de AsA-
T nas folhas das plantas submetidas aos tratamentos até 2 uM de Se. A partir desse ponto, 0s
aumentos nas concentracdes de Se resultaram em redugdes nos teores de AsA-T,

independentemente do 6rgdo da planta ou do tempo de exposi¢do (23 B e 23 D).
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Figura 23. Efeitos da interacdo de diferentes concentragdes de selenito de sddio e tempos de
exposicdo sobre os teores de ascorbato total (AsA-T) em folhas (A, B) e raizes (C, D) de P.
stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas comparacdes entre 0s
tempos experimentais na mesma concentracdo de selénio pelo teste Tukey (P<0,05) e (*)
representa significancia estatistica (Tukey, P<0,05) das diferentes concentra¢des de selénio
dentro do mesmo tempo. Os ajustes polinomiais de regressdo, representam a resposta de cada

tempo experimental em funcdo da dose de selénio.

Em referéncia aos teores de ascorbato total (AsA-T) para plantas tratadas com selenato
de soédio (Figura 24), a interacdo entre os fatores tempo*concentracdo foi significativa. Ao
analisarmos o fator tempo em diferentes niveis de concentracio, tanto para folhas (Figura 24
A) quanto para raizes (Figura 24 C), apenas as plantas expostas a 5 uM de selenito de sédio
apresentaram diferencas estatisticamente significativas. Especificamente, observou-se uma
reducdo de 14% nos teores de dcido ascorbico total (AsA-T) nas folhas e de 21% nas raizes no
quinto dia de exposi¢do. Avaliando os desdobramentos do fator concentracdo dentro dos
tempos de exposicdo, tanto nas folhas quanto nas raizes, diferencas significativas foram
detectadas apenas no quinto dia de exposi¢do. Os graficos de regressdao (24 B) revelaram
aumentos nos teores de AsA-T em paralelo ao aumento das concentragdes de Se até 2 uM,

com posterior redu¢gdo em concentracdes mais elevadas.
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Figura 24. Efeitos da interacio de diferentes concentragdes de selenato de sédio e tempos de
exposicdo sobre os teores de ascorbato total (AsA-T) em folhas (A, B) e raizes (C, D) de P.
stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, nas comparacdes entre 0s
tempos experimentais na mesma concentracdo de selénio pelo teste Tukey (P<0,05) e (*)
representa significancia estatistica (Tukey, P<0,05) das diferentes concentracdes de selénio
dentro do mesmo tempo. Os ajustes polinomiais de regressdo, representam a resposta de cada

tempo experimental em funcdo da dose de selénio.

Ao avaliarmos os teores de dcido ascorbico reduzido (AsA-R) nas plantas tratadas com
selenito de sodio (Figura 25), observou-se interacdo significativa entre os fatores
tempo*concentracdo apenas nas folhas. Considerando-se o fator tempo dentro dos niveis de
concentra¢cdo, houve incremento nos niveis de AsA-R nas folhas das plantas expostas aos
tratamentos contendo 1 e 2 uM de Se ao quinto dia na ordem de 15 e 13 %, respectivamente
(25 A). Quando consideramos o fator concentracao dentro dos niveis de tempo, as diferencas
foram significativas no 1° e 5° dias de exposi¢do. As curvas de regressdo para o primeiro dia
(25 B) exibiram tendéncias de aumento das concentragdes de AsA-R em resposta a0 aumento
das concentracdes de Se. Ja no quinto dia de exposi¢do, esse comportamento se modificou,
com as curvas apresentando tendéncias de reducdo dos teores em resposta ao aumento das
concentragdes de Se nos tratamentos.

Para as raizes (25 C), ao avaliarmos os efeitos simples do fator tempo sobre os
tratamentos, observamos incrementos dos teores de AsA-R com o passar dos dias, atingindo
seu maior valor no quinto dia. Os efeitos simples das concentracdes de Se ndo foram

significativos.
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Figura 25. Efeitos da interacdo de diferentes concentragdes de selenito de sddio e tempos de
exposicao sobre os teores de dcido ascérbico reduzido (AsA-R) em folhas (A, B) e raizes (C,
D) de P. stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si, nas comparagdes
entre os tempos experimentais na mesma concentracdo de selénio pelo teste Tukey (P<0,05) e
(*) representa significancia estatistica (Tukey, P<0,05) das diferentes concentracdes de
selénio dentro do mesmo tempo. t¥c= ns, indica que nao houve interacio significativa entre os
dois fatores, que sdo avaliados separadamente, onde médias seguidas pela mesma letra
mintscula, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05), c= ns, indica que ndo houve
diferenca significativa no efeito simples do fator concentragdo, e os ajustes das regressoes
polinomiais representam a resposta de todos os tempos experimentais em funcio da dose de

selénio.

Ao avaliarmos os teores de ascorbato reduzido (AsA-R) para as plantas tratadas com
selenato de sodio (Figura 26), ndo observamos interacdo significativa entre os fatores
tempo*concentracdo. Para as folhas (24A), ao analisarmos os efeitos simples dos fatores, ndo
se verificou diferencas significativas entre os tratamentos em nenhum dos dois fatores (tempo
ou concentra¢do). Nas raizes (26 B), apenas o fator concentracdo diferiu significativamente

entre os tratamentos, e o grafico de regressdao (26 C) indicou tendéncia de redugdo dos teores
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de AsA-R em resposta ao aumento da concentracio de Se até 2 uM, mas, a partir desse ponto,

aumentos até se alcangar 5 uM.
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Figura 26. Efeitos da interacdo de diferentes concentracdes de selenato de sddio e tempos de
exposicao sobre os teores de dcido ascorbico reduzido (AsA-R) em folhas (A, B) e raizes (C,
D) de P. stratiotes. t*c= ns, indica que ndo houve interacao significativa entre os dois fatores,
que sdo avaliados separadamente, onde médias seguidas pela mesma letra mindscula, nao
diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05), c= ns, indica que nao houve diferenca significativa
no efeito simples do fator concentracio, e os ajustes das regressdes polinomiais representam a

resposta de todos os tempos experimentais em funcio da dose de selénio.

Os teores de dehidroascorbato (DHA) em resposta ao selenito de sdédio podem ser
observados na Figura 27. Considerando os conteudos de DHA, observou-se que a interagao
tempo*concentracdo foi significativa, tanto nas folhas (27 A) quanto nas raizes (27 C). Ao
avaliarmos o fator tempo dentro das diferentes concentragdes, notamos que, tanto para folhas
quanto para raizes, plantas expostas aos tratamentos controle e 5 uM de Se ndo apresentaram
diferencas significativas, enquanto aquelas expostas aos tratamentos 1 e 2 uM de Se em
solugdo tiveram os teores de DHA aumentados, respectivamente, em 37 e 49 % para folhas,

63 e 67 % para raizes, a partir do terceiro dia de exposic¢ao.
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Ao se avaliar o fator concentracdo dentro de cada um dos tempos de exposi¢do,
verificou-se interagdo significativa nos 3 tempos de andlise, para folhas, e aos trés e cinco dias
para as raizes. As curvas de regressao (27 B e D) mostraram, independente do 6rgdo e do
periodo de exposicdo, tendéncias de aumentos nos teores de DHA até a concentracdo de 2 uM
de Se, seguido de redugdes associadas ao aumento das concentragcdes de Se nas solugdes.
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Figura 27. Efeitos da interacdo de diferentes concentracdes de selenito de sédio e tempos de
exposicao sobre os teores de dehidroascorbato (DHA) em folhas (A, B) e raizes (C, D) de P.
stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas comparacdes entre 0s
tempos experimentais na mesma concentracdo de selénio pelo teste Tukey (P<0,05) e (¥)
representa significincia estatistica (Tukey, P<0,05) das diferentes concentracdes de selénio
dentro do mesmo tempo. Os ajustes polinomiais de regressao, representam a resposta de cada

tempo experimental em fun¢do da dose de selénio.

Considerando os teores de dehidroascorbato (DHA) em plantas tratadas com selenato
de sodio (Figura 28), apenas as raizes apontaram interagdo significativa entre
tempo*concentracdo. Nas folhas (28 A), avaliando os efeitos simples do fator tempo,
diferencas estatisticas nao foram encontradas. No entanto, houve significAncia estatistica
quando avaliado o fator concentracdo, onde as curvas de regressao (28 B) indicam tendéncia

aumentos nos teores de DHA de resposta aos aumentos das concentracdes de Se em solucdo
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até 2 uM. A partir desse ponto, os teores comecam a diminuir até alcangar o menor patamar
em 5 uM.

Para raizes (28 C), avaliando os efeitos do fator tempo dentro dos niveis de
concentragdo, notou-se que as plantas tratadas com 1 e 2 uM de Se apresentaram incremento
de 50 e 88 %, respectivamente, na concentracdo de DHA no quinto dia de exposi¢do,
enquanto aquelas tratadas com 5 uM apresentaram reducdo de mais de 80% a partir do
terceiro dia de exposi¢ao. Para controle, ndo foram observadas diferengas significativas. Ao
desdobrarmos os efeitos do fator concentragdo dentro dos tempos de exposicdo, os efeitos
significativos foram observados em trés e cinco dias de exposi¢cdo aos tratamentos. Os
graficos de regressdo (28 D) sugerem aumentos na concentracio de DHA em raizes em
consonancia ao incremento na concentracdo de Se em solucgdo até se alcancar 2 uM. A partir

desse ponto, os teores de DHA comecaram a cair até chegarem a seu menor estdgio em 5 uM.
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Figura 28. Efeitos da interacio de diferentes concentragdes de selenato de sédio e tempos de
exposicao sobre os teores de dehidroascorbato (DHA) em folhas (A, B) e raizes (C, D) de P.
stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas comparacdes entre 0s
tempos experimentais na mesma concentracdo de selénio pelo teste Tukey (P<0,05) e (¥)
representa significancia estatistica (Tukey, P<0,05) das diferentes concentracdes de selénio
dentro do mesmo tempo. t*c= ns, indica que ndo houve interacdo significativa entre os dois

fatores, que sdo avaliados separadamente, onde médias seguidas pela mesma letra mindscula,
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ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05) e os ajustes das regressdes polinomiais

representam a resposta de todos os tempos experimentais em funcdo da dose de selénio.

Ao avaliarmos a concentracdo de tidis totais (-SHT) nas plantas tratadas com selenito
de sddio (Figura 29), a interagdo entre os fatores tempo*concentracdo foi significativa apenas
para raizes. Nas folhas (29 A), avaliando os efeitos simples do fator tempo, foram observados
maiores incrementos nos teores de -SHT no terceiro dia e, o menor, no primeiro dia. Para o
efeito simples do fator concentracdo, a regressdao polinomial (29 B) indicou tendéncia de
aumento nos teores de -SHT em consonincia com aumentos nas concentragdes de selénio em
solugdo.

Em raizes (29 C), quando se avaliou o fator tempo dentro das concentracdes, plantas
expostas aos tratamentos controle, 2 e 5 uM de Se ndo apresentaram diferencas no quinto dia,
enquanto aquelas tratadas com 1 puM sofreram reducdo de 23 % nos teores de -SHT.
Avaliando o fator concentragdo dentro dos niveis de tempo, houve diferenca significativa
entre os tratamentos com 1 e 3 dias de exposic@o. A curva de regressao (29 D) para exposi¢ao
por 1 dia indicou tendéncia de aumento nos teores de -SHT em resposta ao aumento das
concentragdes de Se em solucdo até 2 uM, seguido de queda em concentragdes maiores,
enquanto para o 3° dia, a regressd@o apontou aumentos nesses teores consoante com o aumento

de Se na solucao.
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Figura 29. Efeitos da interacdo de diferentes concentragdes de selenito de sddio e tempos de
exposicdo sobre os teores de tidis totais (-SHT) em folhas (A, B) e raizes (C, D) de P.
stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas comparacdes entre 0s
tempos experimentais na mesma concentracdo de selénio pelo teste Tukey (P<0,05) e (*)
representa significancia estatistica (Tukey, P<0,05) das diferentes concentracdes de selénio
dentro do mesmo tempo. t*c= ns, indica que ndo houve interagcdo significativa entre os dois
fatores, que sdo avaliados separadamente, onde médias seguidas pela mesma letra minuscula,
ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05) e os ajustes das regressdes polinomiais

representam a resposta de todos os tempos experimentais em funcdo da dose de selénio.

No que se diz respeito aos teores de tidis totais (-SHT) em resposta ao selenato de
sodio, (Figura 30), a interacdo entre os fatores tempo*concentragdo foi significativa apenas
para folhas. Desdobrando os efeitos do fator tempo dentro dos niveis de concentragdo nas
folhas (30 A), as plantas submetidas ao tratamento controle nao apresentaram diferencas
significativas. Aquelas expostas a 1 e 2 uM de Se tiveram aumentos de 34 e 38 %,
respectivamente, nos teores de -SHT no quinto dia, enquanto as expostas a 5 uM sofreram
redugdo de 22 %. Quando avaliado o fator concentracao dentro dos tempos de exposi¢do, as
diferengas significativas foram observadas aos trés e cinco dias de submissdo. As curvas de
regressao (30 B) apontaram tendéncia de aumentos na concentragdo dos tidis totais nas folhas
até concentracOes proximas a 2 uM, mas, a partir dela, a propensdo foi de redugdo até 5 uM
de Se.

Para raizes (30 C), analisando os efeitos simples dos fatores, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos quando se avaliou o fator tempo. Ja para o fator
concentragdo, a diferenca entre os tratamentos foi significativa. As curvas de regressdo (30 D)
indicaram aumentos na concentragdo de -SHT até 2 uM de Se em solug¢do, com posterior

queda em concentra¢des maiores.
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Figura 30. Efeitos da interacdo de diferentes concentra¢des de selenato de sédio e tempos de
exposicao sobre os teores de tidis totais (-SHT) em folhas (A, B) e raizes (C, D) de P.
stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas comparacdes entre 0s
tempos experimentais na mesma concentracdo de selénio pelo teste Tukey (P<0,05) e (¥)
representa significincia estatistica (Tukey, P<0,05) das diferentes concentracdes de selénio
dentro do mesmo tempo. t*c= ns, indica que ndo houve interacdo significativa entre os dois
fatores, que sdo avaliados separadamente, onde médias seguidas pela mesma letra minudscula,
ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05) e os ajustes das regressdes polinomiais

representam a resposta de todos os tempos experimentais em fung¢do da dose de selénio.

A avaliagdo dos teores de tidis ndo proteicos (-SHNP) em plantas tratadas com
selenito de sédio (Figura 31) encontrou interagdo significativa entre os fatores
tempo*concentracdo apenas para as raizes. Em folhas (31 A), ao avaliarmos os efeitos simples
do fator tempo, os dias 3 e 5 apresentaram os maiores teores de -SHNP, enquanto o efeito
simples do fator concentracio (31 B) indicou tendéncia de aumento nos teores desses tiois até
a concentracio de 2 uM de Se, com subsequente queda em maiores concentragdes.

Nas raizes (31 C), ao avaliarmos os efeitos do fator tempo dentro dos niveis de
concentracdo, plantas expostas aos tratamentos controle, 1 e 2 uM de Se ndo apresentaram
diferencgas significativas, enquanto as tratadas com 5 pM mostraram aumentos de 40 % nos

teores de -SHNP a partir do terceiro dia de exposi¢do. Avaliando o efeito do fator



55

concentragdo dentro dos niveis de tempo, houve significancia nos trés dias de exposi¢dao
avaliados. As curvas de regressdo (31 D), independente do dia avaliado, indicaram aumentos
nos teores de -SNHP nas plantas expostas a concentragdes de até 2 uM de Se, com posterior

queda em concentra¢des mais elevadas.

14

6 4 ] R=0.99

o L ] /"’\.

. Se S pM

A (t*c = ns) B

12 q
LR
7
— b a
i] il a I Controle
E Folha [Se| . Se | pM
H y=- 02364 + 1.2395x + 3.2569 S 2 M
o
z
=
7

C D

Raiz (1 dia) -
v=- 04586x> + 1,9809x + 7,45 Radz (3. dias)
A y=- 0,269 + 1,743x + 6,2369

R*= 0,99
R*=098
o —

—
L = :, Raiz (5 dins)
¥= = 0.324x7 + 1,6777x + 6,4739

R=0.75

-SHNP (umol g MS ™)

1 3 5 (dias)

Figura 31. Efeitos da interacdo de diferentes concentracdes de selenito de sddio e tempos de
exposicao sobre os teores de tidis ndo proteicos (-SHNP) em folhas (A, B) e raizes (C, D) de
P. stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas comparacdes entre
os tempos experimentais na mesma concentracido de selénio pelo teste Tukey (P<0,05) e (*)
representa significancia estatistica (Tukey, P<0,05) das diferentes concentra¢des de selénio
dentro do mesmo tempo. t¥c= ns, indica que ndo houve interagcdo significativa entre os dois
fatores, que sdo avaliados separadamente, onde médias seguidas pela mesma letra minudscula,
ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05) e os ajustes das regressdes polinomiais

representam a resposta de todos os tempos experimentais em funcdo da dose de selénio.

No que concerne os teores dos tidis ndo proteicos (-SHNP) para plantas tratadas com
selenato de sodio (Figura 32), a interacdo entre os fatores tempo*concentragdo foi
significativa apenas para as folhas. Ao desdobrarmos os efeitos do fator tempo dentro dos
niveis de concentracdo em folhas (32 A), as plantas expostas aos tratamentos controle e 5 pM
de Se nao apresentaram diferengas estatisticas, enquanto aquelas expostas a 1 e 2 uM de Se

indicaram aumentos de 44 e 25 %, respectivamente, nos teores de -SHNP no quinto dia de
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tratamento. Quando se avaliou os efeitos do fator concentragdo dentro do tempo, os trés niveis
apresentaram diferencas significativas. Os graficos de regressdo (32 B), independentemente
do tempo de exposi¢do, mostraram tendéncia de aumento nos teores de -SHNP de acordo com
aumento das concentracdes de Se até proximo de 2 uM. Acima dessas concentracdes, a
tendéncia foi de redugdo dos teores de -SHNP.

Para as raizes (32 C), ao avaliarmos os efeitos simples dos fatores, diferencas
significativas para o fator tempo de exposi¢do ndo foram observadas. Ao considerarmos o
fator concentracdo, as diferencas entre os tratamentos foram significativas e as curvas de
regressao (32 D) apontaram incremento nos teores de -SHNP conforme as concentragdes de

Se foram aumentadas até 2 puM. Acima dessa concentracao, a tendéncia foi de reducao.
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Figura 32. Efeitos da interacdo de diferentes concentracdes de selenito de sddio e tempos de
exposicao sobre os teores de tidis ndo proteicos (-SHNP) em folhas (A, B) e raizes (C, D) de
P. stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, nas comparacdes entre
os tempos experimentais na mesma concentracio de selénio pelo teste Tukey (P<0,05) e (*)
representa significancia estatistica (Tukey, P<0,05) das diferentes concentracdes de selénio
dentro do mesmo tempo. t¥*c= ns, indica que ndo houve interacdo significativa entre os dois
fatores, que sdo avaliados separadamente, onde médias seguidas pela mesma letra minuscula,
nio diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05) e os ajustes das regressdes polinomiais

representam a resposta de todos os tempos experimentais em fung¢do da dose de selénio.
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4. Discussao
Embora ndo atenda a todos os principios estabelecidos por Arnon e Stout (1939) e,

portanto, ndo seja considerado um elemento essencial para o desenvolvimento das plantas, o
selénio (Se) pode ser apontado como um elemento benéfico. Em concentragdes mais baixas, o
Se pode estimular o crescimento (Hawrylak-Nowak et al., 2015; He et al., 2020; Lanza e Reis,
2021), compensar os efeitos toxicos de outros elementos e/u simplesmente substituir o S
(elemento essencial) em suas fungdes menos especificas (Taiz et al., 2017). Entretanto, em
niveis elevados, o Se pode levar a toxicidade em plantas, alteracdo metabdlica denominada
selenose (Gupta e Gupta, 2017; Hawrylak-Nowak et al., 2015; Lv et al., 2021). Em relacdo a
maioria dos vegetais, a janela entre “benéfico x toxico” para Se € essencialmente pequena,
conforme aponta Pilon-Smits (2015), sendo que, plantas capazes de discriminar entre os
andlogos Se e S, com um metabolismo especifico para o Se, possuem uma janela de tolerancia
maior.

As plantas podem absorver Se tanto na forma de selenito, quanto de selenato.
Entretanto, as plantas absorvem mais facilmente Se sob a forma de selenato, uma vez que sio
espécies quimicas mais soliveis; o selenato é absorvido por transportadores de sulfato, que
sdo altamente especializados; além de serem mais mdveis nos vegetais que o selenito
(Adebayo et al., 2016; Arvy, 1993; Mitra et al., 2023; Zhou et al., 2020).

O enxofre € um elemento que desempenha papel essencial em processos antioxidantes
vitais para a defesa contra estresses oxidativos, participando na sintese de tidis, glutationa e
fitoquelatinas (Chorianopoulou & Bouranis, 2022; Li et al., 2020; Narayan et al., 2023) e; na
composi¢do e ativagdo de enzimas antioxidantes, como GPX e GR (Li et al., 2020; Narayan et
al., 2023). Os nossos resultados sugerem uma estabilidade na absorcdo e translocacdo de
enxofre para as folhas, enquanto nas raizes o tempo de exposi¢do ao selénio parece influenciar
a concentracdo desse elemento. Abdalla et al., (2022) demonstraram efeitos sinérgicos entre
Se e S, indicando que o Se pode induzir a expressdo e a atividade dos transportadores de
sulfato que podem ser responsaveis pelo aumento da absor¢do de S pelas plantas (Boldrin et
al., 2013; Trippe & Pilon-Smits, 2021).

A dualidade dos efeitos benéficos ou prejudiciais do Se afetou, de forma distinta,
diversos fatores das plantas de P. stratiotes. Os teores de pigmentos fotossintéticos (clorofila
a, b e carotenoides) foram incrementados em niveis baixos de Se, até 2 uM, independente da
fonte. Silva et al. (2020) demonstraram o papel protetor do Se ao complexo antena
melhorando a captagcdo de energia e sintese de pigmentos sendo que, selenito proporcionou

maior produgdo de clorofila b e selenato de carotenoides. Além disso, foi demonstrado papel
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do selénio na conversdo de clorofila @ em clorofila b, com possivel participacdo na
estabilizacdo do complexo antena, sendo uma maneira das plantas utilizarem o Se para se
adaptar a situacdes estressantes (Chauhan et al., 2017; Lanza e Reis, 2021; Pilon-Smits,
2015). Por outro lado, em concentragdes mais elevadas de Se, os teores de pigmentos foram
reduzidos devido a degradacdo com aparecimento de clorose foliar, denotando efeitos téxicos
desse elemento quando em concentragdes acima do ideal (Chauhan et al., 2017; Gouveia et
al., 2020; Handa et al., 2019; Silva et al., 2020).

Em concentragdes de 1 e 2 uM de Se, independentemente da fonte, os incrementos
observados nas taxas de crescimento podem estar associadas ao alongamento e a produgdo de
novas raizes, (Cartes et al., 2010; Haghighi e Silva, 2016; Shekari et al., 2016), ao aumento
nos teores de pigmentos e, por consequéncia, ao estimulo nas taxas fotossintéticas (Lanza e
Reis, 2021; Silva et al., 2020; Zhang et al., 2014), levando a condi¢des mais propicias para o
crescimento do vegetal. Foi demonstrado que o Se pode atuar como um agente anti senescente
e auxiliar na manuten¢do da integridade celular (Hasanuzzaman et al., 2020; Kaur et al.,
2014). Por outro lado, concentragdes toxicas de Se estdo associados a redu¢ao no crescimento
por aumentarem a produgdo de espécies reativas de oxigénio, como o anion superéxido e o
peréxido de hidrogénio, moléculas que contribuem para o aparecimento de cloroses,
desagregacdo celular e perda da capacidade fotossintética, eventos resultantes de danos as
proteinas, organelas membranas bioldgicas, afetando o funcionamento da célula vegetal que,
em ultima instancia, podem levar o organismo a morte (Chauhan et al., 2017; Hawrylak-
Nowak et al., 2015).

Todavia, independentemente da fonte utilizada, baixas concentracdes de Se (até 2 uM)
reduziram a concentracdo de espécies reativas de oxigénio (anion superoxido e peroxido de
hidrogénio), denotando que o sistema antioxidante foi estimulado pelo tratamento. Diversos
estudos demonstraram a capacidade do Se em: regular o sistema antioxidante enzimatico e
nao enzimdtico (Chauhan et al., 2019; Gupta e Gupta, 2017; Handa et al., 2019;
Hasanuzzaman et al., 2020; Hernandez-Hernandez et al., 2019; Silva et al., 2020); estimular a
extin¢do espontanea do anion superéxido em peréxido de hidrogénio (Chauhan et al., 2019;
Silva et al., 2020); e manter a estrutura e fungdo celular (Chauhan et al., 2019; Gupta e Gupta,
2017).

Por outro lado, independentemente da fonte, em concentracdes maiores que 5 uM de
Se, percebeu-se efeitos deletérios do tratamento com Se pelo aumento das espécies reativas de

oxigénio. Diversos estudos elucidaram a toxicidade do Se (Chauhan et al., 2019; Germ et al.,
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2007; Gouveia et al., 2020; Gupta e Gupta, 2017; Kolbert et al., 2019; Lv et al., 2021; Pilon-
smits, 2015; Pilon-Smits e Quinn, 2010). Esses efeitos ocorrem principalmente porque o Se
pode atuar em dois fatores: 1) na malformacdo de selenoproteinas, devido a incorporagdo
incorreta SeCys/SeMet no lugar de Cys/Met na cadeia proteica Essa substituicdo é mais
reativa e prejudicial ao funcionamento das proteinas; 2) no estresse oxidativo, uma vez que o
Se pode atuar como pré-oxidante e gerar espécies reativas de oxigénio, através da diminuigao,
por exemplo, dos niveis de glutationa.

Aumentos nas concentragdes das espécies reativas de oxigénio tem efeitos diretos
sobre a peroxidacgdo lipidica, que ocorre devido danos as membranas celulares da planta. Tais
danos causam perda da integridade celular, extravasamento de substancias celulares, afetando
o crescimento e desenvolvimento do vegetal (Taiz et al., 2017). Com a redugdo das espécies
reativas de oxigénio nas concentracdes de até 2 uM de Se, os niveis de MDA, um
biomarcador da peroxidacdo lipidica, também foram reduzidos. Por outro lado, incrementos
na concentracdo de Se aumentaram os niveis de ROS e de MDA nas plantas. Estudos
anteriores (Gouveia et al., 2020; Gupta e Gupta, 2017; Hasanuzzaman et al., 2020; Hawrylak-
Nowak et al., 2015, 2014; Silva et al., 2020) encontraram diferengas entre os efeitos de
concentragdes crescentes de Se sob os niveis de MDA em plantas.

Por outro lado, o sistema antioxidante enzimatico que compreende enzimas como: a
SOD, que atua sobre o radical anion superdxido catalisando a dismutacdo em perdxido de
hidrogénio e oxigénio, reacdo essencial para proteger as células dos ataques dos radicais
livres; a CAT, enzima responsavel por converter o peréxido de hidrogénio em dgua e
oxigénio, evitando os danos oxidativos; a POX, uma classe de enzimas que atua como agente
que catalisa a reagdo de oxidacdo de um substrato fendlico utilizando o perdxido de
hidrogénio; a APX, uma subclasse das peroxidases, que utiliza o dcido ascérbico (vitamina C)
como doador de elétrons, tendo fung¢do adicional em sua homeostase, ja que se trata de um
importante antioxidante ndo enzimdtico presente em células vegetais (Elavarthi e Martin,
2010; Giannopolitis e Ries, 1977; Peixoto et al., 1999), foram afetadas de forma diferencial
pelos tratamentos.

O estimulo a atividade dessas enzimas foi relacionado diretamente com concentracdes
mais baixas de Se (>2 uM) demonstrando, mais uma vez, o papel protetor e benéfico desse
elemento ao sistema antioxidante quando em baixas concentracdes. Diversos autores
(Chauhan et al., 2019; Gupta e Gupta, 2017; Handa et al., 2019; Hasanuzzaman et al., 2020,
2014; Hernandez-Herndndez et al., 2019; Morales-Espinoza et al., 2019; Pilon-Smits, 2015;
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Silva et al., 2020) relataram aumentos na atividade enzimdtica uma vez que o Se ¢é
responsdvel pela estabilizacdo e regulacdo de enzimas; estd diretamente ligado a sintese de
aminodcidos que, indiretamente, estd relacionada a sintese de novas enzimas; além de poder
se ligar a sitios enzimdticos especificos que estimulam a atividade enzimdtica. Em
concentragdes mais elevadas de Se (<5 uM), a exacerbada producao de espécies reativas de
oxigénio (ROS), aparece como fator determinante para reducio da atividade enzimdtica. E
sabido que, em concentragdes elevadas, as ROS sdo responsdveis pela degradacdo de diversos
compostos celulares, incluindo as enzimas. Outro ponto que pode ter interferido na agdo
dessas enzimas € a concentracdo do Se acima do 6timo, uma vez que esse elemento é
responsavel pela md formacdo de enzimas, reduzindo o seu funcionamento (Chauhan et al.,
2019; Germ et al., 2007; Gouveia et al., 2020; Gupta e Gupta, 2017; Kolbert et al., 2019; Lv
et al., 2021; Pilon-Smits, 2015; Pilon-Smits e Quinn, 2010).

De forma similar ao sistema antioxidante enzimatico, o acido ascorbico € um
importante antioxidante ndo enzimdtico em plantas, desempenhando papel fundamental na
manutengdo da homeostase redox do vegetal. Esse agente pode atuar em duas frentes no
sistema: - diretamente na neutralizacao das espécies reativas de oxigénio ou - como substrato
de enzimas (APX) que atuam nessa fungdo. Portanto, os niveis de AsA na planta é uma
varidvel importante para aumento da tolerancia a estresses oxidativos (Chauhan et al., 2019;
Hasanuzzaman et al., 2020, 2019). Além disso, a oxidacao dos pools de AsA para sua forma
oxidada de dehidroascorbato (DHA) estd associado com elevado grau de oxidacao do interior
das células, sendo assim importante marcador celular de estresse (Potters et al., 2002).
Portanto, o funcionamento adequado do ciclo entre AsA-R e DHA € uma estratégia
importante para manter um pool ativo de ascorbato nas células vegetais.

Plantas tratadas com doses mais baixas de Se, seja na forma de selenito ou selenato,
tiveram incremento nos niveis de AsA-T, demonstrando o papel do selénio como ativador
desse sistema. J4 em concentracdes mais elevadas, o aumento nas concentragdes de AsA-R
pode estar relacionado mecanismos metabdlicos de ajuste da planta visando lidar com o
estresse oxidativo causado pela elevada formagdo de espécies reativas de oxigénio do
tratamento com Se. Em seus estudos, Handa et al. 2019, Hasanuzzaman et al. (2020), He et al.
(20200, Herndandez-Herndndez et al. (2019) e Lanza e Reis (2021) demonstraram o papel do
Se sobre o status de acido ascorbico em vegetais, indicando que o aumento da atividade de
enzimas do ciclo ascorbato-glutationa, ao qual o Se esta diretamente envolvido, bem como o

aumento da sintese de zeaxantina, é essencial para manter o pool de ascorbato na planta.
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Outros compostos, como os tiois, moléculas que contém -SH em sua composicdo,
desempenham papel antioxidante importante, seja neutralizando espécies reativas de
oxigénio; compondo enzimas do sistema antioxidante; ou formando compostos, como a
glutationa e fitoquelatinas, que sdo responsdveis por proteger as plantas contra danos
oxidativos e pela quelacdo e imobilizacdo de substancias téxicas, como os metais pesados. Ja
os tidis ndo proteicos, que correspondem aqueles ndo estdo ligados as proteinas, tem como
forma mais abundante nas plantas a glutationa, que desempenha papel importante na
regulacdo do equilibrio redox e no metabolismo celular das plantas (Cui et al., 2020; Droux,
2004; Li et al., 2020; Marinho, 2003). O aumento das concentra¢des de tidis nas plantas
tratadas com concentragdes mais baixas de Se pode estar relacionado a sua semelhanca
quimica com o enxofre (S), sendo o selénio capaz de substitui-lo em diversas moléculas no
vegetal. O grupamento -SH (tiol), pode ter a molécula de S trocada por Se, formando um
grupamento -SeH (selenotiol). Esse composto, que nido é diferenciado pela maioria dos
vegetais, desempenha func¢do semelhante no metabolismo antioxidante do vegetal, sendo
responsdvel pela formagdo de glutationa e fitoquelatinas e pelo aumento na sintese e atividade
de enzimas envolvidas na extincdo de espécies reativas de oxigénio (Handa et al., 2019;
Hasanuzzaman et al., 2020; Hawrylak-Nowak et al., 2015; Herndndez-Herndndez et al., 2019;
Lanza e Reis, 2021; Pilon-Smits, 2015; Pilon-Smits e Quinn, 2010).
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5. Conclusoes

A suplementacdo com selénio, tendo como fonte o selenito ou selenato de sddio,
aplicado via solucdo nutritiva, visando a rustificagdo de plantas de P. stratiotes, é uma
alternativa promissora para o aumento da capacidade fitorremediadora dessa espécie, uma vez
que, utilizando-se de dosagem e tempo de exposi¢do adequados, foi observado o aumento da
atividade antioxidante das plantas, sobretudo por induzir incrementos nas atividades de
enzimas responsaveis pela catdlise de espécies reativas de oxigénio, bem como aumentos nos
teores de compostos antioxidantes ndo-enzimadticos (ascorbato), que desempenham papéis
importantes na manutencdo do status redox da planta.

Todavia, o Se, quando aplicado em concentra¢des elevadas e em exposi¢ao por tempo
prolongado, pode levar as plantas a um estresse oxidativo e, consequentemente, a morte. Por
reduzirem o crescimento, os teores de pigmentos, as atividades das enzimas antioxidantes e o
sistema antioxidante ndo enzimatico, concentracdes de Se superiores a 5 uM e mais do que 3
dias de exposi¢do foram consideradas condi¢des toxicas e prejudiciais para as plantas

Portanto, recomenda-se a utilizagdo de 2 uM de Se por 5 dias de exposi¢cao para ganho da

capacidade antioxidante do vegetal.
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CAPITULO II: POTENCIAL FITORREMEDIADOR DE Pistia stratiotes
FORTIFICADAS COM DIFERENTES FONTES DE SELENIO E SUBMETIDAS A
ESTRESSE POR ARSENIO
1. Introducao
As atividades de mineracdo, de modo geral, podem causar diversos impactos

ambientais, desde a implantacdo da unidade, onde se faz necessério a supressao da vegetacao
nativa e a remocdo do solo superficial, até o estabelecimento de barragens e lixiviagdo de
rejeitos, que representam riscos potenciais. O Quadrilatero Ferrifero, em Minas Gerais, Brasil,
¢ uma regido muito afetada pela intensa atividade de mineracdo de ferro e, também, pela
extracdo do ouro, com consequente liberacdo de As no solo e nos cursos d“dgua (Campolina
et al., 2024; Oliveira et al., 2023).

O As encontra-se associado aos minerais do solo, na forma de arsenopiritas, o qual,
durante as atividades minerdrias, pode ser facilmente disperso no sistema aqudtico e
acumular em organismos vivos, resultando em diversas alteragdes bioquimicas, morfolégicas
e fisioldgicas (Ganie et al., 2024; Kwon et al., 2010). Nas plantas, o As age interrompendo
funcdes biologicas pela ligagdo a proteinas, interferindo em suas funcdes (Verma et al., 2016),
na geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), inibi¢do da respiracdo, na indugdo de
recombinacdo homdloga (Helleday et al., 2000), agindo indiretamente como um mutagénico,
interferindo na fosforilagdo oxidativa e na sintese de ATP durante o metabolismo energético,
onde substitui o fosfato, desacoplando a sintese de ATP (Beniwal et al., 2023; Verma et al.,
2016).

De forma a reduzir os impactos da contaminagdo por As, hd grande interesse nao
somente em se detectar possiveis contaminagdes, como, também, encontrar meios que
possibilitem a descontaminacdo do ambiente, e € nesse cendrio onde se insere a
fitorremediagcdo, que consiste na utilizacdo de plantas para remocdo e diminuicdo de
substancias quimicas em determinados ambientes. Em face a sua elevada toxicidade, faz-se
necessario a remo¢dao do As do ambiente aqudtico, o que pode se dar com a utilizacdo de
plantas aquaticas. Farnese et al. (2014) avaliariam o papel biodincador e fitorremediador da
macrofita aqudtica P. stratiotes em ambientes contaminados com As. Os autores concluiram
que a macrdfita € uma boa bioindicadora de ambientes contaminados, entretanto, ndo foi
considerada adequada para processo de fitorremediacdao por As, uma vez que nao suportou o
estresse causado por esse poluente. Todavia, recentemente Santos-Neves (2020) - dados ainda
nao publicados - demonstrou o poder fitorremediador dessa planta submetida ao estresse por

As, quando associado ao Si, um elemento considerado benéfico.
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Considerando esses resultados promissores, torna-se necessario o desenvolvimento de
novas tecnologias que possam aumentar o potencial fitorremediador das plantas de P.
stratiotess. Nesse contexto, se insere o Se um elemento considerado nao essencial as plantas,
pois ndo atende aos critérios de preconizados por Arnon and Stout (1939). Contudo, o Se é
considerado um elemento benéfico, uma vez que pode compensar os efeitos toxicos de outros
elementos, além de substituir o enxofre (elemento essencial) em uma de suas fungdes menos
especificas (Taiz et al., 2017).

Além de contribuir para mitigar estresses abidticos, modulando alteracdes
morfofisiolégicas na planta (Feng et al., 2021), a suplementacdo de Se favorece o
crescimento, ganho de biomassa e, por meio da volatilizagcdo de selenito de dimetila, prote¢dao
contra herbivoria (He et al., 2010) Essas alteracdes envolvem a regulacdo da producao de
fitormdnios, como auxina e etileno, de modo a remodelar a arquitetura radicular e limitar a
absor¢do de metais pesados (Feng et al., 2021; Qin et al., 2018; Wu et al., 2017; Zhao et al.,
2019). A participagdo do Se como agente atenuador de estresse abidtico envolve: a indugdo de
enzimas do sistema antioxidante, as quais atuam removendo espécies reativas de oxigénio; e a
sintese de fitoquelatinas, importante molécula para imobilizacdo de metais pesados (Cao et
al., 2013; Liu et al., 2014; Morales-Espinoza et al., 2019; Rizwan et al., 2020). Além disso,
por ser andlogo ao enxofre, faz parte de compostos —SeH, que complexam e inativam metais
pesados (Feng et al., 2021; Wan et al., 2016).

Dessa forma, o processo de rustificacdo por tratamento prévio com selénio (Se), que
estimula a capacidade antioxidante, se mostra como alternativa promissora para aumentar o
potencial de remediacao de P. stratiotes em ambientes contaminados. Sendo assim, objetiva-
se com este estudo, a elucidagdo dos mecanismos de tolerancia ao estresse por As induzidos

por tratamentos prévios com fontes distintas de Se.
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2. Material e Métodos

Obtencao do material vegetal
Espécimes de P. stratiotes (Araceae) foram coletadas no lago do horto botanico da

Universidade Federal de Vigosa (Vigosa, MG, Brasil), desinfetadas com hipoclorito de s6dio
1% (v/v) durante 1 min, lavadas em 4gua corrente, transferidas para solu¢do nutritiva de Clark
(1975), ¥2 forca idnica, pH 6,5, e mantidas em sala de crescimento de plantas, com intensidade
luminosa, temperatura e fotoperiodo controlados (230 umol m? s!, 25 + 2 °C, 12/12 h
claro/escuro), por 5 dias, para aclimatacdo as condigdes experimentais.
Aclimatacao e aplicacao dos tratamentos

Ap6s aclimatacdo, as plantas foram transferidas para recipientes contendo 0,5 L de
solucdo nutritiva de Clark, como descrito anteriormente, distribuidas entre os tratamentos
abaixo, para “endurecimento/rustificagdo” por 5 dias, antes de serem expostas ao As:

1. Controle: soluc¢ao nutritiva;

2. +Se'V: solugdo nutritiva + [2 uM] Selenito de Sédio;

3. +SeV!: solugdo nutritiva + [2 uM] Selenato de Sédio;

Passados os dias de endurecimento, as plantas foram transferidas para recipientes
contendo 0,5 L de solugdo nutritiva de Clark + arsenato de sédio (10 pM), onde
permaneceram por 3 dias. Na Figura 1, esquema demonstrativo da aplicacio dos tratamentos

pode ser observado.
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Figura 1. Distribui¢do dos tratamentos experimentais: concentragcdes e tempo de exposicao de
Pistia stratiotes a fontes de selénio e arsénio.

Ao final dos periodos de exposicdo, amostras frescas das folhas (terco médio e
totalmente expandidas) e das raizes foram coletadas € mantidas em ultra freezer a -80 °C para
andlises de MDA, anion superéxido, peréxido de hidrogénio e pigmentos fotossintéticos. Para
as demais andlises, o material vegetal foi liofilizado, por 96 h até obtencdo de peso constante,

utilizando o equipamento VirTis® Benchtop 4KBTXL.

Desenho experimental e analise estatistica
Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC),
com 6 tratamentos: Controle, Selenito 2 uM, Selenato 2 uM, Arsenato 10 uM, Selenito-

Arsenato, Selenato-Arsenato, com 4 repeticdes e cada unidade experimental constituida de 1
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planta/repeticdo. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, por meio do programa

estatistico R (R CORE TEAM, 2014) com auxilio do pacote ExpDes.pt.

Determinacao da concentracao dos elementos minerais

Amostras de raizes e folhas foram coletadas, lavadas em dgua destilada e mantidas em
estufa, a 80 °C, até obten¢do de massa seca constante. O material seco foi, entdo, mineralizado
em mistura de dcido nitrico e perclorico (2:1) (Marin et al., 1993) e os teores de Se, S, Fe, Mn,
Cu e As nos extratos minerais foram determinados por espectrofotometria de emissao

atdOmica, com plasma indutivamente acoplado (ICP - PerkinElmer® modelo Optima 8300).

Sintomatologia Visual

Ap6s aplicagdo e exposi¢do aos tratamentos, com auxilio de uma prancha com
material escuro, fotos dos vegetais foram tiradas para visualizacdo e comparacdo dos efeitos
dos tratamentos em folhas e raizes.
Ganho relativo de biomassa fresca

Apés o periodo de aclimatacdo e de tratamento, as plantas foram secas em papel
absorvente e pesadas em balanca analitica para obten¢do do peso fresco inicial e peso fresco
final. A partir desses dados, o ganho relativo de biomassa fresca de cada planta, em seus
respectivos tratamentos, foi calculado através da equacao:

GRBF= (Iny1 — Inmo/ t1 — to) x1000

Em que:
GRBF = ganho relativo de biomassa fresca no periodo (mg g' MF dia™);
Inmi e Inmo representam o logaritmo neperiano da massa fresca (g) no final e no inicio do
experimento, respectivamente;

t1 e to representa a duracdo do experimento, em dias.

Pigmentos Fotossintéticos

A extracdo dos pigmentos fotossintéticos foi feita a partir de trés discos foliares de 1
cm de diametro, obtidos da folha mais jovem completamente expandida, € incubados em 5
mL de solucdo de dimetilsulféxido (DMSO - saturado por carbonato de cdlcio), em tubos do
tipo “penicilina”, devidamente tampados e revestidos com papel aluminio, onde ficaram por
24 horas para, em seguida, serem levados ao banho-maria a 65 °C por 45 minutos, para
solubilizacdo dos pigmentos. Apds esse periodo, procedeu-se as leituras da absorbancia nos

comprimentos de onda 665, 649 e 480 nm. As leituras obtidas foram utilizadas para a
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estimacdo dos teores de clorofila a, b e de carotenoides totais (Wellburn, 1994), e os

resultados expressos em mg g”! MF.

Clorofila a = (12,47 x Asss) — (3,62 X Aea9)
Clorofila b = (25,06 x Aga9) — (6,5 X Acss)
Carotenoides = [(1000 x Aso) — (1,29 x Ca) — (53,78x Cb)]/220

Determinacio das concentracoes de peroxido de hidrogénio e anion superéxido

A concentracdo de perdxido de hidrogénio (H20:) foi estimada utilizando-se amostras
de 200 mg de folhas e raizes, homogeneizadas em meio de extragdo (tampdo fosfato de
potassio 50 mM, pH 6,5, contendo hidroxilamina 1 mM) e centrifugadas a 10.000 xg, por 15
minutos, a 4 °C (Kuo e Kao, 2003). Aliquotas de 50 uL do sobrenadante foram adicionadas a
meio de reacdo contendo FeNH4SO4 100 puM, éacido sulfirico 25 mM, laranja de xilenol 250
uM e sorbitol 100 mM (Gay e Gebicki, 2000) e mantidas no escuro por 30 minutos. As
concentracdes de H>O», estimadas com base em curva analitica e leitura de absorvancia a 560
nm, foram expressas em pmol de H.O, g MF.

Para determinag@o da concentracdo de anion superdxido (O2), amostras de 50 mg de
folhas e raizes foram incubadas em meio de reacdo constituido de sal dissédico do 4cido
etilenodiamino tetracético (EDTA) 100 uM, NADH 20 pM e tampao fosfato de sédio 20 mM,
pH 7,8 (Mohammadi e Karr, 2001). A reagdo se iniciou com a adicdo de 100 uL epinefrina
25,2 mM em HCI 0,1 N, incubadas a 28°C, sob agitacdo, por 5 min, seguido de leitura da
absorbancia a 480 nm, durante 5 minutos. A quantificacdo da concentra¢do de O™ utilizou-se
o coeficiente de absortividade molar de 4,0 x 10* M! cm™!, sendo expressas em nmol de O>” g

' MF (Boveris et al., 2002).

Determinacao do aciimulo de MDA via TBARS

Na avaliacdo da peroxidagdo lipidica, por meio da concentracdo de malondialdeido
(MDA), amostras de 150 mg de folhas e raizes foram maceradas em 2 mL de etanol 80% e
centrifugadas a 10.000 xg, por 10 minutos. Ao sobrenadante, seguiu-se adi¢ao de solu¢do com
acido tiobarbittrico 0,65% (p/v) em TCA 20% (p/v) e de soluc¢do contendo apenas TCA 20 %
(p/v), seguindo de incubagdo a 95°C, por 30 minutos, e banho de gelo por 15 minutos. Em
seguida, foi realizada a leitura das absorbancias a 440, 532 e 600 nm. A concentragdo de
MDA-TBA, expressa em umol de MDA g' MF (Hodges et al., 1999), foi calculada
utilizando-se a seguinte férmula:

1) [(A s32+BA) - (A 600+TBA) - (A 532-TBA — A 600-TBA)] = X
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2) [(A 240+TBA - A 600+TBA) 0,0571] =Y
3) MDA (nmol mL'l) =(X-Y/157.000) x 10°.

Avaliaciao de enzimas do sistema antioxidante

Para determinacdo das atividades enzimadticas, amostras de 0,03 g folhas e raizes
foram maceradas em moinho de bolas e homogeneizadas nos seguintes meios de extracao:

e (SOD) dismutases do superéxido, (POX) peroxidases e (CAT) catalases: tampao
fosfato de potédssio 0,1 M, pH 6,8, EDTA 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico
(PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (Peixoto et al., 1999);

e (APX) peroxidases do ascorbato: tampao fosfato de potassio S0 mM, pH 7,0, EDTA
1,0 mM, acido ascorbico (AA) 1,0 mM, PMSF 1 mM, ditiotreitol (DTT) 2 mM e
PVPP 1% (p/v) (Peixoto et al., 1999).

Ap6s centrifugacdo a 12.000 xg, por 15 min, a 4°C, os sobrenadantes foram utilizados
como extrato enzimdtico bruto e as atividades enzimdticas foram determinadas pela adicao do
extrato aos seguintes meios de reacdo:

e SOD: tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 7,8, metionina 13 mM, azul de p-nitro
tetrazélio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 uM (Giannopolitis e Ries,
1977; Peixoto et al., 1999);

e POX: tampao de fosfato de potdssio 25 mM, pH 6,8, pirogalol mM e H>O> 2 mM
(Peixoto et al., 1999);

e CAT: tampao fosfato de potdssio SO mM, H>O> 12,5 mM (Peixoto et al., 1999);

e APX: tampao fosfato de potdssio 50 mM, pH 6,0, dcido ascérbico 0,8 mM e H>O 1
mM (Peixoto et al., 1999).

Para determinac¢do da atividade da SOD, as amostras foram mantidas em camara com
iluminacao artificial, por 5 minutos, e a absorbancia determinada a 560 nm. Uma unidade de
SOD foi definida como a quantidade de enzima necessdria para reduzir em 50% a
fotorreduciio do NBT, sendo expresso em U SOD min"! mg™'! proteina (Giannopolitis e Ries,
1977).

A atividade da POX foi estimada pela leitura da absorbancia a 420 nm, durante cinco
minutos de reacdo, utilizando o coeficiente de extin¢gdo molar 2,47 mM™! cm™! (Peixoto et al.,
1999), sendo expressa em pumol purpurogalina min™' mg™! proteina.

A atividade da CAT foi estimada pela leitura da absorbéancia a 240 nm, durante cinco
minutos de reagdo, utilizando o coeficiente de extincdo molar 36 M cm™ (Peixoto et al.,

1999), sendo expressa em mmol H,O> min™! mg™! proteina.
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A atividade da APX foi estimada pela leitura da absorbancia a 290 nm, durante cinco
minutos de reacao, utilizando o coeficiente de extin¢gdo molar 2,8 mM™! ecm™! (Peixoto et al.,

1999), e expressa em umol AsA min"! mg™! proteina.

Quantificaciao de proteinas

A concentracdo de proteinas, para expressao das atividades enzimaticas especificas,
seguiu-se 0 método proposto por Bradford (1976). Em 100 pL do extrato enzimatico bruto,
adicionou-se 1 mL do reagente de Bradford e, apds 15 min de reagdo no escuro, procedeu-se a
leitura da absorbancia a 595 nm. A concentracao de proteinas foi estimada com base em curva

analitica preparada com padrdes auténticos de BSA.
Avaliacao de componentes do sistema antioxidante nao-enzimatico

Compostos tiolados totais (SHT) e nao proteicos (SHNP)

Amostras de 15 mg de folhas e raizes foram maceradas, com adicao de 2 mL meio de
extracdo constituido de Tris-HCI1 0,1 M, pH 8,0, EDTA 1 mM e acido ascérbico 1% (p/v),
seguido de centrifugacdo a 10000 xg, por 15 minutos, a 4 °C, sendo o sobrenadante utilizado
para determinacao de tidis totais e ndo proteicos.

Para determinacdo dos tidis totais, aliquotas de 0,2 mL do sobrenadante foram
adicionadas ao meio de reacdo composto por 0,3 mL de tampao Tris-HCI (0,2M e pH 9,2), 0,2
mL do reagente de Ellman [4cido 5,5 — ditio-bis (2-nitrobenzéico)] 0,02 M e 1,48 mL de
metanol (Sedlak e Lindsay, 1968). A reacdo foi encubada por 15 minutos em temperatura
ambiente e leitura feita a 412 nm (Sedlak e Lindasay, 1968).

Para determinagdo dos tidis ndo-proteicos, aliquotas de 1 mL do sobrenadante foram
adicionados a 0,2 mL de 4cido tricloroacético (TCA) 50% (p/v) e 0,8 mL de H>O desionizada,
com agitacdo a cada 5 minutos durante 15 minutos. Em seguida, foram centrifugados a 3000
xg, durante 15 min. Em seguida, aliquotas de 0,5 mL do sobrenadante foram adicionadas ao
meio de reacdo contendo 1 mL de tampao Tris-HCI (0,4 M e pH 8,8) e 0,25 mL de reagente
de Ellman 0,02 M. A reagdo foi encubada por 5 minutos em temperatura ambiente e leitura
feita a 412 nm (Sedlak e Lindasay, 1968).

Utilizando o coeficiente de extincado molar 13.100 M cm! para ambos 0s casos, 0s

teores de tidis foram estimados e os resultados expressos em nmol SH g”! MS.

Ascorbato total (AsA-T), Ascorbato reduzido (AsA-R) e Dehidroascorbato (DHA)
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A determinagdo da concentracdo de ascorbato foi realizada através da maceracao de 30
mg de folhas e raizes, seguido de homogeneizacdo em 2 mL de TCA 5% (p/v), e
centrifugacdo a 12000 xg por 15 minutos, a 4 °C.

Para determinag@o da concentracdo de AsA-T, ao sobrenadante se adicionou meio de
reacdo contendo DTT (10 mM) e tampdo fosfato de potéssio (0,2 M e pH 7,4), seguido de
agitacdo por um minuto e incubacdo a 42 °C por 15 minutos. Em seguida, se adicionou N-
etilmaleimida (NEM) 0,5 %, com agitacdo por 1 minuto em temperatura ambiente e adicao de
TCA 10 % (p/v), acido fosférico a 42% (v/v), 2,2° bipiridil 4 % (p/v) e FeClz 3% (p/v),
seguido de agitacdo por um minuto e incubagdo por 40 minutos a 42 °C, seguido de leituras a
525 nm.

Para determinacdo da concentragdo de AsA-R, ao sobrenadante se adicionou meio de
reacdo contendo tampao fosfato de potdssio (0,2 M e pH 7,4) dgua deionizada, TCA 10 %
(p/v), acido fosforico a 42% (v/v), 2,2° bipiridil 4 % (p/v) e FeCls 3% (p/v), seguido de
agitacdo por 1 minuto e incubagdo a 42 °C por 40 minutos e leitura a 525 nm. A concentra¢ao
de DHA foi obtida subtraindo-se o valor de AsA do T-AsA.

Os teores de ascorbato total, reduzido e dehidroascorbato foram estimados com base
em curva analitica com padrdes auténticos de ascorbato, sendo os resultados expressos em

nmol AsA g' MS (Kampfenkel et al., 1995).
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3. Resultados
Sintomatologia visual e concentracdo de Se, As, S, Fe, Mg e Cu nos orgdos vegetais

Ap6s os periodos de aclimatacgdo, rustificagdo e aplicacdo dos tratamentos, diferencas
visuais, sobretudo nas folhas, foram observadas entre os tratamentos. Conforme demonstrado
na Figura 1, plantas expostas aos tratamentos controle, selenito (IV) e selenato (VI), ndo
apresentaram nenhum sinal de clorose, necrose ou desestruturacdo do seu limbo foliar. As
setas em azul indicam o aparecimento de novas folhas e coloracdo verde mais escuro.

Por outro lado, plantas que foram expostas ao As, demonstraram elevado grau de
clorose, necrose e desestruturacdo total do seu limbo foliar, como evidenciado pelas setas
vermelhas. Nas plantas que receberam previamente selenito e selenato € notdvel a manutencao
da estrutura celular mais preservada, ainda que alguns sintomas de fitoxidez tenham se

tornado evidentes.

Controle Se (IV) Se (VD) g Sf_ (?s/) S_el‘,_ (XSI)

Figura 2. Sintomatologia visual de folhas de Pistia stratiotes expostas a tratamentos com Se e

As.

Os tratamentos prévios com Se resultaram em significativa redu¢do no actimulo de As
nas plantas, sendo de 35 e 40%, para os tratamentos com selenito e selenato, respectivamente
(Figura 3 A). Ao analisarmos as concentracdes de Se (Figura 3 B), ndo foi detectado o
mineral nas plantas expostas aos tratamentos controle e com As. Para os demais tratamentos,
nao foram identificadas diferencas estatisticas significativas.

Para o conteudo de S em tecidos vegetais (Figura 3 C), observamos que, nas folhas e
nas raizes, as plantas tratadas tanto com selenito, quanto com selenato, apresentaram, em
média, um incremento de 25% e 35%, respectivamente, quando comparadas aquelas expostas
ao As, seja de forma isolada ou tratada previamente com fontes diversas de Se.

Quanto aos teores de Fe nos tecidos vegetais, observou-se que, tanto em folhas quanto

em raizes, as plantas expostas ao As, de forma isolada ou com tratamento prévio com selenito
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ou selenato, apresentaram incrementos médios de 40% e 170%, respectivamente, nas folhas e
raizes, quando comparadas as plantas dos tratamentos controle, selenito e selenato (Figura 3
D).

Mas folhas, ndo foram identificadas diferencas estatisticas entre os tratamentos para o
contetido de Mn. Por outro lado, nas raizes, as plantas expostas ao As, de forma isolada ou
com tratamento prévio com selenito ou selenato, apresentaram um incremento médio de 80%
na concentra¢ao de Mn (Figura 3 E).

Nas folhas, ndo foram identificadas diferencas estatisticas entre os tratamentos para as
concentragdes de Cu, mas nas raizes, nas plantas expostas ao tratamento com As apresentaram
reducdo de 48% quando comparados as plantas do grupo controle. Os demais tratamentos nao

diferiram estatisticamente do grupo controle (Figura 3 F).
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Figura 3. Efeitos dos tratamentos de As e Se sobre as concentracdes de As, Se, S, Fe, Mn e

Cu em P. stratiotes. Médias acompanhadas da mesma letra, maidsculas para folhas e

mindsculas para raizes, ndo apresentaram diferencas significativas de acordo com o teste

Tukey (P<0,05). As barras dispostas nos graficos representam o erro padrao.

Ganho relativo de biomassa fresca

Houve significativo ganho relativo de biomassa fresca (GRBF) nas plantas submetidas

aos tratamentos com selenito e selenato, em comparacdo ao grupo controle, registrando

aumentos da ordem de 46% e 56%, respectivamente. Embora nao tenham sido evidenciadas
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diferencas significativas entre esses dois tratamentos, os resultados apontam para um impacto
positivo do Se no crescimento vegetal.

Em contrapartida, as plantas submetidas ao tratamento com As apresentaram
significativa perda de biomassa, sendo mais intensa no tratamento com As em comparagao

com os tratamentos que tiveram exposi¢do prévia ao Se (Figura 4).
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Figura 4. Efeitos dos tratamentos de As e Se no ganho relativo de biomassa fresca (GRBF)
em P. stratiotes. Médias acompanhadas da mesma letra nio apresentam diferencas
estatisticamente significativas de acordo com o teste Tukey (P<0,05). As barras dispostas nos

gréficos representam o erro padrao.

Pigmentos fotossintéticos

As plantas submetidas aos tratamentos contendo selenito e selenato nido exibiram
diferencgas significativas nas concentracdes de clorofila a, em relacdo ao grupo controle. A
presenca do As nos tratamentos prévios com selenato e selenito causou redugdo nos teores da
clorofila a, embora tenham se mantido significativamente superior aqueles observados no
tratamento apenas com As (Figura 5). Por outro lado, ndo se constataram diferengas
significativas nos teores de clorofila b e de carotenoides entre os tratamentos, a exce¢ao da
concentragdo de carotenoides nas plantas expostas somente ao As que tiveram seus conteidos

significativamente menores que nos demais tratamentos (Figura 5).
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Figura 5. Efeitos de diferentes tratamentos de As e Se nos niveis de clorofila a, clorofila b e
carotenoides em P. stratiotes. Médias acompanhadas da mesma letra nio apresentam
diferengas estatisticamente significativas de acordo com o teste Tukey (P<0,05). As barras

dispostas nos gréficos representam o erro padrio.

Espécies reativas de oxigénio e peroxidacao lipidica

Na andlise da formacdo do anion superdxido, tanto as folhas quanto as raizes
apresentaram comportamentos semelhantes, com aumentos em torno de 140% nas plantas
tratadas apenas com As, em comparacdo com o controle. Nas plantas tratadas previamente
com selenito e depois expostas ao As, esse aumento foi em torno de 64%. Em contraste, as
plantas tratadas com selenato apresentaram uma reducdo de 35% na concentracdo do anion
superoxido. Plantas expostas aos outros tratamentos ndo mostraram alteracdes significativas
em comparacao com o grupo controle (Figura 6 A).

Em relagdo a geracdo de perdxido de hidrogénio, os resultados evidenciam que a
exposicdo ao As provocou aumento significativo, tanto nas folhas quanto nas raizes. Nas
folhas, quando as plantas foram previamente tratadas com selenito e selenato, antes da
exposi¢do ao As, observou-se elevacdo menos acentuada, em comparacio ao tratamento com
As isoladamente. Por sua vez, nas raizes, o impacto do As foi ainda mais danoso, ocasionando
um aumento de 82% na producdo de H>O> em comparagdo com o grupo controle. O

tratamento prévio com selenito e selenato, da mesma forma observada nas folhas, atenuou os
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efeitos do As, resultando em aumento de cerca de 45% nas concentragdes de peroxido de
hidrogénio (Figura 6 B).

Os resultados das quantificacdes de MDA indicaram que a presenca do As na solucao
aumentou os danos peroxidativos, tanto nas folhas quanto nas raizes, enquanto as plantas
tratadas com selenito e selenato antes da exposicdo ao As, assim como as expostas apenas ao
selenito e selenato, ndo apresentaram diferencgas significativas em relacdo as plantas do grupo
controle. Entretanto, quando esses grupos foram comparados isoladamente, as plantas
submetidas posteriormente ao As apresentaram aumentos de 50% nos niveis de MDA. Para
raizes, apenas as plantas expostas a tratamentos com As evidenciaram aumentos na
concentragdo de MDA, com incrementos da ordem de 110%, enquanto aquelas tratadas

previamente com selenito e selenato apresentaram, em média, aumentos de 20% (Figura 6 C).
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Figura 6. Efeitos de diferentes tratamentos de As e Se nos niveis de anion superéxido (A),
peréxido de hidrogénio (B) e MDA (C) em P. stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra,
maiudsculas para folhas e mintsculas para raizes, ndo apresentam diferencgas significativas

conforme o teste Tukey (P<0,05). As barras dispostas nos graficos representam o erro padrao.

Sistema antioxidante enzimdtico
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Na analise da atividade enzimadtica da dismutase do superéxido (SOD), conforme
mostrado na Figura 7 A, observamos diferentes resultados nas folhas e raizes. Em folhas, a
exposicao aos tratamentos contendo selenito e selenato resultou em aumentos médios de 22%
na atividade da SOD em comparacdo as plantas do grupo controle. Por outro lado, plantas
tratadas previamente com selenito e posteriormente expostas ao As mostraram reducdo de
25% na atividade enzimatica, enquanto aquelas expostas apenas ao As tiveram uma redugdo
dréstica de 50%. Nas raizes, os efeitos foram igualmente notaveis. A exposi¢ao ao As resultou
em uma diminui¢io de 35% na atividade da SOD. No entanto, plantas que receberam
tratamento prévio com selenito, antes da exposicdo ao As, mostraram uma reducdo menor na
atividade da SOD, de 22%.

Em relacdo a atividade da catalase, conforme apresentado na Figura 7 B, observamos
que as maiores diferencas entre os tratamentos foram identificadas nas raizes. Nas folhas,
diferencas significativas foram percebidas apenas entre as plantas tratadas com As e naquelas
com selenato, com essas ultimas apresentando incrementos na atividade enzimdtica. A
atividade da CAT nas raizes se mostrou, também, pouco dindmica. Plantas expostas ao
tratamento com selenito demonstraram maior atividade em comparacdo aquelas tratadas
apenas com As.

No que concerne a atividade do grupo das peroxidases (POX), conforme exposto na
Figura 7 C, ndo foram identificadas diferencas significativas nas folhas entre os individuos
submetidos aos diferentes tratamentos. No entanto, nas raizes, observou-se um incremento na
atividade enzimadtica nas plantas suplementadas com selenito e/ou selenato, comparado
aquelas expostas ao As, tanto de forma isolada quanto apds tratamento prévio com fontes
distintas de selénio.

No que tange a atividade enzimdtica da peroxidase do ascorbato (APX), conforme
demonstrado na Figura 7 D, podemos notar que, nas folhas, plantas tratadas com As
apresentaram reducdo de 35% na atividade enzimética quando comparadas ao grupo controle.
Em contraste, plantas tratadas com selenito e selenato apresentaram incremento em suas
atividades quando comparadas aquelas expostas ao As, de forma isolada ou apds tratamento
prévio com fontes de selénio. Nas raizes, plantas expostas ao selenito mostraram incremento
de 25% atividade enzimdtica, quando comparadas as do grupo controle. Por outro lado,
plantas expostas ao As de forma isolada apresentaram atividade da APX 27 % menor que as

plantas do controle.
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Figura 7. Efeitos de diferentes tratamentos de As e Se sobre as atividades das enzimas SOD
(A), CAT (B), POX (C) e APX (D) em P. stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra,
maitscula para folhas e mintiscula para raizes, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

As barras dispostas nos graficos representam o erro padrao.

Sistema antioxidante ndo enzimdtico

A andlise da concentracdo dos compostos tiolados totais € ndo proteicos, indicou que,
nas folhas, plantas expostas ao As tiveram uma reducdo de, aproximadamente, 50% em
comparagdo ao grupo controle. No entanto, as plantas suplementadas com selenato
apresentaram concentragdes significativamente maiores de tidis totais do que aquelas expostas
ao As, seja de forma isolada ou com tratamento prévio com selenito e selenato. Nas raizes,
esse comportamento se manteve, uma vez que as plantas tratadas previamente com selenito e
selenato, seguidas de exposi¢cdo ao As, mostraram teores de tidis totais 85% maiores do que as
plantas grupo controle (Figura 8 A e 8 B).

Os teores de tidis nao proteicos, como demonstrado na figura 8 B, seguiram os padrdes
observados para tidis totais. As folhas das plantas que foram expostas ao selenito e ao
selenato apresentaram incremento nos teores de tidis ndo proteicos em comparacao aquelas

tratadas com arsénio. Nas raizes, por outro lado, a suplementacao prévia de plantas com
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selenito e selenato, seguida pela exposi¢ao ao arsénio, induziu aumentos de 120 % nos teores
de tidis ndo proteicos quando comparados as plantas do grupo controle.

Os teores de ascorbato total, nas folhas, incrementos nos teores AsA-T foram
identificados nas plantas expostas aos tratamentos contendo selenito e selenato, quando
comparadas aquelas expostas ao As. Nas raizes ndo foram identificadas diferencas
significativas entre os tratamentos (Figura 8 C). Quanto aos teores de ascorbato reduzido nas
folhas, plantas expostas ao selenato e previamente ao selenato, com posterior exposicao ao
As, demonstraram incrementos de 20 e 17 %, respectivamente, em comparagdo ao controle,
mas, nas raizes, diferencas estatisticas entre os tratamentos nao foram observadas (Figura 8
D). Os teores de dehidroascorbato, nas folhas das plantas tratadas com As, seja de forma
1solada ou com exposi¢ao prévia a selenito ou selenato, mostraram redugdo, em média, de 44
9% quando comparados aquelas do grupo controle. Essa reducdo foi de 52% nas raizes das
plantas tratadas apenas com As, enquanto as que receberam tratamento prévio com selenito e
selenato apresentaram teores, em média, 35% menores que as plantas do grupo controle

(Figura 8 E).
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Figura 8. Efeito de diferentes tratamentos de As e Se sobre os teores de tidis totais (A), tidis
nao proteicos (B), ascorbato total (C), ascorbato reduzido (D) e dehidroascorbato (E) em P.
stratiotes. Médias seguidas pela mesma letra, maidscula para folhas e mintdscula para raizes,
nao diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05). As barras dispostas nos graficos representam

o erro padrao.
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4. Discussao

A sintomatologia visual pode ser um fator crucial para o diagndstico precoce de
problemas que podem acometer as plantas, permitindo uma tomada rdpida de decisdo para
atenuar os danos que podem ser causados, além de fornecer informagdes inestiméveis sobre a
saude geral das plantas e do ambiente em que elas estdo inseridas. Os sintomas apresentados
pelas plantas expostas ao As resultaram do elevado grau de desestruturacdo e morte celular,
fato que também foi demonstrado para vdrias espécies vegetais em diferentes estudos (de
Freitas-Silva et al., 2016; Martinez-Castillo et al., 2022a; Sinha et al., 2023).

O arsénio (As) € notadamente conhecido como um elemento quimico téxico, com
elevado potencial de formar espécies reativas de oxigénio, que acarretam peroxidacgdo lipidica
e, em ultimo caso, danos as membranas celulares, comprometendo a integridade e a fungao
celular (Beniwal et al., 2023; de Freitas-Silva et al., 2016; Martinez-Castillo et al., 2022a;
Nabhar et al., 2022; Sinha et al., 2023). A participacdo de agentes com fun¢do protetora, como
o selénio (Se), pode atenuar esses danos. Plantas que foram submetidas ao tratamento prévio
com Se, seja na forma de selenito ou selenato, apresentaram estrutura celular mais preservada,
mesmo sob a influéncia do As, demonstrando o efeito protetor desses tratamentos contra os
danos induzidos pelo metaloide. Esta observacdo ressalta a importancia dos tratamentos
prévios na mitigacdo dos efeitos adversos do As sobre as plantas (Das et al.,, 2022;
Hasanuzzaman et al., 2022; Kumar et al., 2015).

A adequada nutricdo vegetal pode ajudar as plantas a tolerar estresses por meio da
ativacdo e melhoria de mecanismos que as tornam mais resistentes ao estresse por metais
pesados, como a inducdo do sistema antioxidante (Kumari et al., 2022; Singhal et al., 2023),
conjugacao e inativacdo do metal (Al et al., 2013; Feng et al., 2013; Thakur et al., 2022),
inibicdo da absor¢do, reducdo na translocacdo para as folhas (Ali et al., 2013; Thakur et al.,
2022) entre outros. Logo, a nutri¢do adequada pode representar uma estratégia adequada para
melhorar a resisténcia das plantas a agentes poluentes, tornando-as mais eficazes no processo
de fitorremediagdo.

No presente estudo, as maiores concentracdes de As foram encontradas nas raizes, o
que sugere a existéncia de mecanismos estratégicos de P. stratiotes para reduzir a
translocacdo do metaloide para as folhas, como forma de proteger a sua maquinaria
fotossintética (Ali et al., 2013; Yan et al., 2020). Adicionalmente, a suplementagdo com Se
mostrou o papel desse mineral na reducdo da absor¢cdao do metaloide pela planta, indicando

papel protetor do Se em plantas expostas ao As. Os estudos realizados por Feng et al. (2013) e
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Pokhrel et al. (2020) demonstraram que, tanto selenato quanto selenito, podem reduzir a
absorcdo e translocacdo de As nas plantas. Em acréscimo, Abedi e Mojiri (2020), Singhal et
al. (2023) e Song et al. (2017) indicaram que selenato e arsenato compartilham a mesma via
de absorcdo (transportadores de fosfato), condicdo que pode resultar em uma competi¢do
pelos sitios de absor¢ao. Além disso, devido as alteracdes nas propriedades da parede celular
induzidas pelo Se, com maior producdo de celulose, hemicelulose e lignina, aumentando a sua
espessura, a passagem e absorcao de metais pesados para o interior celular é dificultada (Ding
et al., 2015; Zakir Hossain et al., 2006). A presenca do As ndo foi capaz de reduzir os teores
de Se nos tecidos vegetais analisados, sugerindo que, apesar da competi¢do potencial, a planta
manteve elevada efici€éncia de absorcao de Se.

O enxofre (S) é um macronutriente essencial para o desenvolvimento das plantas,
participando de diversos processos bioquimicos como: sintese de aminodcidos e proteinas,
constituintes de coenzimas e vitaminas, formacdo de compostos de defesas como tidis e
glutationa e outros (Li et al., 2020; Narayan et al., 2023; Taiz et al., 2017). Estudos indicam
que a presenga de As pode afetar negativamente a absor¢do e o metabolismo do S, uma vez
que ambos possuem forte interacdo, sobretudo em ambientes com condicdes redutoras (Abedi
e Mojiri, 2020; Boye et al., 2017). No presente estudo, os efeitos deletérios do As nas células
das raizes podem ter reduzido a eficiéncia de absor¢do de enxofre pelas plantas de P.
stratiotes. Portanto, a reducdo da concentracdo de S nas plantas expostas ao As parece ser
resultado de uma combinacdo de diversos fatores cuja, interacdo negativa interfere
diretamente no desenvolvimento do vegetal.

A presenca de As foi responsdvel pelo incremento nas concentragdes de Fe nas plantas
de P. stratiotes, fato que deve ser interpretado ndo como indica¢do de beneficio, mas como
uma resposta ao estresse. Além disso, a maior concentracio de Fe nas raizes pode se
relacionar com a formacdo de placas de ferro, uma resposta da planta responsavel pela
reducdo da absor¢cdo de As, sendo crucial para mitigacdo do estresse oxidativo causado por
esse metaloide (Boye et al., 2017; He et al., 2024; L. Hu et al., 2020). O Se € capaz de reduzir
a absorcdo de As através de alteracdes na morfologia das raizes e pela absorcao de Fe do solo,
aumentando a placa Fe (Huang et al., 2024).

Assim como o Fe, o aumento da concentracdo de Mn nas raizes das plantas expostas
ao As parece ser uma estratégia de defesa contra os efeitos oxidativos do metaloide, uma vez
que esse mineral estd diretamente envolvido na acdo enzimadtica, sendo cofator da enzima Mn-

SOD (Carvalho et al., 2014; Chauhan et al., 2017). Por sua vez, o cobre (Cu), micronutriente
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essencial relacionado a ativacdo de enzimas antioxidantes, como a SOD, sintese de lignina, e
componente chave das plastocianinas (Shabbir et al., 2020; Taiz et al., 2017), teve sua
concentracdo reduzida nas raizes das plantas expostas ao As, assim como demonstrado por
Chauhan et al. (2017). Esse efeito pode ocorrer pela competi¢do indireta por transportadores
de metal (Gong et al., 2020).

Os achados deste estudo evidenciaram os 1impactos negativos do As no
desenvolvimento das plantas, seja por interromper a producdo de energia, interferindo na
cadeia transportadora de elétrons, essencial para o desenvolvimento do organismo, ou por
desencadear uma cascata de danos oxidativos que danificam as células vegetais e reduzem a
capacidade das plantas em se desenvolver (Beniwal et al., 2023; Martinez-Castillo et al.,
2022; Nahar et al., 2022; Sinha et al., 2023). Em contrapartida, percebeu-se que a pré-
exposicdo a selenito e selenato pode exercer um efeito atenuante parcial sobre os danos
causados pela exposicdo ao As, através da inducdo dos sistemas antioxidantes (Das et al.,
2022; Hasanuzzaman et al., 2022; Kumar et al., 2024; Lanza e Reis, 2021; Silva et al., 2020),
responsdveis pela eliminagdo de espécies reativas de oxigénio e pela homeostase celular ou,
ainda, pela competicdo pelos sitios de absorcdo, reduzindo a concentragdo de As nos tecidos
vegetais (Abedi e Mojiri, 2020; Singhal et al., 2023; Song et al., 2017).

Os tratamentos com As reduziram os teores de clorofila a e carotenoides, indicando o
papel toxico desse elemento, o que foi observado pelo desenvolvimento de cloroses,
resultante dos efeitos inibidores do As na sintese de clorofila a (Beniwal et al., 2023; Mishra
et al., 2016) e os potenciais danos as membranas dos cloroplastos, devido ao estimulo a
geracdo de espécies reativas (Martinez-Castillo et al., 2022; Sinha et al., 2023). Nas plantas
tratadas previamente com Se, embora os teores de clorofila a também tenham sido menores,
os efeitos foram significativamente menos intensos, mostrando o papel atenuador e protetor
do Se, tanto na fonte selenito, quanto selenato, provavelmente pelo estimulo aos sistemas
antioxidantes e na reducdo da geracdo de espécies reativas de oxigénio (Das et al., 2022;
Jiang et al., 2021; Lanza e Reis, 2021).

A exposicdo das plantas ao As aumentou a concentragdo das espécies reativas de
oxigénio, tanto nas folhas quanto nas raizes, o que, consequentemente, promoveu 0 aumento
da peroxidacdo dos lipidios das membranas, demonstrado pela maior formacdo de
malondialdeido (MDA). A formacdo de MDA € um bom indicador da resposta ao estresse
causado por As em P. stratiotes. Os aumentos nos teores de espécies reativas de oxigénio na

presenca de As podem ocorrer devido ao desacoplamento na producao de ATP, interferindo
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na cadeia de transporte de elétrons, deixando elétrons livres para formarem espécies reativas
de oxigénio (Beniwal et al., 2023; Y. Hu et al., 2020; Martinez-Castillo et al., 2022). Além da
acdo nos sitios produtores de ATP, o As atua degradando e reduzindo a acdo de enzimas
antioxidantes, responsdveis pela transformacdo de ROS em componentes menos reativos
(Beniwal et al., 2023; Martinez-Castillo et al., 2022; Nahar et al., 2022). A presencga do Se,
como agente protetor, promoveu menor concentragcdo de ROS, seja por induzir o sistema
antioxidante ou por reduzir a concentracdo de As na planta (Das et al., 2022; Feng et al.,
2013; Silva et al., 2020; Singhal et al., 2023).

A eliminacdo das espécies reativas de oxigé€nio constitui o principal mecanismo de
defesa das plantas quando o metaloide se encontra no meio celular. Para tal, os vegetais
desfrutam de sistemas antioxidantes enzimdticos, via acdo de enzimas como SOD, CAT,
POX, APX, GR e outras; e os ndo enzimaticos, que sdo formados por compostos de baixo
peso molecular que funcionam como antioxidantes, tais como: dcido ascoérbico, glutationa,
compostos tiolados.

A exposicdo das plantas ao As resultou em diminui¢do substancial na atividade da
enzima SOD, tanto em folhas quanto em raizes, com um impacto mais severo nas folhas
(Kumar et al., 2020). Os tratamentos com selenito € com o selenato desempenharam papel
protetor na manutengdo da atividade da SOD, tanto nas folhas quanto nas raizes, promovendo
aumento na sua atividade quando as plantas foram previamente tratadas com esse elemento. O
tratamento prévio com selenito parece mitigar parcialmente a inibi¢ao da atividade enzimatica
causada pelo As, especialmente nas raizes, indicando que selenito e o selenato exercem efeito
protetor sobre a atividade da SOD (Chauhan et al., 2019; Ferreira et al., 2022; Gupta e Gupta,
2017; Handa et al., 2019; Singhal et al., 2023).

Os resultaram indicaram que a atividade da CAT nas folhas ndo mostrou grandes
variacOes entre os diferentes tratamentos, contudo, ambas as fontes de Se podem potencializar
a atividade enzimatica em situagdes de exposi¢do ao As, (Chauhan et al., 2019; Handa et al.,
2019; Hasanuzzaman et al., 2020; Khalofah et al., 2021; Mitra et al., 2023). Nas raizes, a
maior dindmica na atividade da CAT, especialmente em resposta ao tratamento com selenito,
reforca a ideia de que compostos de Se podem desempenhar papel crucial na modulacdo da
resposta antioxidante em plantas submetidas a estresse por As.

Nossos resultados sugerem que, enquanto a atividade das peroxidases nas folhas ndao
foi significativamente alterada pelos tratamentos com selenito, selenato ou As, nas raizes, a

suplementacdo com compostos de Se promoveu aumentos na atividade enzimdtica. Esses
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incrementos indicam efeito protetor potencial ou estimulador do selenito e do selenato sobre a
atividade das peroxidases em condicdes de estresse por As (Hasanuzzaman et al., 2022, 2020;
Silva et al., 2020; Singhal et al., 2023).

A enzima APX teve significativa inibi¢do da atividade nas folhas das plantas expostas
ao As isoladamente. Contudo, os tratamentos prévios com Se tiveram efeitos mitigatério do
estresse por As, promovendo um aumento na atividade enzimatica (Das et al., 2022; Gupta e
Gupta, 2017; Handa et al., 2019; Hasanuzzaman et al., 2022, 2020; Saed-Moucheshi and
Mirghaed, 2023). Em raizes, a suplementacdo com selenito aumentou a atividade da APX,
denotando papel promotor na atividade da enzima, contrastando com a redu¢@o observada nas
plantas tratadas apenas com As (Beniwal et al., 2023; Y. Hu et al., 2020; Sinha et al., 2023).

Diversos outros componentes quimicos exercem agao protetora contra a toxidez do As,
como 0s compostos ricos em enxofre, fitoquelatinas, glutationa e compostos tiolados
(Frémont et al., 2024; Morales-Espinoza et al., 2019; Rizwan et al., 2020). Os nossos
resultados indicaram que a exposi¢do prévia ao Se tem acdo direta no sistema antioxidante
ndo enzimdtico, com a induc¢do da sintese de tidis totais e tidis ndo proteicos, tornando um
mecanismo importante para aumento da tolerdncia de P. stratiotes ao estresse por As. O Se
pode induzir a sintese de glutationa (o tiol ndo proteico mais abundante no vegetal) através da
substitui¢do do grupamento tiol (-SH) por -SeH (selenotiol) (Feng et al., 2021; Wan et al.,
2016), os quais sdao quimicamente semelhantes, podendo se ligar a metais pesados e
metaloides, como o As, formando complexos menos téxicos, além de servirem como fonte de
elétrons para enzimas capazes de reduzir os efeitos das espécies reativas de oxigénio.

O 4cido ascorbico € outro importante componente envolvido na resposta antioxidante
das plantas, cuja fungdo estd associada com a sua capacidade de neutralizar espécies reativas
de oxigénio, na regulacdo da atividade de enzimas do sistema antioxidante, sobretudo a APX,
que utiliza o ascorbato como doador de elétrons para reduzir peréxido de hidrogénio, além de
ser componente essencial no ciclo ascorbato-glutationa, responsavel por eliminar espécies
reativas de oxigénio (Herndndez-Herndndez et al., 2019; Lanza & Reis, 2021; Saed-
Moucheshi & Mirghaed, 2023).

Os niveis de ascorbato total e de ascorbato reduzido variaram entre os tratamentos
apenas nas folhas, indicando que esse 6rgdo é mais sensivel as variagdes as quais foram
submetidas. De maneira geral, os teores de ascorbato reduziram na presenca de As, indicando
seu consumo metabolico devido ao estresse oxidativo causado pelo metaloide (Handa et al.,

2019; Hasanuzzaman et al., 2020; He et al., 2020; Hernandez-Hernandez et al., 2019; Lanza e
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Reis, 2021; Saed-Moucheshi e Mirghaed, 2023). Contudo, essa reducdo nos niveis de
ascorbato, caso ocorra de forma acentuada, pode levar a um comprometimento da capacidade
antioxidante geral das plantas.

Devido ao impacto do As no metabolismo das plantas, os teores de dehidroascorbato
foram reduzidos nas plantas tratadas com As, tanto isoladamente quanto com exposi¢dao
prévia a selenito ou selenato,. Em resumo, a reducdo nos teores de dehidroascorbato nas
plantas tratadas com As faz parte da resposta metabdlica visando mitigar o estresse oxidativo
causado pelo metaloide, sendo que e o tratamento prévio com selenito ou selenato contribui
na atenuacdo desse efeito, embora nio o elimine completamente (Lanza e Reis, 2021; Saed-

Moucheshi e Mirghaed, 2023).
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5. Conclusao
O nosso estudo evidenciou os impactos adversos do As sobre o desenvolvimento e a

saide das plantas de P. stratiotes, destacando a capacidade desse metaloide de desencadear
uma série de respostas de estresse oxidativo que comprometem a estrutura celular, a
fotossintese e o crescimento geral dos vegetais. No entanto, essa pesquisa também
demonstrou o papel mitigador do selénio, especialmente na forma de selenito e selenato, na
protecdo contra esses danos. Os resultados sugerem que o selénio exerce um efeito protetor,
melhorando a atividade dos sistemas antioxidantes, reduzindo a absor¢do do As e atenuando
os efeitos toxicos do estresse oxidativo induzido pelo metaloide. Assim, estratégias que
envolvam a suplementa¢do com selénio podem ser consideradas promissoras para aumentar a
resisténcia das plantas a contaminantes ambientais, contribuindo para o sucesso do processo
de fitorremediacdo e para a manutencao da integridade das plantas, em especial P. stratiotes,

em ambientes contaminados.
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