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RESUMO

A contaminac¢do do solo pelo excesso de niquel (Ni) representa um elevado potencial de
perigo no setor agricola, além de trazer riscos eminentes aos ecossistemas e a saide humana.
A fitorremediagao € uma técnica que vem sendo utilizada para recuperar dreas contaminadas
por diferentes grupos, especialmente os metais, por meio da introdu¢do planejada de plantas
com comportamento regenerativo, como o Paricd — Schizolobium amazonicum Huber ex
Ducke. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito das doses de niquel no
sistema antioxidante de plantas jovens de Paricd. O experimento foi conduzido em casa de
vegetacao no periodo de julho a setembro de 2019. O delineamento experimental adotado
foi o inteiramente casualizado (DIC), com cinco tratamentos (0, 200, 400, 600 e 800 uM L~
I'NiCly), em seis repeti¢des. Os dados foram submetidos 2 andlise de varidncia pelo teste
Tukey (p<0,05). Os resultados mostraram que a partir de 400 uM L', houve danos nas
raizes e folhas de Paricd, evidenciando o estresse oxidativo ocasionado por metal pesado.
O sistema antioxidante de defesa do S. amazonicum foi ativado principalmente em altas
concentragdes de niquel, como resposta para amenizar a toxicidade e efeitos deletérios as
plantas. Foi observado o incremento para todas as enzimas analisadas nos tecidos, a
probabilidade de 95%. No entanto, ndo foi o suficiente para impedir danos, o que foi
evidenciado pelo incremento de 312,79% e 290,43% da varidvel Malonaldeido nas raizes e
folhas de Paricé, respectivamente. Portanto, conclui-se que o sistema de defesa de plantas
foi eficiente para atenuar os efeitos toxicos das espécies reativas de oxigénio (EROs) em
diferentes concentracdes de niquel.

Palavras chave: Enzimas antioxidativas, metal pesado, fitorremediagdo, toxidez.



ABSTRACT

Soil contamination by nickel (Ni) excess represents a high potential for danger in the
agricultural sector, in addition to bringing imminent risks to ecosystems and human health.
Phytoremediation is a technique that has been used to recover areas contaminated by
different groups, especially metals, through the planned introduction of plants with
regenerative behavior, such as Paricd — Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke.
Therefore, the objective of this work was to evaluate the effect of nickel doses on the
antioxidant system of young plants from Paricd. The experiment was carried out in a
greenhouse from July to September 2019. The experimental design adopted was a
completely randomized design (DIC), with five treatments (0, 200, 400, 600, and 800 uM
L' NiCl,), in six repetitions. Data were submitted to analysis of variance using the Tukey
test (p<0.05). The results showed that from 400 uM L on, there was damage to the roots
and leaves of Paricd, evidencing the oxidative stress caused by heavy metal. The antioxidant
defense system of S. amazonicum was activated mainly at high nickel concentrations as a
response to alleviate the toxicity and harmful effects on plants. An increase was observed
for all enzymes analyzed in the tissues at a probability of 95%. However, it was not enough
to prevent damage, evidenced by the increase of 312.79% and 290.43% of the
Maloaldehyde variable in the roots and leaves of Parica, respectively. Therefore, it is
concluded that the plant defense system was efficient in attenuating the toxic effects of
reactive oxygen species (ROS) at different nickel concentrations.

Keywords: Antioxidative enzymes, heavy metal, phytoremediation, toxicity.
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1. INTRODUCAO

O aumento do ndmero das atividades industriais e de mineracdo, combinados ao
uso inadequado de fertilizantes e pesticidas tem contribuido para a contaminacao, em
larga escala, do solo, cursos d’agua e lengol fredtico por metais pesados, ao liberar
compostos organicos como hidrocarbonetos e inorganicos presentes na composi¢ao
desses rejeitos (ALI et al., 2013; RIZWAN et al., 2016; ESTRELA et al., 2018).

Os metais pesados, sdo os elementos de grande preocupacio a nivel mundial, por
serem mais persistentes no ambiente em relacdo aos poluentes organicos (produtos
derivados de petréleo, hidrocarbonetos arométicos, solventes como tricloreteno, produtos
farmacéuticos, dentre outros), sendo altamente responsdveis pela poluicio do solo
(MAHAR et al., 2015; RIZWAN et al., 2016; SOUSA et al., 2020).

Além disso, esses elementos ndo permanecem imoveis e estabilizados no local,
podendo ser disseminados para o ambiente circundante por processos como erosio,
lixiviagdo, volatilizagdo e metilagdo, alcancando corpos d’agua, vegetagdo e entrando na
cadeia alimentar (SOUZA et al., 2019), representando uma ameaga a qualidade dos
ambientes terrestres e aqudticos, bem como a saide humana, a partir da exposicao direta
e do consumo de 4dgua e alimentos contaminados (ROY; MCDONALD, 2015; SOUZA
et al., 2019).

O niquel (Ni) é um dos contaminantes de metais pesados presente em maior
quantidade no meio ambiente devido as suas concentragdes elevadas em solos em todo o
mundo (HUSSAIN et al., 2013). Em média, o teor total de Ni no solo varia de 2 a 750 mg
kg‘1 (SOARES et al., 2016), no entanto, a quantidade necessdria para o crescimento das
plantas é muito baixa, variando de 0,05 a 5 ug g’ de peso seco (SON et al., 2016).

Dessa forma, quando em alta quantidade, os efeitos toxicos do excesso de niquel
nas plantas interferem nas funcdes de componentes celulares, causando lesdes e
alteracdes no metabolismo vegetal (reducdo das trocas gasosas, diminuicdes dos niveis
de clorofila, dentre outros) (BAZIHIZINA et al., 2015).

Uma das maneiras de diminuir os efeitos toxicos gerados pelo excesso de metais
pesados, tal como o Ni, pode ser a adoca@o da técnica da fitorremediacdo, o que consiste
no uso planejado de plantas para recuperar areas contaminadas, removendo esses
constituintes do solo (RODRIGUES; ORLANDELLI, 2018).

Considerada como uma alternativa econdmica vidvel e de menor impacto

ambiental, a fitorremediacdo estd sendo utilizada principalmente nas regides norte e
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nordeste do Brasil, destacando-se o Parica (Schizolobium parahyba var. amazonicum)
como espécie principal (ROSA; PINHEIRO, 2013).

Além disso, o excesso de metais pesados nos ecossistemas, podem aumentar os
niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas células, gerando o chamado estresse
oxidativo (RUI et al., 2016).

Para evitar a producdo elevada da EROs, as plantas desenvolveram um complexo
sistema de mecanismo de defesa, que inclui os mecanismos enzimdticos de
desintoxica¢do, com a finalidade de agir contra estas espécies reativas, interrompendo as
cascatas de oxidagdo descontrolada (TAUQUEER et al., 2016).

Diante do exposto, estudos que avaliem espécies florestais amazOnicas em
condi¢des de estresse por metais pesados, ainda sdo escassos na literatura cientifica.
Nesse aspecto, avaliaremos como as plantas de Paricd (Schizolobium parahyba var.
amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby), respondem ao estresse oxidativo pela aplica¢do

de niquel.

2. QUESTAO CIENTIFICA, HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1. Questao cientifica

a. O composto malonaldeido (MDA) e as atividades das enzimas antioxidantes
dismutase do superéxido (SOD), ascorbato peroxidase (APX), guaiacol
peroxidase (G-POD) e catalase (CAT) sdo alteradas quando acometidas a
concentracdes crescentes de niquel (0; 200; 400; 600 e 800 uM L NiCbh) em

plantas jovens de Paricd?
2.2. Hipétese

a. A atividade das enzimas antioxidantes (SOD, APX G-POD e CAT) e o composto
MDA sofre mudancas positivas em funcao das dosagens crescentes de niquel (0O;

200; 400; 600 e 800 uM L' NiCl) em plantas jovens de Paricé.

2.3. Objetivos
2.3.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito das doses de niquel (0; 200; 400; 600 e 800 uM L' NiCl) no

sistema antioxidante e seu acimulo na raiz e folhas de plantas jovens de Parica.
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2.3.2. Objetivos especificos

a. Determinar a atividade das enzimas antioxidantes (SOD, APX, G-POD e CAT) e
do composto MDA nos 6rgdos foliar e raizes de plantas jovens de Paricd em
condicdes crescentes de niquel (0; 200; 400; 600 e 800 uM L' NiCl,).

b. Avaliar as concentragdes de niquel (0; 200; 400; 600 e 800 uM L' NiCl») nos

tecidos raiz e parte aérea.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Schizolobium parahyba var. amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby

O género Schizolobium Vogel possui uma Unica espécie, Schizolobium parahyba
(Vell.) Blake, com duas variedades: amazonicum (Huber ex Ducke) Barneby,
popularmente conhecido como Paricd, e parahyba (Barneby) como Guapuruvu, onde
ambas apresentam caracteristicas semelhantes, razao pelo qual, foram consideradas como
unica variedade por um longo periodo de tempo (BARNEBY, 1996).

As principais caracteristicas morfolégicas que diferenciam as variedades
supracitadas sdo: o Paricé possui flores menores, pétalas mais oblongas, rigidas e glabras,
frutos e sementes menores, pedicelos distintamente articulados, anteras menores e
florescimento sem folhas, quando comparado ao Guapuruvu (DUCKE, 1949; RIZZINI,
1971; SOUZA et al., 2003).

O Paricé € uma espécie pertencente a familia Fabaceae, com distribui¢ao descrita
principalmente na floresta amazonica brasileira, em dreas de florestas secundarias de terra
firme e vérzea alta, abrangendo os seguintes estados: Amazonas (DUCKE, 1949), Para
(SILVA et al.,, 2018), Rondonia (OLIVEIRA; PEREIRA, 1984), Mato Grosso
(RONDON, 2002), Acre (LOBAO et al., 2012) e em algumas regides do nordeste do pais
(VIDAURRE et al., 2012), além de ocorrer em florestas subtropicais da América Central
(REIS; PALUDZYSZYN FILHO, 2011), onde essa ampla abrangéncia tem fundamental
importancia ambiental, na necessidade da preservacdo da biodiversidade vegetal destes
biomas.

Por se tratar de uma espécie de madeira tropical nativa, o Paricd tem ganhado
bastante notoriedade na midia nacional (EMBRAPA, 2019), embora as pesquisas

disponiveis na literatura ainda sejam incipientes.
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Contudo, os principais fatores que tem evidenciado a intensifica¢do dos plantios,
principalmente nas regides norte e nordeste, sdo o rdpido crescimento volumétrico,
atingindo de 20 a 40 m de altura e 100 cm de diametro altura do peito (DAP); sem
dificuldades no processo de germinacgdo para a producdo de mudas; fuste reto; resisténcia
ao ataque de pragas e doencas; elevada taxa de crescimento aliado a producao de madeiras
de qualidade e com elevada cotacdo no mercado interno e externo (ALMEIDA et al.,
2013; CORDEIRO et al., 2015).

Sua copa € galhosa, obovoide e aberta, de casca externa lisa e finamente fissurada,
medindo até 15 mm, cuja coloragdo varia entre cinza claro e cinza escuro, a casca interna
é de cor creme-rosada, granulosa e de odor desagradavel (ARAGAO, 2018). As folhas
sdo grandes quando a planta € jovem, mas diminuem quando esta fica velha, as flores tem
a coloracdo amarela e aroma doce, medindo de 15 a 30 cm de comprimento (PEREIRA
et al., 2015).

Em virtude do rdpido crescimento volumétrico e a capacidade de se adaptar as
diversas condicdes edafoclimaéticas, o cultivo tem sido destinado a inddstria de 1aminas e
painéis (SILVA et al., 2015; MELO et al., 2020). A taxa de crescimento do Paricd em
ambiente natural, sem interferéncia de melhoramento genético, gira em torno de 30 a 35
mm? em hectares ao ano (CORDEIRO et al., 2018).

A extrac@o da madeira do Paricd € realizada de forma intensa devido a facilidade
de remocdo da sua casca, secagem, laminag¢do e prensagem, além da boa estética e
excelente acabamento, gerando residuos que sdo aproveitados para a geragdo de energia
(SILVA et al., 2016).

Além disso, pode-se mencionar as vantagens na producao de energia em forma de
briquetes (VIDAURRE et al., 2012), sendo também aplicado em embalagens e paletes
(IWAKIRI et al., 2011).

A madeira do Paricd, apresenta vantagens quanto ao processamento,
principalmente na facilidade da retirada da casca até ao seu excelente acabamento (MELO
et al., 2013). Também € indicado na producdo de pasta celuldsica, embora se obtenha
menor rendimento devido a baixa densidade, menor branqueabilidade e maior consumo
de energia quando comparado a madeira de Eucalyptus grandis (VIDAURRE, 2012).

Nos ultimos anos, a semente do Parica vem sendo bastante comercializada devido
a ampliacdo de dreas de reflorestamento, sendo que no Pard o preco do kg/semente varia

de R$54,90 a R$87,40, cuja variagdo dos pregos pode ser justificada pelo interesse de
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inimeras empresas em reflorestar dreas degradadas por suas atividades com essa espécie
(CORDEIRO et al., 2018).

O Paricd apresenta comportamento regenerativo em clareiras, dreas com alta
intensidade de radiacdo solar e contaminacao de metais pesados, sendo possivel obsevar
a regeneragdo natural desta espécie em um raio de 3 a 25 metros de distancia da drvore
matriz (KAZAMA, 2017).

Esse comportamento permite que a muda do Paricd, ainda em estdgio inicial de
desenvolvimento, seja coletada e transportada para outros ambientes, como viveiros de
plantas, sendo utilizada na maioria dos casos na recuperagdo de areas alteradas pela

atividade humana (LUCENA, 2017).

3.2. Metais pesados e contaminaciao ambiental

Metal pesado € um termo utilizado para nomear grupos de metais e semimetais
(metaloides), que possuem densidade maior que 5 g cm™, que estdo associados a poluicdo
e potencial de toxicidade ou ecotoxicidade (VIEIRA et al., 2015). Estes elementos
quimicos sdo componentes naturais encontrados na crosta terrestre e incorporadas aos
organismos vivos através dos alimentos, da dgua e pela via aérea (SOUZA et al., 2018).

As principais propriedades dos metais pesados sdo os elevados niveis de
reatividade e bioacumulagdo, ou seja, além de serem capazes de desencadear diversas
reacoes quimicas ndao metabolizdveis (organismos vivos ndo podem degrada-los),
permanecem em carater cumulativo ao longo da cadeia alimentar (DUFFOS, 2015).

Embora alguns metais sejam prejudiciais como € o caso do chumbo (Pb), mercurio
(Hg) e cddmio (Cd), outros sdo essenciais para o desenvolvimento das funcdes vitais dos
organismos, a exemplo do niquel (Ni), ferro (Fe), zinco (Zn), cobre (Cu) e manganés
(Mn), no entanto, quando em excesso sao prejudiciais ou mesmo letais, sendo muito sutil
a margem entre a essencialidade e a toxicidade desses elementos (CHU, 2018).

Nos solos, os metais pesados, na maioria das vezes, estdo presentes em
concentracdes ou formas que ndo oferecem risco para o meio ambiente (WAHSHA et al.,
2016). No entanto, com o crescente avanco das atividades antrdpicas e tecnoldgicas,
principalmente nos setores da mineragdo, atividades industriais, descarte inadequado de
residuos organicos e inorganicos em lixdo a céu aberto ou em dareas inadequadas, a
quantidade destes constituintes quimicos vem aumentando gradativamente nos

ecossistemas (COGO et al., 2020).
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Os compostos inorgdnicos como 0s metais sdo os contaminantes de maior
interesse ambiental devido a persisténcia nos ecossistemas, inser¢do na cadeia tréfica e a
capacidade de alteracdo da qualidade da dgua e do solo, ocasionando severos riscos
ambientais e a qualidade da saide humana (XUE et al., 2014; SOUZA et al., 2017).

A exploracio mineral é uma das principais atividades responsdveis pela
bioacumulacdo dos metais pesados no solo, através da deposicdo de rejeitos que sdo
descartados de forma inadequadas e acabam se tornando fontes de contaminantes
(SOUZA et al., 2019). Os metais podem ocorrer em diferentes espécies quimicas e podem
ser ligados a diferentes compartimentos do solo (AHMAD et al., 2018).

O grau de toxicidade dos metais depende das caracteristicas do elemento e dos
organismos envolvidos, podendo ocorrer em diferentes niveis: rotas bioquimicas
(respiragdo e fotossintese), integridade de macromoléculas (DNA e proteinas),
caracteristicas genéticas (metagénese) e biologia celular, onde os sintomas de toxicidade
perceptiveis em concentragdes excessivas de metais podem ser atribuidos a uma extensa
interacdo em niveis celulares e moleculares (CHU, 2018; COGO et al., 2020).

A contaminac¢@o por metais pesados estd diretamente relacionada aos processos
de acumulo e transporte que dependem de interacdes complexas com os coloides do solo,
os quais podem-se citar: reagdes de adsorcdo/dessorcdo, precipitagdo/dissolucdo e
complexacdo e oxirreducio, tanto nas fases orgénicas e inorganicas dos componentes do
solo. (AHMAD et al., 2017).

Além disso, os atributos do solo influenciam na interacao metal x solo, onde o pH,
teor de matéria organica, teor de argila, potencial de redox e presenga de 6xidos de ferro
(Fe*"), aluminio (AI’*) e manganés (Mn?>*) sdo responsdveis pelo comportamento e

disponibilidade/mobilidade de metais no solo (ZHANG et al., 2016).

3.3. Caracteristicas no solo e perfil economico do Niquel

O niquel (N1) é um metal de transi¢do de coloracdo branco-prateado, apresenta
boa condugdo de eletricidade/calor, bastante maledvel e apresenta resisténcia a corrosao
(GONZALEZ, 2016; FREITAS et al., 2018). Sua utilizacao ocorre na forma pura para a
protecao de pegas metalicas devido a sua resisténcia de oxidagdo (SILVA, 2017; FONTE
BOA, 2018).
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Este elemento apresenta densidade de 8,9 g cm™, estando localizado junto aos
elementos de transi¢do na tabela periddica, entre o cobre e o cobalto, e cujo nimero
atomico € 28 (SOUZA, 2015).

Embora seja considerado elemento traco, este constituinte quimico encontra-se
entre os metais pesados mais comuns em solos, além disso, os teores de Ni nos solos
apresentam elevada variabilidade e sdo totalmente dependentes do material de origem,
sendo maior em solos desenvolvidos de serpentina, quando comparados aos solos
derivados de granitos e arenitos (FONTE BOA, 2018).

Além do material de origem, o niquel pode ser adicionado ao solo em decorréncia
das acgdes antrdpicas como a agricultura (no constante uso de fertilizantes de fosfatos,
lodo de esgoto, pesticidas, dgua de irrigacdo e calagem), disposi¢cdo de residuos
industriais, queima de combustiveis fosseis e deposi¢cdes atmosféricas (ROVEDA et al.,
2014; UGARTE et al., 2015; HARASIM; FILIPEK, 2015).

O Ni pode ser inserido pela utilizagc@o de residuos organicos como o lodo de esgoto
(ROVEDA et al., 2014), cuja concentracdo € maior em regides mais industrializadas,
principalmente as que o utilizam em ligas metalicas, baterias, componentes eletronicos e
catalisadores (SOUZA et al., 2018). Também pode ser encontrado em produtos de
ceramica, detergentes e sabdo, industria téxtil e de papel e celulose (PRAJAPATI et al.,
2018).

As principais utilizagdes do niquel nas industrias sdo através da galvanoplastia, o
que permite este metal a se combinar com outros (zinco, ferro, cromo e cobre) e formar
ligas e subprodutos, além de eletrodos de soldadura e produgdo de produtos quimicos
como sulfato de niquel, cloreto de niquel e alguns catalisadores (RIBEIRO, 2016).

Diversos fatores podem afetar os teores de Ni** disponiveis no solo, como classe
textural, matéria organica do solo (MOS), 6xidos de ferro (Fe) e manganés (Mn), pH,
reacoes de complexacdo e competi¢do pelos sitios de adsorcio (KABATA-PENDIAS;
PENDIAS, 2011).

Portanto, o aumento do teor de Ni com a diminui¢do do diametro das fracdes do
solo indica que o comportamento desse nutriente € mediado por processos de adsor¢cdo
com os 0xidos de Fe e Mn, que apresentam alta capacidade de reter este mineral (REIS
et al., 2014). Desse modo, o Ni no solo encontra-se primeiramente na forma mineral, o
que explica, sua baixa mobilidade e disponibilidade (FONTE BOA, 2018).

Quando analisado o pH, este € o fator que mais afeta o comportamento do Ni no

solo, pois s@o varidveis inversamente proporcionais (KABATA-PENDIAS; PENDIAS,
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2011). Ressalta-se que o aumento dos teores disponiveis de Ni em decorréncia da redugao
do pH ou da influéncia de outros fatores (adubac¢do), pode levar a uma competicao direta
pelos sitios de reagdo do solo com outros cédtions — ferro, cobre e zinco, que apresentam
similaridades quimicas com o Ni, como valéncia e raio i6nico hidratado (REIS et al.,
2014).

O Ni é, inicialmente, comercializado na sua configuracdo de metal refinado
(catodo, po, briquete, dentre outros) ou ferro-niquel (ICZ, 2017). A maior parte desse
minério é proveniente de dois tipos de depdsitos minerais: Lateritas (sendo a limonita
niquelifero [(Fe,Ni)O(OH)] como o principal) e garnierita (silicato de niquel hidratado);
depdsitos de sulfetos magmaticos (sendo o principal a pentladita — [(Fe,Ni)oSsg)] (USGS,
2017).

Em relacdo ao Brasil, existem registros de reservas minerais, sendo algumas,
fontes de niquel. Estdo situadas nos estados de Goias, Bahia, Pard, Minas Gerais e Mato
Grosso (SILVA, 2015). A produ¢do mineral de substancias metélicas foi responsdvel por

76% do valor total da producdo mineral comercializada no Brasil (DNPM, 2016).
3.4. Efeito do Ni nas plantas: essencialidade e toxicidade

Durante muito tempo o Ni foi considerado um constituinte quimico com atributos
toxicos para as plantas (RODAK et al., 2014). Entretanto, alguns trabalhos registrados na
literatura desmitificaram essa ideia, tornando este mineral, atualmente, como essencial as
plantas, por ser parte constituinte da metaloenzima urease, sendo diretamente relacionado
ao metabolismo do nitrogénio (BHALERAO et al., 2015; PRAJAPATI et al., 2018).

Na natureza, o Ni pode ser encontrado em varios estados de oxidacao (0, +1, +2,
+3 e +4), 0 que permite maior afinidade com o enxofre e o ferro, permitindo que este
metal seja classificado como um elemento calcéfilo e siderdfilo, respectivamente
(COSTA, 2016).

A forma de absor¢ao do Ni pelas plantas € realizada preferencialmente como
cition divalente (Ni**), assim como também na forma de quelatos com compostos
organicos e metal6foros (REIS et al., 2014; NEVES et al., 2017). Ao entrar em contato
com o sistema radicular, este mineral é absorvido, principalmente, por processo ativo, em
canais nio especificos, bem como por difusao passiva (PRAJAPATI et al., 2018).

Ressalta-se que o mecanismo de contato preferencial do Ni com o sistema

radicular ainda ndo foi elucidado, cuja forma e o processo de absor¢do predominante
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dependem dos teores desse micronutriente no solo e, sobretudo, do efeito do pH sobre
sua disponibilidade (REIS et al., 2014).

Em relacdo a mobilidade do Ni na planta, é considerado intermedidria, cujo metal
se concentra quase que exclusivamente nas raizes, onde apds ser absorvido, € transportado
para o xilema, na forma idnica, por quelatos e 4cidos orgénicos (citrato e peptideos) e
aminodcidos, como a histidina (REIS et al., 2014). Ressalta-se que durante esse processo
o niquel se encontra, quando em quantidades maiores, nos vacuolos das folhas e caule
(SILVA, 2017).

Assim, o niquel é considerado um elicitor (ou indutor produzido pelas plantas e
utilizado como mecanismo de defesa contra doencas ou predadores) do mecanismo
antioxidativo das plantas, elevando as atividades das enzimas antioxidantes e aumentando
a tolerancia ao estresse bidtico e abidtico nos organismos vegetais (BARCELOS, 2016).

Quando em excesso, o Ni causa efeitos toxicos nas plantas, provocando danos aos
tecidos e interferéncias negativas no metabolismo das plantas (BAZIHIZINA et al.,
2015). Os indicadores mais comumente encontrados para fitotoxicidade deste metal,
incluem a inibicdo da germinacdo, necrose foliar, reducdo do sistema radicular,
deformacao de 6rgdos e crescimento reduzido (NIE et al., 2015; KURAMSHINA et al.,
2018).

Como consequéncia de altas concentragdes de Ni, pode ocasionar efeitos nas
plantas, tais como: os processos fisiologicos e bioquimicos em plantas superiores sao
afetadas, incluindo redugdes de trocas gasosas (AMARI et al., 2014), diminui¢cdes nos
niveis de clorofila (SIRHINDI et al., 2016) e interferéncia na absorcdo de dgua (YUSUF
et al., 2014).

Quanto a sintomatologia, os principais sintomas visuais da defici€éncia de Ni nas
plantas estdo a clorose (palidez ou amarelecimento das folhas durante o crescimento foliar
ou crescimento precoce do dossel das plantas); redu¢do do tamanho e formato alterado da
folha; apresentam regido verde-escuro caracteristico nas pontas foliares; necrose apical
foliar; curvatura e enrugamento da regido apical foliar e auséncia do desenvolvimento
laminar (REIS et al., 2014).

Além disso, a caréncia do Ni na planta altera a sintese de proteinas, diminuindo o
crescimento e teor de aminodcidos, devido a reducdo da urease, bem como ocorre o
aumento do teor de nitrato e ureia nas folhas (BHALERAO et al., 2015). Adicionalmente,
antecipa a senescéncia das plantas e modifica o metabolismo do nitrogénio (ROVEDA et

al., 2014).
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Enquanto que, em altas concentracdes de Ni nas plantas, provoca a diminuicdo da
quantidade de Fe e Zn na mesma (SIRHINDI et al., 2016). Além de ocasionar toxidez,
que pode variar de acordo com a espécie, pois hd ocorréncia de plantas sensiveis,
moderadamente tolerantes e potencialmente acumuladoras desse micronutriente
(KURAMSHINA et al., 2018).

A toxicidade deste metal em plantas, tornou-se uma problematica mundial que
ameaca a agricultura sustentdvel, quando comparado a outros metais pesados, o Ni tem
recebido pouca atengdo em produgdes cientificas, em virtude de suas propriedades
complexas, o que o torna um grande obstdculo na divulgacdo de seu mecanismo de

toxicidade nos organismos vegetais (KURAMSHINA et al., 2018).

3.5. Espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo radicais livres, termo este que se
refere a um dtomo ou molécula altamente reativa, que contém um nimero impar de
elétrons em sua ultima camada, tornando-o livre (MISHRA; SHARMA, 2019; NAING;
KIM, 2021).

As EROs funcionam como um mecanismo de defesa da planta a uma série de
combinacdo de estresses bidticos e abidticos, cujas respostas tem por finalidade induzir
que a planta retorne ao seu metabolismo normal, quando presentes em baixas
concentracdes (OLIVEIRA NETO et al., 2018; NAING; KIM, 2021).

As espécies reativas s@o normalmente referidas como subprodutos de reacdes
redox que se apresentam tanto como radicais livres, como na forma molecular de um nao
radical (como o perdéxido de hidrogénio), sendo consideradas muito reativas por sua
instabilidade, mesmo nao possuindo elétrons desemparelhados (BARBOSA et al., 2014;
MISHRA; SHARMA, 2019).

S@o moléculas altamente oxidantes e compreendem: o anion superoxido (O2*),
peroxido de hidrogénio (H202), oxigénio singleto ('0,), radical peridroxil (HO2*") e
radical hidroxila (OH®) (MITTLER, 2017; MISHRA; SHARMA, 2019; NAING; KIM,
2021).

A hidroxila (OH®) apresenta o maior potencial reativo no meio bioldgico,
tendendo reagir nas proximidades do sitio onde foi gerado, resultando na inativacio ou
mutacio do DNA e retirada de 4tomos de hidrogénio de grupos metileno de dcidos graxos
poli-insaturados, dando inicio a peroxidacao lipidica (HASANUZZAMAN et al., 2020;
NAING; KIM, 2021).
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O oxigénio singleto € considerado a segunda mais reativa e pode difundir-se a
distancias significativas a partir de seu sitio de producio estando associada a reagdes com
aminodcidos, tidis, 4dcidos nucleicos, carboidratos, proteinas e membranas lipidicas
(MITTLER, 2017; MISHRA; SHARMA, 2019).

Por sua vez, o anion superéxido € tido como moderadamente reativo e considerado
instavel, uma vez que possui nimero impar de elétrons (13) em sua ultima camada
(BARBOSA et al., 2014; MITTLER, 2017; MISHRA; SHARMA, 2019).

O perdxido de hidrogénio € considerado mais estdvel quando comparado com a
hidroxila e moderadamente reativa, apresentando pequeno tamanho, o que configura
permear membranas celulares e assim possibilitar reacdes em alvos mais distantes,
atuando como mensageira da condi¢dao de estresse (MITTLER, 2017; NAING; KIM,
2021).

O H20: € responsavel pelos processos de fechamento estomadtico, formacdo de
ligacdes transversais na parede celular, expressdo de genes relacionados a respostas
ambientais, biogénese de peroxissomos, inativacdo de enzimas por oxidacdo de seus
grupos tiol, indu¢cdo de enzimas (catalase e peroxidase) e provocar danos aos acidos
nucléicos, proteinas e lipideos (ZHU et al., 2019; HASANUZZAMAN et al., 2020;
NAING; KIM, 2021; WEI et al., 2021).

As moléculas supracitadas, sdo produzidas continuamente como subprodutos de
diversas vias metabdlicas, localizadas em diferentes compartimentos celulares, tais como:
cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos (SAIBI; BRINI., 2018; LOCATO et al., 2018).

A producao de EROs (Figura 1), em muitos estdgios celulares, tem papel relevante
nos processos biolégicos, como na sinalizacdo celular e sistema de defesa imune (as
reativas de oxigénio combatem os agentes agressores que se encontram na célula) (ZHU
et al., 2019; WEI et al., 2021).

A problematica existente, ¢ que niveis gerados de EROs podem transpassar os
limites necessdrios para o combate ao agente agressor, ocasionando assim, danos
celulares (HASANUZZAMAN et al., 2020; NAING; KIM, 2021).

E possivel estimar indiretamente os danos celulares através da quantificagio dos
teores de malonaldeido (MDA), produto final da peroxidagdo lipidica, sendo comumente
utilizado na determinacao dos niveis de danos causados nas membranas (LI et al., 2017;

BATISTA et al., 2018).
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Diante da maior produgdo de reativas de oxigé€nio e, considerando os prejuizos
causados pelas mesmas, as plantas possuem sistemas antioxidantes enzimaticos € nao
enzimaticos (OLIVEIRA NETO et al., 2018).

O primeiro é composto pela dismutase do superéxido (SOD), peroxidase do
ascorbato (APX) e catalase (CAT), dentre outros, enquanto que ascorbato, glutationa e
tocoferol sdo nao enzimaticos (HASANUZZAMAN et al., 2020; NAING; KIM, 2021).

A SOD ¢ a primeira linha de defesa contra EROS, através da dismutagdo dos fons
superdxido, com a formacao de H.O> (BERWAL; RAM, 2018; MOLONEY; COTTER,
2018). Os superdxidos sao sintetizados em qualquer compartimento celular onde ha
transporte de elétrons, sendo assim, presente em todos os compartimentos celulares
suscetiveis ao estresse oxidativo (SAIBI; BRINI, 2018; LOCATO et al., 2018).

A dismutase superdxido € classificada de acordo com seu metal cofator, em
diferentes grupos, sendo o tipo e a quantidade de isoformas varidveis entre espécies
vegetais (HASANUZZAMAN et al., 2020). A FeSOD estd presente nos cloroplastos,
MnSOD nas mitocondrias e peroxissomos e as Cu/Zn-SOD nos cloroplastos,
peroxissomos, citosol e no espago extracelular (NAING; KIM, 2021).

A CAT tem a funcdo de neutralizar o H,O; em dgua e oxigénio molecular e esta
presente nos peroxissomas (HASANUZZAMAN et al., 2020). As catalases podem ser
divididas em trés classes: I (removem o H2O: produzido durante a fotorrespiracdo em
tecidos fotossintéticos), II (produzidas em tecidos vasculares, mas sua funcdo bioldgica
permanece desconhecida) e III (presentes nas sementes e plantas jovens, cuja atividade
estd relacionada a remog¢dao de H2O: produzido durante a degradacdo dos édcidos no
glioxissoma (ALI et al., 2019; NAING; KIM, 2021).

A APX € a enzima mais importante da eliminacdo de H>O: no citosol e
cloroplastos, através da utilizacao de ascorbato como seu doador de elétrons para reduzir
o perdxido de hidrogénio a dgua, fazendo parte do ciclo ascorbato-glutationa (BERWAL;
RAM, 2018; SAIBI; BRINI, 2018; LOCATO et al., 2018).

As G-POD sao proteinas que preferencialmente oxidam doadores de elétrons
aromdticos, como guaiacol, as custas de H,O; (ALI et al., 2019; NAING; KIM, 2021).
Além disso, estdo associados a muitos processos biossintéticos importantes e defesa
contra estresses abidticos e bidticos (HASANUZZAMAN et al., 2020).

Virias condigdes estressantes do meio ambiente, incluindo diferentes poluentes,

como metais pesados, herbicidas, 0zonio e hidrocarbonetos aromadticos policiclicos,
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mostraram induzir a atividade de G-POD (HASANUZZAMAN et al., 2020; NAING;
KIM, 2021).

O sistema ndo enzimdtico compreende os antioxidantes provenientes das
vitaminas, flavonoides, carotenoides, albumina, transferrina, glutationa, dentre outros
(MOLONEY; COTTER, 2018).

O estresse oxidativo, entdo, € resultante do desequilibrio entre as EROs e os seus
equivalentes antioxidantes, causados por distirbios na producdo, distribuicdo ou
concentracgdes elevadas de EROs em funcdo de agentes enddgenos (sistema enzimatico e
ndo enzimdtico) ou fatores ambientais (luminosidade, salinidade, alagamento, seca, frio,
metais pesados, ataques de patdgenos, envelhecimento, ferimentos, dentre outros),
ocasionando a¢des danosas sobre as células (PRAJAPATI et al., 2018; JOGAWAT et al.,
2021).



Figura 1 - Esquema do mecanismo de manutenc¢do do equilibrio das EROs.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Conducio experimental e material vegetal

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo pertencente a Universidade
Federal Rural da Amazonia — UFRA (Figura 2), situado em Belém-PA, com coordenadas
geograficas (01° 28 03 S e 48° 29’ 18” W), no periodo de julho a setembro de 2019. A
classificacdo do clima é Af, segundo Koppen e Geiger, com temperatura média de 26,8°
e umidade relativa do ar de 95% (LOPES et al., 2018).

As sementes utilizadas foram da espécie arbdrea Paricd, Schizolobium
amazonicum, fornecidas pela AIMEX (Associagdo das Industrias Exportadoras de
Madeira do Estado do Pard), situada em Benevides, Para, Brasil (1° 20’ 04.9” S 48° 14’
24.5” O).

Figura 2 - Conducao experimental na casa de vegetacdo — UFRA.

Localizagdo Casa de Vegetacio- UFRA

Ve o e -

Fonte: Autor (2022).

4.2. Producao de mudas e exposicao das plantas as dosagens de niquel

Foi realizada uma selecdo manual de 120 sementes, baseado nos critérios em
relagdo a cor, tamanho e espessura (Figura 3-A), uma vez que a padronizagdo resulta na
precisdo das melhores condi¢des de semeadura, além de evitar diferenciacao de resultados

(SHIMIZU et al., 2011).
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Em virtude das sementes deterem dorméncia tegumentar, foram efetuadas
escarificagdes mecanicas a fim de acelerar o processo de germinacdo das mudas quando
alocadas em substrato (Figura 3-B) (FRIGOTTO et al., 2015).

A agdo foi realizada na parte contréria ao eixo embriondrio do elemento, através
da fric¢do mecanica, utilizando lixa 80 mm e posterior submersdo em dgua fria por 24
horas (Figura 3-C), com o intuito de manté-las hidratadas para o semeio (SHIMIZU et

al., 2011).

Figura 3 - Padronizacdo das sementes de Parica (A), processo de escarificacdo (B) e
submersdo do material em dgua por 24 horas (C).

Fonte: Autor (2022).

No dia seguinte, foi realizado o semeio, sendo quatro sementes/recipiente, em
vasos do tipo Leonard, com capacidade de 4,6 L, adaptados com garrafas pet, envolvidos
com papel aluminio (para minimizar a interferéncia da radiacdo solar no crescimento
radicular) e, na parte superior, contendo papel Etil Vinil Acetato (E.V.A) em formato
circular (para evitar a proliferacio de algas), contendo, no seu interior, areia esterilizada
(Figura 4).

Ap6s 15 dias de semeio, foi aplicada solug@o nutritiva de SARRUGE (1975)
(Tabela 1) com a finalidade de completar seu crescimento antes do inicio da aplicacdo

dos tratamentos, sendo renovada semanalmente.
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O pH foi mantido entre 5,8 a 6,0 adicionando hidréxido de sédio (NaOH) (no

intuito de elevar o pH) ou 4cido cloridrico (HCl) (no intuito de reduzir o pH) a uma

concentracdo de 0,1 mol L, quando necessario.

Figura 4: Modelo de vaso adaptado tipo Leonard utilizado no experimento.

Fonte: TEIXEIRA; SOUZA (2019).

Tabela 1: Composi¢ao da solugdo nutritiva Sarruge (1975) adotada no experimento.

Composicio | Concentracdo 1 mL. | Concentracao 2 mL | Concentracio %4 mL
KH>PO4 30 mL 15mL 7,5 mL
KNOs 150 mL 75 mL 37,5 mL
Ca(NO3)2 150 mL 75 mL 37,5 mL
MgSOq4 60 mL 30 mL 15 mL
MICRO 30 mL 15 mL 7,5 mL
Fe - EDTA 30 mL 15 mL 7,5 mL

Fonte: Autor (2022).

Transcorridos 60 dias apds o semeio, ocorreu a primeira aplicacdo das dosagens
(Dia 0), nas concentragdes de 0; 200; 400; 600 e 800 uM L' de cloreto de niquel hidratado
(NiCl2.H20) em solugdo nutritiva, tomando como base a Resolu¢dao 420 do Conselho
Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) (BRASIL, 2009). Ap6s uma semana, ocorreu
a segunda aplicacao das dosagens (Dia 7), assim como a terceira (Dia 14).

O critério adotado para a realizacdo das aplicacdes de niquel foi baseado em
funcdo da resposta do metal sobre a espécie. Desta forma, o nimero de aplicagdes do Ni

foi interrompido quando as plantas apresentaram sintomatologia bem evidente.
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4.3. Coleta e armazenamento do material

Ap6s 15 dias da aplicagdo do NiCl,, as mudas foram coletadas para andlises
enzimaticas, levando em consideracdo a presenca de sinais de toxidez (clorose, epinastia
e senescéncia foliar), onde foram separadas as folhas e raizes, armazenando-as em
envelopes de aluminio (para preservar as estruturas) e sacos pldsticos, em seguida
acondicionadas em freezer.

Posteriormente, as amostras de folhas e raizes foram liofilizadas em liofilizador
do modelo L108 Liotop por aproximadamente 20 horas. O material liofilizado foi

utilizado para andlise da concentracdo de enzimas antioxidantes.

4.4. Analises de enzimas antioxidantes

As andlises do sistema antioxidante foram realizadas no Laboratério de Estudos
em Biodiversidade em Plantas Superiores — EBPS, localizado na UFRA, Belém-PA.

Os parametros avaliados foram: superdxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)
(GIANOPOLITIS; RIES, 1977); peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11)
(NAKANO; ASADA, 1981); peroxidase do guaiacol (G-POD, EC 1.11.1.9) (KAR;
MISHRA, 1976), catalase (CAT, EC 1.11.1.6) (HAVIR; MCHALE, 1987) e o composto
Malonaldeido (HEATH; PACKER, 1968).

4.4.1. Extracao

Os extratos para a determinac¢do da peroxidacdo de lipideos (MDA) e da atividade
das enzimas SOD, APX, G-POD e CAT, foram obtidos a partir da maceracdo em
nitrogénio liquido de 1g de tecidos frescos de folhas com 4 ml de solu¢do tampao Tris-
HCl a 0,05M, pH 8,0, contendo EDTA a 0,1 mM.

O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 x g durante 15 min, a4 ° e o sobrenadante

foi coletado e armazenado a -20 °C até a analise.
4.4.2. Malonaldeido (MDA)

A determinacao da peroxidacao de lipideos de membranas foi realizada utilizando
o teste para substincias reativas ao dcido tiobarbitdrico, através da determinagdo dos
teores do malonaldeido (MDA).

O volume de 0,5 ml de extrato bruto foi misturado com 0,5 ml da solu¢do de TBA
0,5% e acido tricloroacético (TCA) 20%. Os tubos foram deixados em banho-maria a 95

°C, durante 30 minutos.
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Decorrido esse tempo, os tubos foram resfriados em banho de gelo para
interromper a reacdo. Em seguida eles foram centrifugados a 3.000 g por 10 minutos e o
sobrenadante coletado. A absorbancia do sobrenadante foi medida a 532 nm e 600 nm.

A obtencdo da leitura espectrofotométrica para os teores de TBA ocorreu apds a
subtragdo da absorbancia ndo especifica (600 nm), da especifica 532 nm. O contetido de
MDA foi determinado usando seu coeficiente de extingdo molar (155 mM™! cm™). Os

resultados foram expressos em nmol de MDA g'! de matéria fresca (MF).
4.4.3. Dismutase do superéxido (SOD EC 1.15.1.1)

O meio de reacdo foi composto por tampao fosfato de potdssio a 50 mM, pH 7,8,
EDTA a 0,1 mM, metionina a 19,5 mM, nitrocloreto de tetrazolio azul (NBT) a 75 uM,
riboflavina a 2 uM e 50 pL do extrato bruto convenientemente diluido, em um volume
final de 1,5 mL.

A reacdo foi conduzida em uma camara, iluminada com duas lampadas
fluorescentes de 20 W, por 15 min. A atividade da SOD foi estimada através do aumento
da absorbancia a 560 nm, devido a produgcdo de formazana azul, resultante da
fotorreducdo do NBT, avaliando-se a capacidade da enzima em inibir a fotorreducio do
azul de nitrotetrazolio (NBT).

Os resultados foram expressos em UAD g‘1 MS, sendo UAD (unidade de atividade
enzimatica) definida como a quantidade de enzima necessdria para causar 50% de

inibi¢do da fotorredu¢do do NBT, no periodo de 15 min.
4.4.4. Peroxidase do ascorbato (APX EC 1.11.1.11)

O meio reacional foi composto por uma mistura contendo tampao fosfato de
potassio a S0 mM, pH 6,0, EDTA a 0,05 mM, ascorbato a 0,015 M, H202a 0,03 M e 300
puL do extrato enzimatico convenientemente diluido, em um volume final de 1,5 mL.

A atividade da APX foi estimada pela oxidacdo do ascorbato, mensurada pelo
decréscimo de absorbancia a 290 nm. Os resultados foram calculados usando o
coeficiente de extingdo molar do ascorbato (€ = 0,0028 M™! cm™) e expressos em mmol

de H,0> min™! mg! prot.
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4.4.5. Peroxidase do guaiacol (G-POD EC 1.11.1.9)

A mistura de reagao foi composta por 50 uLL do extrato, convenientemente diluido,
950 pL de tampao fosfato de potéassio a 0,1 M, pH 7,0, contendo EDTA a 0,1 mM, 500
pL de guaiacol a 20 mM e 500 pL. de H2O2 a 60 mM.

A atividade da GPOD foi acompanhada pela formagdo do tetraguaiacol,
monitorado pelo aumento da absorbancia a 470 nm. Os resultados foram expressos em
mmol de H>O> min mg™! prot, usando-se para os célculos o coeficiente de extingdo molar

do tetraguaiacol (€ = 0,266 M™' cm™).
4.4.6. Catalase (CAT EC 1.11.1.6)

O meio de reacdo foi composto por tampao fosfato de potdssio a 86 mM, pH 7,0,
EDTA a 86 uM, H>02 a 20mM e 150uL do extrato bruto convenientemente diluido, em
um volume final de 1,5 mL.

A atividade enzimatica foi determinada pelo decréscimo da absorbéncia a 240 nm,
resultado da decomposicdo do H2O», durante 1 min. Os resultados foram calculados
usando o coeficiente de extingdo molar (€ =36 M! cm™!) e expressos em mmol de H>O;

min' mg! prot.
4.4.7. Analise de Niquel

A metodologia utilizada foi a descrita no "Manual de Andlises Quimicas de
Plantas, Solos e Fertilizantes" do capitulo "Analise Quimica de Tecido Vegetal" adaptado
da Embrapa (SILVA, 2009).

O método analitico utilizado para a extragdo dos metais foi a digestdo imida pela
combinacdo dos dcidos HNO3; + HCIO4 (3:1). Desta forma, pesou-se 500 mg de amostra
previamente desidratada e foi transferido para um erlenmeyer de 125 ml.

Foram adicionados 8 ml da solu¢do acida HNO3 + HClO4, mantido a frio pelo
periodo de trés horas. Na sequéncia, foi transferido para um bloco digestor e aquecido a
120 °C até cessar o desprendimento de vapores de coloragdo acastanhada, caracteristica
de NO». Em seguida, a temperatura foi elevada a 200 °C até cessar o desprendimento de
vapores esbranquigados, caracteristicos de HCIO4.

Ap6s o resfriamento do sistema, completou-se o volume de 25 ml com 4gua

destilada, transferindo-se para frasco de vidro escuro. As amostras foram, entdo,
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submetidas a andlise por espectrometria de absor¢do atdomica (EAA) por emissdo de

chama, no comprimento de onda Ni*? = 232.0 nm.

4.5. Delineamento experimental e analise estatistica

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC),
constituido de 5 tratamentos, sendo um com plantas controle (sem niquel), e os demais
com quatro doses de cloreto de niquel (200 uM L' NiCly; 400 uM L' NiCly; 600 uM L
I'NiClz e 800 uM L' NiCly), em seis repeticdes, totalizando 30 unidades de Paricd no
experimento.

A andlise estatistica das varidveis e geracao dos graficos foi realizada através do
software R Studio, versdo 1.3.1093, utilizando a biblioteca ExpDes.pt e a fungao “dic”, o
qual ja realiza anélise de normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk e igualdade
das variancias pelo teste Bartlett, igualmente fazendo a ANOVA, e posteriormente teste
Post-Hoc de Tukey, onde em todas as andlises, foram consideradas o nivel de

significancia de 5%.



33

5. RESULTADOS

5.1 Concentracao de Niquel na raiz e parte aérea

A quantidade de niquel nas raizes e parte aérea de S. amazonicum aumentou com
o acréscimo das concentragdes de NiCl, em solucdo nutritiva (Figura 5). Em todos os
tratamentos com Ni, a concentra¢do foi maior nas raizes, atingindo o valor de 2710,92
mg kg! MS na dosagem de 800 uM L! de Ni. Nas folhas, a concentracdo de Ni atingiu
o maior valor de 90,15 mg kg'! MS também para a dosagem de 800 uM L™! de Ni.

Sendo assim, a concentracdo de niquel nos diferentes 6rgaos da planta foi: raizes

> folhas.

Figura 5 — Concentragdo de niquel em raiz e folha. Médias seguidas de mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste F, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Fonte: Autor (2022).

5.2 Atividade das enzimas antioxidantes e do composto Malonaldeido

De modo geral, a concentracio de NiCl em solucdo nutritiva provocou
incremento nas atividades das enzimas antioxidantes € do composto Malonaldeido

(MDA), em folhas e raizes de plantas de Parica.
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5.3 Teor de Malonaldeido (MDA)

Em relacdo ao composto MDA (Figura 6), foi possivel observar que na raiz, a
partir da dosagem de 600 uM L™ de Ni, houve uma diferenca significativa nas
concentracdes do referido composto em relacdo as plantas submetidas ao tratamento
controle. Foram encontrados valores de 5,63 pmol.g.MF (0 uM Ni) e 17,61 pumol.g. MF
(800 uM L' Ni), representando um aumento de 312,79% na maior dosagem de Ni em
relacdo as plantas submetidas ao tratamento controle.

Para as folhas, a partir da dosagem de 400 uM L' de Ni, em relacdo as plantas
controle, a diferenca foi significativa. Foram encontrados valores de 8,78 pumol.g.MF (0
uM Ni) e 25,50 umol.g.MF (800 uM L' Ni), representando um aumento de 290,43% na
maior dosagem de Ni em relacdo as plantas submetidas ao tratamento controle, o que
evidencia que para ambos os tecidos, o aumento do teor de MDA em doses crescentes de

NiCl; € indicativo de danos a membranas celulares.

Figura 6 — Teor de Malonaldeido (MDA) em raiz e folha em funcdo das doses de Ni*%.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F, ao nivel de 5% de
probabilidade.
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5.4 Superoxido Dismutase (SOD)

As concentragdes de superdxido dismutase (Figura 7) nas raizes e folhas das
plantas submetidas as doses de Ni aumentaram significativamente (p<0.05). Nas raizes

foram encontrados valores de 19,22 UAD g mg™! prot (0 uM Ni) e 83,79 UAD g mg'!
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prot (800 uM L Ni), representando um aumento de 435,95% na maior dosagem de Ni
em relacdo as plantas submetidas ao tratamento controle.

Nas folhas das plantas controle e com Ni (800 uM L' Ni) as concentracdes foram
de 29,46 e 78,60 UAD g! mg"! prot, respectivamente. Estes dados demonstram um
aumento de 266,80% de SOD nas plantas com maior dosagem de Ni*? em comparacdo as

plantas submetidas ao tratamento controle.

Figura 7 — Teor de superdxido dismutase (SOD) em raiz e folha em funcio das doses de
Ni*2. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F, ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Fonte: Autor (2022).

5.5 Catalase (CAT)

Nos resultados referentes a enzima catalase, foi possivel observar que na raiz
(Figura 8) houve um aumento significativo 2 medida que a concentracio de Ni** foi
crescendo, correspondente a dosagem de 800 uM L', o valor mais alto (102,34 mmol
H>0> min"! mg™! prot) quando comparado as plantas submetidas ao tratamento controle
(63,50 mmol H,O, min™! mg‘1 prot). Estes dados demonstram um aumento de 161,16%
de CAT nas plantas com maior dosagem de Ni*?> em comparagio as plantas submetidas
ao tratamento controle.

O mesmo comportamento foi reportado na folha (Figura 8), também apresentando

maior valor na dosagem mdxima de Ni*? (138,14 mmol H>O, min!' mg™! prot) quando
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comparado as plantas submetidas ao tratamento controle (75,46 mmol H,O, min' mg!
prot), sendo equivalente ao incremento de 183,06% desta enzima, o qual evidencia um

indicativo de elevadas quantidades de H>O» para ambos os tecidos.

Figura 8 — Teor de Catalase (CAT) em raiz e folha em funcdo das doses de Ni*2. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Fonte: Autor (2022).

5.6 Ascorbato peroxidase (APX)

Em relacdo ao composto APX (Figura 9), foi possivel observar que na raiz, a
partir da dosagem de 600 uM L™ de Ni, houve uma diferenca significativa nas
concentracdes da referida enzima em relacdo as plantas controle.

Foram encontrados valores de 1,03 mmol H>O, min"! mg™! prot (0 uM Ni) e 1,68
mmol H>O min mg™! prot (800 uM L' Ni), representando um aumento de 163,11% na
concentracdo de APX, quando as plantas foram submetidas na maior dosagem de niquel.

Enquanto que para as folhas, a partir da dosagem de 400 uM L™! de Ni, em relagio
as plantas controle, a diferenca foi significativa. Foram encontrados valores de 1,11 mmol
H>0> min! mg™! prot (0 uM Ni) e 1,60 mmol H20> min™ mg™! prot (800 uM L Ni),
representando um aumento de 144,14% na concentracdo de APX, quando as plantas

foram submetidas na maior dosagem de niquel.
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Figura 9 — Teor de ascorbato peroxidase (APX) em raiz e folha em func¢do das doses de
Ni*2. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F, ao nivel de 5%
de probabilidade.
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Fonte: Autor (2022).

5.7 Guaiacol peroxidase (G-POD)

Analisando a G-POD (Figura 10), foi possivel observar que na raiz, a partir da
dosagem de 400 uM L de Ni, houve uma diferenca significativa nas concentracdes da
referida enzima em relagdo as plantas submetidas ao tratamento controle.

Foram encontrados valores de 2,29 mmol H>O, min"! mg™! prot (0 uM Ni) e 5,72
mmol H>O, min' mg™! prot (800 uM L' Ni), representando um aumento de 249,78% na
concentracdo de G-POD, quando as plantas foram submetidas na maior dosagem de
niquel.

Enquanto que para as folhas, a partir da dosagem de 200 uM L! de Ni, em relagio
as plantas controle, a diferenca foi significativa. Foram encontrados valores de 2,74 mmol
H>0, min!' mg™! prot (0 uM Ni) e 7,66 mmol H,0> min mg™! prot (800 uM L Ni),
representando um aumento de 279,56% na concentracdo de G-POD, quando as plantas

foram submetidas na maior dosagem de niquel.
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Figura 10 — Teor de guaiacol peroxidase (G-POD) em raiz e folha em funcao das doses de
Ni*2. Médias seguidas de mesma letra nio diferem entre si pelo teste F, ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Fonte: Autor (2022).

6. DISCUSSAO

6.1 Concentracao de Niquel na raiz e parte aérea

O fato do acumulo de Ni ser usualmente maior nas raizes do que na parte aérea,
pode ser explicado devido o sistema radicular apresentar primeiro contato com a solucao
contaminada e por ocorrer nos locais de troca catidnica das paredes dos vasos do
parénquima do xilema (FENG et al., 2016).

Além disso, a toxicidade do Ni ser mais acentuado nas raizes também pode estar
relacionado a alteragdo do equilibrio redox celular, resultante do aumento de EROs
(SINGH et al., 2016; ZOUARI et al., 2016), o que possibilitaria efeitos deletérios as
plantas.

Desta forma, o dano celular nas raizes das plantas ocasionado pelo aumento na
concentracdo de Ni, pode ser intensificado pelo incremento das EROs, culminando em
danos oxidativos as suas biomoléculas celulares, o que indica, portanto, que as raizes sao
mais suscetiveis a danos induzidos por niquel do que outros 6rgaos vegetais (LYU et al.,
2018).

Sabe-se que o niquel em excesso, de forma semelhante com outros metais pesados,
diminui o teor de clorofila nas folhas, podendo resultar em perturbacdo da atividade

fotoquimica ou bioquimica (TOLEDO, 2017).
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A reducgdo da matéria seca das plantas € determinada pela deficiéncia nutricional
causada pelas lesdes nas raizes, provocadas por elevados teores de metais pesados, assim
como o Ni (CHAVES; SOUZA, 2015), isso porque a absorcao do referido metal se da
pelos mesmos sitios ativos do Cu*?, Fe*? e Zn*?, o que pode ocasionar efeito interidnico
de inibi¢ao competitivo (UGARTE et al., 2015).

Elevado teor de niquel em uma planta pode ser um importante indicativo da
eficiéncia da fitoextracao em Paricd (LIU et al., 2013). Este processo, utiliza a capacidade
de plantas hiperacumuladoras para extrair metais pesados do solo, imobilizando-o e,
consequentemente, descontaminando o ambiente (FERNANDES-HORN et al., 2016).

Plantas hiperacumuladores de Ni, como o Paricd, tem o metal sequestrado
preferencialmente nas células epidérmicas, principalmente nos vacuiolos, impedindo-o de
interferir na fotossintese e respiracdo (ANDRESEN et al., 2018).

Desta forma, com os dados expostos deste estudo, pode ser sugerido que o Parica
seja uma espécie que apresente potencial fitorremediador, com caracteristica

fitoextratora.

6.2 Atividade das enzimas antioxidantes e do composto Malonaldeido

O aumento significativo da atividade das enzimas antioxidantes em plantas de
Parica sob doses crescentes de NiCly, provavelmente ocorreu devido ao desenvolvimento
dos mecanismos enzimdticos na planta para atenuar, neutralizar ou eliminar o estresse
oxidativo causado pelas EROs (NAING; KIM, 2021).

A medida que as plantas sofrem estresse abiético, estas desenvolvem mecanismos
de defesa através das enzimas antioxidantes (SOD, CAT, APX e G-POD), que por sua
vez, catalisam reacdes redox (SENEVIRATNE et al., 2019; NAING; KIM, 2021). Além
disso, é sugerido que o estresse oxidativo causado por metais pesados pode ser aliviado
pelo elevado nivel de sistemas antioxidantes (ALI et al., 2019).

Com isso, a protecdo resultante das atividades enzimdticas pode ter importante
influéncia sob a tolerancia das espécies submetidas a estresses abidticos (OLIVEIRA

NETO et al., 2018).
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6.3 Teor de Malonaldeido (MDA)

Quantificar o teor de peroxidacdo de lipidios de membranas € uma forma indireta
de determinar o nivel de estresse oxidativo em plantas, haja vista que essas moléculas sao
os principais alvos das EROs. Por esta razdo, o MDA vem sendo utilizado para averiguar
o grau de injdria provocado a membrana celular (AZMAT; MOIN, 2019; MORALES;
MUNNE-BOSCH, 2019).

As altas concentragdes de MDA, podem conferir alteracdes estruturais que variam
desde alteracdo na fluidez, elasticidade e permeabilidade da membrana, em virtude do
extresse oxidativo causado por metais pesados (RODRIGUES et al., 2016), assim como
provocar inativagcdo de proteinas, mutagdo e quebra do DNA, podendo induzir a planta a
morte programada (LEBLEBICI et al., 2019).

O aumento nos niveis dessa molécula sugere que o estresse oxidativo pode causar
peroxidacao de lipidios nas membranas pelo acimulo de EROs (GUO et al., 2018). Tal
fato pode ser observado nos dados encontrados neste estudo, cujo teor de MDA
apresentou diferencas significativas para raiz e parte aérea.

E conhecido que em situacdes de estresse por excesso de Ni*?, o desequilibrio de
EROs nos tecidos de planta promova a oxidacao de lipidios, proteinas e dcidos nucléicos,
o que ira refletir negativamente no crescimento, nas caracteristicas fotossintéticas e nos
pigmentos fotossintetizantes (HASSAN et al., 2019).

Entretanto, com o incremento preponderante da atividade enzimdtica em doses
crescentes de NiCl,, para este estudo, sugere-se que o Parica apresente resisténcia a esse

metal, apesar da indicacao de danos celulares.
6.4 Superoxido dismutase (SOD)

A SOD € uma enzima responsavel por conferir tolerancia ao estresse oxidativo
(NAING; KIM, 2021), a qual constitui a primeira linha de defesa contra EROs acumulado
pelo estresse abidtico, assim como seus produtos reativos, por catalisar a dismutacdo de
0>* para H202 e O> (SAIBI; BRINI, 2018; LOCATO et al., 2018).

Neste estudo, observou-se que a quantidade de SOD em folha e raiz em plantas
de Paricd aumentou gradualmente com o incremento da concentracdo de NiClo.
Possivelmente, devido ao aumento nos niveis de O2*, ocasionado pelo estresse do

referido metal, o que promoveu aumento na expressdo de enzimas para biossintese da

SOD. (MISHRA; SHARMA, 2019).
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Sabe-se que plantas com niveis mais elevados de SOD demonstram ser mais
resistentes ao estresse abidtico, por isso € reconhecido a importancia do incremento desta
enzima na remoc¢do do radical superéxido nos cloroplastos, citosol e mitocOndrias
(BERWAL; RAM, 2018).

Concomitante a isso, o aumento no conteido de H>O», proveniente da acdo da
SOD (CHOUDHURY et al., 2017; SENEVIRATNE et al., 2019; NAING; KIM, 2021),
associado com o incremento no nivel do metal estudado, estimulou também a elevagdo
das enzimas CAT, APX e G-POD em raizes e folhas de plantas de Paric4, com o intuito
de manter equilibrado o contetido das EROs e evitar danos celulares.

Sendo assim, foi possivel observar que a SOD foi uma enzima relevante para

amenizar os efeitos toxicos das EROs em plantas jovens de Parica.
6.5 Catalase (CAT)

E sabido que a a¢iio combinada de SOD e CAT sio cruciais para mitigar os efeitos
do estresse oxidativo, uma vez que a primeira envolve a dismutacdo de O>* em H>Oz e a
segunda decompde o peréxido de hidrogénio em H>O e O, (OLIVEIRA NETO et al.,
2018), impedindo intenso acimulo de H2O2 em plantas de Paricé sob niveis crescentes de
Ni.

A capacidade de manter a atividade da CAT em niveis elevados, sob condi¢des de
estresse oxidativo por metais pesados, é essencial para que haja equilibrio entre a
formagio e remogio de H,O» do ambiente intracelular (ATAIDE et al., 2018; OLIVEIRA
NETO et al., 2018).

Sabe-se que o metabolismo de carbono de plantas C3 (S. amazonicum) usualmente
confere maior atividade da enzima CAT em folhas (ATAfDE et al., 2018), corroborando
com os dados apresentados neste estudo.

O aprimoramento da catalase é, portanto, assumido como uma estratégia
adaptativa contra o dano causado por estresse oxidativo mediante altas concentragdes de
metais pesados (PRAJAPATI et al., 2018).

Assim, foi constatado a necessidade do estimulo da catalase, para reduzir o H>O»
gerado pelo estresse oxidativo, a fim de formar outros produtos que nao sio toxicos para
a célula vegetal e assim promover a manutengdo da homeostase celular (OLIVEIRA

NETO et al., 2018; NAING; KIM, 2021).
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Logo, pode-se inferir com os dados apresentados neste estudo, a eficiéncia da
enzima catalase para amenizar os efeitos toxicos promovidos pelas EROs sob diferentes

doses de niquel em plantas de Parica.
6.6 Ascorbato peroxidase (APX)

Similar ao comportamento da CAT, a APX também estd envolvida nos
componentes de desintoxica¢do do H>O», em condi¢des de estresse oxidativo. Assim, foi
possivel observar que o aumento de APX neste estudo, evidencia a defesa da planta na
destruicd@o de radicais livres como forma de prevencao a danos mais graves (OLIVEIRA
NETO et al., 2018).

Isso corrobora com o fato desta enzima atuar no combate a vérios estresses
abidticos por toxidez de metais, sendo expressa pelo aumento da atividade antioxidante
(SHAHNAWAZ; SANADHYA, 2017; ZHU et al., 2019; WEI et al., 2021).

O motivo pelo qual a atividade enzimética da APX ter sido ligeiramente maior na
raiz do que na folha, supostamente pode ser sugerido que o Ni*? pode influenciar o padrio
de resposta de uma mesma enzima em tecidos diferentes (PRAJAPATI et al., 2018;
JOGAWAT et al., 2021).

Portanto, ao analisar o comportamento da enzima APX, pode-se evidenciar que a
mesma também apresentou relevancia no combate aos efeitos téxicos promovidos pelas

EROs em diferentes concentragdes de niquel em plantas de Parica.
6.7 Guaiacol Peroxidase (G-POD)

A G-POD também foi uma enzima antioxidante responsiva, visto que, foi
estimulada em altas concentracdes de Ni. Supostamente, esse incremento pode ser
justificado por essa enzima também estar envolvida na eliminacao efetiva do H>2O2, bem
como no crescimento de plantas (HASANUZZAMAN et al., 2020).

Mudancgas na atividade das peroxidases sdo correlacionadas com respostas de
defesa de plantas, tanto estresses bidticos quanto abidticos (TAIZ et al., 2017). Assim, é
possivel associar o estresse oxidativo causado por metal pesado, como um estimulo
desencadeador para a ativa¢do da G-POD, como foi observado neste estudo.

Desta forma, os achados deste estudo corroboram a relevincia desta enzima para
a defesa do metabolismo oxidativo das plantas (OLIVEIRA NETO et al., 2018; WEI et
al., 2021), assim como estdo envolvidas em outros mecanismos como a lignificagdo da

parece celular ou agdo antifiingica (CAMEIJO et al., 2016).
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7. CONCLUSAO

A partir de 400 uM L! de NiCl; foi verificado que houve danos nas raizes e folhas
de S. amazonicum, sinalizando estresse oxidativo por altas concentragdes deste metal.

As enzimas antioxidantes (SOD, CAT, APX e G-POD) tiveram efeitos positivos
na raiz e parte aérea, atuando no combate contra as EROs. No entanto, ndo foi o suficiente
para impedir danos nos tecidos, evidenciado pelo incremento do MDA.

Portanto, conclui-se que o sistema de defesa de plantas foi eficiente para atenuar
os efeitos toxicos das espécies reativas de oxigénio (EROs) em diferentes concentracdes

de niquel.
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