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RESUMO
O cédmio (Cd) é em um dos metais pesados mais toxicos que ocorre no meio ambiente, é
facilmente absorvido pelas plantas, mesmo em baixas concentragdes pode provocar 0
comprometimento da fotossintese e a inibicdo do crescimento. Dentre as alternativas para
solucionar os problemas induzidos pela contaminacdo com Cd, encontra-se o0 uso de
atenuadores como o selénio (Se) que é considerado um elemento benéfico para as plantas,
podendo aumentar sua tolerancia aos diversos estresses bidticos e abidticos. O objetivo do
estudo foi avaliar o efeito do Se sobre o crescimento, 0s aspectos bioquimicos e as respostas
fisiologicas de milho em condigdes de estresse por Cd. Foram utilizadas sementes de milho
hibrido (K9606 VIP 3) tratadas com selenito de soédio (Na20sSe) nas concentragdes de 0,0; 1,5;
3,0e5,0 mg L Se e submetidas a dois diferentes experimentos contendo dosagens de Cd (0,0;
1,3; 3,0 e 45 mg L™Y). No primeiro, foram avaliados: o comprimento da raiz (CR); o
comprimento da parte aérea (CPA); a matéria seca da raiz (MSR), a matéria seca da parte aérea
(MSPA), matéria seca total (MST) e as concentracdes de carboidratos solGveis totais (CST),
sacarose e prolina em folhas e raizes. No segundo, avaliou-se: a taxa de assimilacdo liquida de
CO2 (A); condutancia estomaética (gs); transpiracdo (E); concentragao de CO- intercelular (Ci);
eficiéncia instantanea de carboxilacdo (EiC A/Ci); eficiéncia instantanea de uso da agua (EUA);
teores de carotenoides; clorofila a (Chl a), b (Chl b) e total (Chl). O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 4, com quatro repeti¢cdes. A presenca de
4,5 mg L Cd reduziu o CR, CPA, MSR, CST, A, EiC, os teores de Chl a, Chl b e Chl e
promoveu acréscimos nas concentrac6es de prolina e sacarose nas raizes e folhas, e nos teores
de carotenoides. Em geral, o pré-tratamento com Se antes da exposi¢cdo ao Cd promoveu
aumento no CR, CPA, na producdo de MSR e MSPA, amenizou dos efeitos deletérios induzido
pelo Cd, através de incrementos nos teores de prolina, sacarose e CST nas folhas, Chl a, Chl b

e Chl e reducdo nos carotenoides, principalmente, na dose de 5 mg L de Se.

Palavra-chave: Crescimento, fisiologia, atenuagdo, metais pesados.



ABSTRACT

Cadmium (Cd) is in one of the most toxic heavy metals that occurs in the environment, is easily
absorbed by plants, even at low concentrations is able to cause impaired photosynthesis and
inhibition of growth. Among the alternatives to solve the problems induced by Cd
contamination, there is the use of attenuators such as selenium (Se), which is considered a
beneficial element for plants, which can increase their tolerance to various biotic and abiotic
stresses. The aim of this study was to evaluate the effect of Se on growth, biochemical aspects
and physiological responses of corn under stress conditions by Cd. Hybrid corn seeds (K9606
VIP 3) were treated with sodium selenite (Na20OsSe) in concentrations of 0.0; 1.5; 3.0 and 5.0
mg L Se and subjected to two different experiments containing Cd dosages (0.0; 1.3; 3.0 and
4.5 mg L™). In the first, the following were evaluated: the root length (RL); the aerial part length
(APL); dry root matter (DRM), dry shoot matter (DSM), dry total matter (DTM and
concentrations of total soluble carbohydrates (TSC), sucrose and proline in leaves and roots. In
the second, it was evaluated: the net CO, assimilation rate (A); stomatal conductance (gs);
sweating (E); intercellular CO2 concentration (Ci); instant carboxylation efficiency (EiC A /
Ci); instant water use efficiency (USA); carotenoid contents; chlorophyll a (Chl a), b (Chl b)
and total (Chl). The experimental design was completely randomized in a 4 x 4 factorial
scheme, with four replications. The presence of 4.5 mg L-1 Cd reduced RL, APL, DRM, TSC,
A, EiC, the levels of Chl a, Chl b and Chl and promoted increases in the concentrations of
proline and sucrose in the roots and leaves and in the levels of carotenoids. In general, the
pretreatment with Se before exposure to Cd promoted an increase in RL, APL, in the production
of DRM and DSM, mitigated the deleterious effects induced by Cd, through increases in the
levels of proline, sucrose and TSC in the leaves , Chl a, Chl b and Chl and reduction in
carotenoids, mainly at the dose of 5 mg L of Se

Keyword: Growth, physiology, attenuation, heavy metals.
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1 CONTEXTUALIZACAO

O milho (Zea mays L.) é um produto fundamental para a agricultura brasileira, sendo
cultivado em todas as regides, é uma das culturas mais importantes para a economia do pais,
constituindo-se como a segunda cultura com maior producgdo de gréos no territério nacional e
com grande participacdo nas exportacdes (CONAB, 2019). O uso continuo de adubacéo
fosfatadas em virtude do aumento de areas plantadas e producdo, permitem a acumulacéo de
variadas concentracfes de metais nos solos.

Nas Ultimas décadas, a contaminacgdo dos solos agricolas por metais pesados tornou-se
uma grave questdo ambiental em todo o0 mundo e atualmente tem se tornado a mais séria ameaga
de impacto ambiental que vem crescendo com ritmo inevitavel (LIU et al. 2014).

Entre os metais, o cddmio (Cd) é considerado como um dos poluentes agricolas mais
difundidos e prejudiciais, consistindo em um dos mais toxicos que ocorre no meio ambiente
(CLEMENS et al., 2013). O Cd ¢ facilmente absorvido pelas plantas e mesmo em baixas
concentracdes pode provocar o comprometimento da fotossintese, inibi¢ao do crescimento e da
absorcéo de nutrientes e diminuicdo da biomassa seca das plantas (HE et al. 2011; ANDOSCH
etal., 2012; LIU et al. 2013).

A translocacdo de Cd em partes comestiveis das plantas € uma das principais fontes de
exposicdo em seres humanos e animais, e por ndo ser um nutriente essencial para organismos
Vivos a ingestdo prolongada deste elemento pode causar doencas crénicas por toxicidade em
seres humanos (KUBO et al. 2016). Nesse sentido, tem-se a necessidade de desenvolver
estratégias que resultem em uma menor absorcao do Cd presentes no solo, otimizando assim, 0
uso dos recursos naturais e a producédo de alimentos seguros.

Em um método alternativo que tenta solucionar os problemas induzidos pela
contaminacdo por Cd esta o uso de atenuadores, ou seja, a utilizacdo de elementos até entdo
considerados benéficos, que podem amenizar os efeitos deletérios desse metal quando usados
em baixas concentragdes. Portanto, o selénio (Se) vém sendo utilizados por pesquisadores,
devido seu reconhecido beneficio para o crescimento de algumas plantas, podendo em baixas
concentragfes aumentar a toleréncia destas as diversas condicOes de estresse (FENG, et al.
2013; PROIETTI et al. 2013; HAWRYLAK-NOWAK, 2013; YAO et al., 2013).

Desta forma, tem-se como hipdtese que o pré-tratamento de sementes de milho hibrido
com Se proporcionard uma melhoria sobre o desempenho inicial, a osmorregulacdo e a

fisiologia do milho, devido a amenizacéao dos efeitos deletérios do Cd.
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1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o Se sobre o crescimento, aspectos bioguimicos e fisiologicos de milho (Zea

mays L.) em condicdes de estresse por Cd.

1.1.2 Objetivos especificos

Verificar a capacidade do Se em amenizar os efeitos toxicos do Cd sobre o desempenho
inicial (comprimento da parte aérea, comprimento de raiz, materia seca da raiz, matéria seca da

parte aérea e matéria seca total) de plantulas de milho hibrido K9606 VIP3;

Constatar a capacidade do Se em atenuar os efeitos toxicos do Cd sob os parametros
bioquimicos (prolina, sacarose e carboidratos solUveis totais) de plantulas de milho hibrido
K9606 VIP3.

Avaliar o Se sobre os aspectos fisioldgicos (taxa de assimilacdo fotossintética liquida,
condutancia estomatica, taxa de transpiracao, eficiéncia do uso da agua e eficiéncia instantanea
de carboxilacdo) em plantas de milho hibrido K9606 VIP3 submetidas ao estresse por Cd;

Analisar o Se sobre os pigmentos fotossintéticos (clorofila a, clorofila b, clorofila total

e carotenoides) em plantas da variedade de milho hibrido K9606 VIP3 sob toxidez por Cd.
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1.2 Revisao de literatura

1.2.1. Descricdo da espécie e importancia econémica

O milho (Zea mays L.) pertence a familia Poaceae (também conhecida como
Gramineae), tem origem mexicana e americana, com 0s primeiros registros datando entre 7 a
10 mil anos, sendo encontrado em pequenas ilhas proximas ao litoral mexicano, teve origem do
Teosinte (Zea mexicana L.), uma graminea anual originaria do México e da Guatemala. De
acordo com Guimardes (2007) ele é considerado uma das plantas cultivadas mais antiga e mais
estudada, possuindo caracterizagdo genética mais detalhada dentre as espécies cultivadas.

Apresenta grande adaptabilidade, sendo produzido em quase todos os continentes, desde
o Equador até ao limite das terras temperadas, encontrando-se, assim, em climas tropicais,
subtropicais e temperados, consistindo na terceira maior produgdo mundial de grdos, perdendo
apenas para o trigo e o arroz (SILVA, 2013).

A importancia econdmica do milho € caracterizada pelas diversas formas de sua
utilizacdo, tanto no aspecto securitario alimentar, na alimentacdo humana e, principalmente,
animal, devido suas elevadas qualidades nutricionais, quanto a possibilidade de ser utilizado
em uma infinidade de produtos, tais como combustiveis, bebidas, polimeros, producdo de
filmes e embalagens biodegradaveis (PAES, 2006; MIRANDA, 2018). Devido a capacidade de
gerar emprego e renda, torna-se uma das principais alternativas para o agricultor,
proporcionando desenvolvimento social e cultural em varias regides do pais (SOUZA et al.,
2012; SILVA et al., 2014).

Atualmente, o Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho ficando atras somente
dos Estados Unidos e da China (USDA, 2019). No Brasil, os estados de Mato Grosso, Parana
e Goias, sdo os maiores produtores de milho, responsaveis por mais de 60% da producao
nacional; o estado do Para se encontra na 14.2 posicdo desta classificacdo, sendo 0s municipios
de Santana do Araguaia, Paragominas e Dom Eliseu os maiores produtores do estado (CENSO
AGROPECUARIO, 2017).

A producdo de milho no Brasil ocorre em diferentes épocas, devido, principalmente, as
condigdes climaticas das regides. O cultivo de verdo, também denominado primeira safra,
ocorre predominante na maioria das regides produtoras, com exce¢do das regibes norte e
nordeste, em que, pela época de maior concentragdo de chuvas ser a partir do més de janeiro, 0
periodo de semeadura é denominado segunda safra ou safrinha, sendo este periodo representado
por cerca de 70% da producdo total de milho (CONAB, 2019).
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Devido ao crescente aumento de &reas plantas com milho no pais, tem-se utilizado cada
vez mais fertilizantes e insumos para a aumentar a sua producédo, apesar de as exigéncias em
fosforo pelo milho serem bem menores que as quantidades de nitrogénio e potassio,
normalmente, as doses recomendadas séo altas, devido a baixa eficiéncia de aproveitamento
desse nutriente pela cultura (20 a 30%) (BASTQOS, 2010).

Adubacdes fosfatadas sucessivas podem incrementar as quantidades de Cd em solos e
plantas, devido a matéria-prima para a obtencdo dos fertilizantes fosfatados serem as rochas
fosfaticas que apresentam em sua composicdo, além do P, diversas impurezas, dentre elas o Cd,
em variada concentragdo (MARCHIORI JR., 2003).

1.2.2. Cadmio

Nas Ultimas décadas, principalmente como consequéncia de atividades antropicas, 0
aumento da concentracdo de metais pesados no solo, na &gua e no ar, tem prejudicado nédo
apenas as plantas, mas a todos 0s organismos vivos (MOZDZIERZ et al., 2014). A caracteristica
comum entre esses elementos € que possuem peso especifico maior que 5 g cm™ ou nimero
atbmico maior que 20 (MALAVOLTA, 1994). Os metais pesados causam alteracOes
metabdlicas nas plantas, induzindo vérios efeitos bioquimicos diferentes levando a perda da
homeostase celular e até mesmo a morte de plantas (OVES et al., 2016).

No Brasil, os problemas relacionados com o aumento da concentracao de metais pesados
nos solos tém relacdo, principalmente, com a adicdo de compostos, pesticidas e fertilizantes,
rejeitos organicos e industriais, mineralizacdo, queima de combustiveis, irrigacéo e deposicdo
atmosférica (KAVAMURA,; ESPOSITO, 2010). O Conselho Nacional de Meio Ambiente,
CONAMA, em sua resolucdo 420 determina como prevencdo que a concentracdo maxima de
Cd no solo no seja superior a 1,3 mg kg MS e para areas agricolas, como critério de
investigacdo, o valor maximo permitido é de 3 mg kg™t MS (BRASIL, 2009).

A translocacdo de Cd em partes comestiveis das plantas € uma das principais fontes de
exposicdo de Cd em seres humanos e animais, e por ndo ser um nutriente essencial para
organismos Vvivos a ingestdo prolongada de Cd pode causar doencas cronicas por toxicidade
(KUBO et al. 2016).

Um dos principais efeitos deletérios do Cd foi evidenciado em moradores da regido do
rio Jinzu na Provincia de Toyama, Jap&o, por volta dos anos 1950, ao desenvolverem a doenca
de itai-itai, 0 modo mais severo de intoxicagdo cronica por Cd causada por ingestdo prolongada
deste metal (INABA et al., 2005).
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O Cd é continuamente adicionado ao solo por varias fontes naturais, estando presente
normalmente em baixas concentracbes no ambiente, entretanto, devido, principalmente, as
atividades antropogénicas, sua concentracdo aumentou na atmosfera e se tornou um
contaminante de agua superficiais e subterraneas, solo e alimentos (WHO, 2010).

O Cd ¢ liberado na metallrgica, instalagdes de incineragdo de residuos, trafego, fabrica
de cimento, mineracdo, queima de carvao, irrigacdo de aguas residuais, baterias niquel-cadmio,
aplicacdo de pesticidas, lodo de esgoto, fertilizantes fosfatados, resultando em uma ampla
poluicdo do solo agricola (LIAO et al., 2005; KHAN et al., 2015; AHMAD et al. 2015a; LI et
al. 2017).

Os sintomas de sua toxicidade sdo devidos a uma variedade de interacfes no nivel
celular, podendo inibir a absorcéo de nutrientes essenciais para as plantas e o desenvolvimento
delas (HALL, 2002; NAZAR et al, 2012). Plantas afetadas pelo Cd apresentam
comprometimento da fotossintese, inibicdo do crescimento e da absor¢do de nutrientes,
diminuigéo da biomassa seca, clorose e atrofia foliar, podendo causar ainda, o enrolamento das
folhas e desequilibrio hidrico (HE et al. 2011; ANDOSCH et al., 2012; LI1U et al. 2013).

1.2.3. Selénio

O Selénio (Se) pertence a classe dos calcogénios e encontra-se na crosta terrestre
geralmente associado as particulas de argila. Os niveis médios de Se nos solos do mundo sao
estimados em 0,44 mg kg?, podendo variar conforme as categorias de solo e regides
(KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001). Séo conhecidos quatro estados de oxidagéo do Se,
como selénio elementar (Seo), seleneto (Sez), selenito (Se0s%), selenato (Se04>) e em formas
organicas (levedura selenizada). As formas mais encontradas no ambiente sdo o selenito e
selenato. As proporcdes das formas de Se na solucdo do solo sdo governadas por diferentes
propriedades fisico-quimicas, incluindo potencial de oxidacdo, pH e processos biol6gicos
(KABATA-PENDIAS; MUKHERIJEE, 2007; JEZEK et al., 2012).

O Se é um oligoelemento requerido por ambos 0s seres humanos e animais. Apesar de
ndo ser um nutriente essencial para as plantas é um elemento benéfico quando aplicado em dose
adequada (FENG et al. 2013; SUN et al. 2016; TAMAOKI; MARUYAMA-NAKASHITA,
2017). ApoGs sua absorcdo, o Se entra na cadeia alimentar, sendo entdo transferido a dieta
humana através de produtos de origem animal e vegetal (RAYMAN, 2008).

Nos organismos vivos, o Se desempenha um papel no equilibrio hormonal e

antioxidante, bem como € componente das selenotRNAs e varios seleno-aminoacidos, como
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SeMet (seleno-metionina), SeCys (selenocisteina) e SeMSC (selénio-metil-seleno-cisteina),
que compdem selenoproteinas possuem atividade de glutationa peroxidase e tioredoxina
redutase que sdo capazes de neutralizar espécies reativas de oxigénio (EROS), protegendo
contra os danos oxidativos induzidos por metais (OGASAWARA; LACOURCIERE;
STADTMAN, 2001; VALKO et al. 2006).

Estudos demonstraram que 0 Se pode aumentar a tolerancia das plantas a deficiéncia
hidrica (HASANUZZAMAN; FUIJITA, 2011; AHMAD et al., 2015b), aos metais pesados
(KUMAR et al., 2012; GHORABA et al., 2015; PANDEY; GUPTA, 2015) como Cd (FILEK,
2008, 2010) e a outros fatores ambientais, podendo reduzir os danos causados por Varios
estresses e conferir diversos beneficios fisiolodgicos aos vegetais incluindo aumentos no
crescimento (HARTIKAINEN et al., 2000).

Fertilizantes a base de Se tém sido utilizados para a biofortificacdo de algumas culturas,
podendo ser aplicado diretamente ao solo, via spray foliar ou priming em sementes (AHMAD
et al., 2015b). Em sementes, o priming consiste na hidratacdo controlada capaz de promover
atividades metabolicas antes mesmo da protuséo da radicula (NAWAZ et al., 2013), podendo
ser realizado a partir da imersdo das sementes em solugdes contendo compostos naturais e/ou
sintéticos (JISHA; VIJAYAKUMARI; PUTHUR, 2013). O priming em sementes caracteriza-
se por ser facil, pratico e de baixo custo, sendo considerado um mecanismo promissor para 0
aumento dos niveis de Se, aumentando desta forma a resisténcia das plantas as diversas
condicdes de estresse (AHMAD et al., 2015b).
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2 SELENIO COMO ATENUADOR DO ESTRESSE POR CADMIO EM
PLANTULAS DE MILHO

Resumo: O cadmio (Cd) é considerado como um dos poluentes agricolas mais difundidos e
prejudiciais, e, devido sua alta mobilidade e facil absor¢do pelas plantas, provoca,
principalmente, a inibicdo do crescimento destas. Dentre as alternativas que visam solucionar
os problemas induzidos pela contaminacdo com Cd em plantas, esta o uso de atenuadores como
0 selénio (Se) que é considerado um elemento benéfico para estas, podendo aumentar sua
tolerancia aos diversos estresses bioticos e abidticos. Nesse sentido, o objetivo do trabalho foi
avaliar o efeito do Se, no tratamento de sementes, sobre o desempenho inicial e a
osmorregulacdo de plantulas de milho, em condicGes de estresse por Cd. Utilizou-se sementes
de milho hibrido (K9606 VIP 3) tratadas com selenito de sddio nas concentragdes de 0,0; 1,5;
3,0 € 5,0 mg L de Se e submetidas a diferentes dosagens de Cd (0,0; 1,3; 3,0 e 4,5 mg L™Y).
Foram avaliados: comprimento da raiz (CR); comprimento da parte aérea (CPA); matéria seca
da raiz (MSR), matéria seca da parte aérea (MSPA); matéria seca total (MST) e as
concentracdes de carboidratos sollveis totais (CST), sacarose e prolina em folhas e raizes. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 4, com quatro
repeticdes, compostas por 25 subamostras cada. A presenca de Cd reduziu o CR, CPA, MSR,
MST e CST; provocou acréscimo nos teores de prolina e sacarose nas raizes e folhas. Em geral,
0 pré-tratamento com Se antes da exposicdo ao Cd promoveu aumento no CR, CPA, na
producdo de MSR e MSPA, com mitigacdo acentuada dos efeitos deletérios induzido pelo Cd,
através de incrementos na prolina, sacarose e CST nas folhas, principalmente, na dose de 5 mg
L de Se.

Palavra-chave: Crescimento, osmorreguladores, estresse abi6tico, mitigag&o.
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ABSTRACT

Cadmium (Cd) is considered one of the most widespread and harmful agricultural pollutants,
and, due to its high mobility and easy absorption by plants, it mainly causes the inhibition of
their growth. Among the alternatives that aim to solve the problems induced by Cd
contamination in plants, there is the use of attenuators such as selenium (Se), which is
considered a beneficial element for plants and can increase their tolerance to various biotic and
abiotic stresses. The objective of this study was to evaluate the effect of Se, in seed treatment,
on the initial performance and osmoregulation of corn seedlings, under Cd stress conditions.
Seeds of hybrid corn (K9606 VIP 3) treated with sodium selenite at concentrations of 0.0; 1.5;
3.0 and 5.0 mg L-1 of Se and submitted to different dosages of Cd (0.0; 1.3; 3.0 and 4.5 mg L-
1). The following were evaluated: root length (RL); above-ground length (AL); root dry matter
(RDM), above-ground dry matter (ADM); total dry matter (TDM) and the concentrations of
total soluble carbohydrates (TSC), sucrose and proline in leaves and roots. The experimental
design was entirely randomized in a 4 x 4 factorial scheme, with four repetitions, composed of
25 subsamples each. The presence of Cd reduced the RL, AL, RDM, TDM, and TSC,; it caused
an increase in proline and sucrose contents in the roots and leaves. In general, the pre-treatment
with Se before exposure to Cd promoted an increase in RL, AL, DMR and ADM production,
with significant mitigation of the deleterious effects induced by Cd, through increments in
proline, sucrose, and TSC in leaves, especially at the dose of 5 mg L-1 of Se.

Keyword: Growth, osmoregulators, abiotic stress, mitigation.
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2.1  Introdugéo

O incremento de metais pesados no ambiente tem ocorrido nas ultimas décadas
principalmente como consequéncia de atividades antrépicas, sendo motivo de grande
preocupacdo mundial, especialmente por ndo serem biodegradaveis, se acumulam no solo,
4gua, ar e na cadeia tréfica (MOZDZIERZ et al., 2014).

O cadmio (Cd), é um poluente trago toxico para humanos, animais e plantas, devido sua
alta mobilidade nos solos, é facilmente absorvido pelas raizes e transportado para outras partes
da planta, resultando em toxicidade mesmo em concentragdes muito baixas (TEMPLETON,;
LIU, 2010; GALLEGO et al., 2012; L1 et al., 2017).

Os solos de ambientes agricolas podem apresentar acimulo de Cd, devido a aplicacdo
de fertilizantes fosfatados, adubos, residuos de industrias metallrgicas e aguas residuais ndo
tratadas (AHMAD et al., 2015). Ap6s a exposicao ao Cd, as plantas quando afetadas apresentam
inibicdo do crescimento e da absor¢do de nutrientes, provocando diminuigcdo da biomassa seca,
clorose e atrofia foliar (L1U et al. 2013, AHMAD et al., 2015; LI et al., 2017).

Desta forma, tém-se procurado alternativas para a producdo em solos com alta
concentracdo de Cd, buscando-se diminuir os efeitos deletérios deste metal nas culturas, dentre
estas estratégias, encontra-se a utilizacdo de atenuadores e o selénio (Se) vém sendo empregado
devido seu reconhecimento como elemento benéfico para o crescimento de algumas plantas,
podendo aumentar a tolerancia destas ao estresse.

Evidéncias demonstram que o tratamento de sementes, com uso de solucdes contendo
Se, parece também uma abordagem eficaz para melhorar a tolerdncia de plantas a diversos
estresses ambientais, entre eles o de Cd (NAWAZ et al., 2013).

Estudos demonstraram que o Se pode aumentar a tolerdncia das plantas a deficiéncia
hidrica (HASANUZZAMAN; FUIJITA, 2011; AHMAD et al., 2015b), aos metais pesados
(KUMAR et al., 2012; GHORABA et al., 2015; PANDEY; GUPTA, 2015) como Cd (FILEK,
2008, 2010) e a outros fatores ambientais, podendo reduzir os danos causados por varios
estresses e conferir diversos beneficios fisioldgicos aos vegetais incluindo aumentos no
crescimento (HARTIKAINEN et al., 2000).

O milho (Zea mays L.) apresenta grande adaptabilidade, sendo produzido em quase
todos os continentes, decido sua importancia econdmica que é caracterizada pelas diversas
formas de sua utilizacdo, proporcionando desenvolvimento social e cultural em varias regiées
do pais, devido a sua capacidade de geracdo de emprego e renda, sendo uma das principais
alternativas para o agricultor (SOUZA et al., 2012; SILVA et al., 2014).


https://translate.googleusercontent.com/translate_f#7
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#7
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#6
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#7
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#7
https://translate.googleusercontent.com/translate_f#7
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Nesse sentido, necessita-se desenvolver estratégias que resultem em menor absor¢éo do
Cd presentes no solo pelas plantas diminuindo os efeitos toxicos deste metal, e otimizando
assim, 0 uso dos recursos naturais e a producdo de alimentos seguros, principalmente quando
se trata do milho, uma cultura mundialmente consumida.

Diante do exposto, 0 objetivo foi avaliar o efeito do Se, no tratamento de sementes,
sobre o desempenho inicial e a osmorregulagéo de plantulas de milho, em condigdes de estresse
por Cd.

2.2 Materiais e Métodos

2.2.1. Local do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratério de Estudos em Biodiversidades de Plantas
Superiores (EBPS) do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal Rural da
Amazonia (UFRA) em Belém — Para (01°27'21" S, 48°30'16" W). Conforme a classificagdo
climatica de Koppen, o clima ¢ do tipo Af (Floresta tropical), com precipitacdo média anual de
2921,7 mm, temperatura média de 25,9 °C, umidade relativa média de 86.8% e velocidade do
vento de 1,35 m st. (RAMOS, SANTOS, FORTES, 2009).

2.2.2. Tratamento das sementes

Foram utilizadas sementes de milho hibrido (K 9606 VIP 3), da empresa KWS sementes
(KWS SAAT SE & Co. KGaA), que possui resisténcia a fusariose, a Puccinia sorghi,
Physopella zeae e a diplodia macrospora, além de apresentar alta estabilidade produtiva, alto
rendimento, ciclo precoce de 820 GD (graus-dias) e a altura da planta variando entre 225 — 240
cm (KWS, 2019).

As sementes foram embebidas em solucdo de selenito de sodio (Na.OsSe) nas
concentracdes de O(controle); 1,5; 3,0 e 5,0 mg L™ de Se por um periodo de 6h a 25 + 2 °C.
Para o tratamento controle as sementes foram colocadas para embeber em agua destilada por

6h na mesma temperatura.
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2.2.3. Condugéo do experimento

O experimento foi conduzido em laboratdrio com regime de temperatura de 25 + 2 °C,
com fotoperiodo de oito horas, foram utilizados papel germitest umedecidos com cloreto de
cadmio (CdCl.) nas concentragoes de 0 (controle); 1,3; 3,0 e 4,5 mg L-1 de Cd na quantidade
equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco (BRASIL, 2009).

Para cada tratamento utilizou-se 100 sementes, divididas em quatro repeticdes com 25
subamostras, as sementes foram posicionadas com a extremidade da radicula (hilo) para a parte
inferior do papel (Figura 1A), as quais foram distribuidas entre duas folhas de papel germitest
(Figura 1B), sendo, em seguida organizadas em forma de rolo (Figura 1C), onde permaneceram
por sete dias, conforme o proposto por Brasil (2009). Os rolos foram acondicionados em sacos
plasticos, transparentes, de 0,04 mm de espessura, com a finalidade de evitar a perda de agua

por evaporacéo (Figura 1D).

Figura 1 — Implantacdo do experimento por meio da disposicdo das sementes (A), distribuicdo entre o papel
germitest (B), formag&o dos rolos (C) e acondicionamento em sacos plasticos (D).

Fonte: A autora (2020).
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2.2.4. Comprimento da plantula

O comprimento de plantulas foi avaliado segundo procedimento descrito por
NAKAGAWA (1999), realizando-se a medicdo do comprimento da parte aérea (CPA),
partindo-se do meristema apical até a base do hipocétilo, enquanto o comprimento de raiz (CR)
foi obtido medindo-se desde a base do hipocotilo até a extremidade da raiz primaria. Para tanto,
utilizaram-se, em cada tratamento, quatro repeticdes de 10 sementes, cujas medi¢fes foram
efetuadas no sétimo dia apos a semeadura, com auxilio de uma régua milimetrada, sendo os

resultados expressos em cm plantula™.

2.2.5. Massa Seca da Plantula

Para obtencdo do peso da matéria seca, no sétimo dia apds a implantacéo do experimento
as plantulas normais foram retiradas do substrato e seus cotilédones, restante de sementes e/ou
qualquer tipo de reserva foram removidos, obtendo-se apenas as plantulas, posteriormente,
separadas em raiz e parte aérea e acondicionadas em sacos de papel de massa conhecida e
colocadas em estufa de ventilacdo forcada a 65°C até obtencdo da massa constante, logo apds,
foram colocadas para resfriar em dessecador e pesadas em uma balanga de precisdo de 0,0001g,
para determinacdo da matéria seca da raiz (MSR) e matéria seca da parte aérea (MSPA) e

matéria seca total (MST), expressas em gramas.

2.2.6. Variaveis bioquimicas

As analises bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Estudos em
Biodiversidades de Plantas Superiores (EBPS), localizado na Universidade Federal Rural da
Amazbonia (UFRA), Belém, Pard. Os pardmetros avaliados foram: Prolina (BATES;
WALDREN; TEARE 1974), sacarose (VAN HANDEL 1968) e carboidratos soluveis totais
(DUBOIS et al., 1956).

2.2.7. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 4 x 4,

com quatro repetices, com os fatores compreendendo niveis de Se (0 (controle); 1,5; 3,0e 5,0
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mg L) e Cd (0 (controle); 1,3; 3,0 e 4,5 mg L™?). Os dados foram analisados, utilizando o
software STATISTICA 12.0 (STATSOFT, 2014) e a equagdo de regressao adotada foi o
modelo y (X1, X2) = bo + bix1 + bax1? + bsXz + bax2? + bsx1*x2. Os dados foram submetidos a
analise de variancia pelo teste F e realizou-se a analise de regressdo polinomial (superficie de

resposta) quando a interagao entre os fatores se apresentou significativa (p <0,05).
2.3 Resultados e discussao
2.3.1 Comprimento da plantula

Os resultados da analise de variancia indicaram que o comprimento da raiz (CR) e o
comprimento da parte aérea (Tabela 1), foram influenciados significativamente pelos efeitos
isolados de Se (p <0,01) e Cd (p <0,01). Entretanto, ndo sofreram efeitos da interacao entre os

fatores.

Tabela 1 - Resumo da andlise de variancia em relacdo ao comprimento da raiz, comprimento da parte aérea e

comprimento total de plantulas de milho em funcéo dos niveis de cadmio e selénio.

Comprimento da raiz Comprimento da parte aérea (cm
Causas de variagao (cm plantula™) plantula-t)
Valores de F
Cédmio 7.5963™ 21.152™
Selénio 60.202™ 5.2194™
Céadmio x Selénio 1.1439™ 1.8870™
Média 20.12 5.00
CV (%) 0.7 8.3

"Sndo significativo pelo Teste F; ** significativo a 1% de probabilidade pelo Teste F.

Nas Figuras 2A e 2B, estdo contidas as médias do CR e da CPA sob as concentragdes
de Cd. Através dos resultados, verificou-se que CR e CPA variaram de 19,47 a 20,53 ¢ 4,70 a
5,23 cm, respectivamente, de tal forma que os menores valores resultaram da aplicacao de 4,5
mg L Cd, ao passo que as maiores médias foram obtidas no tratamento controle.

Conforme o estudo de regressdo, constatou-se que a aplicagdo de 4,5 mg L* Cd
provocou decréscimos lineares nos CR e CPA de 5,18 e 10,02%, respectivamente, em relacdo
ao tratamento controle.

Esses resultados podem ser explicados levando-se em conta que a toxidez por Cd

restringe, principalmente, o crescimento, devido a inibi¢do da formacao de raizes laterais e da
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taxa de alongamento celular, e consequentemente a producdo de biomassa (HASHEM et al.
2016). O efeito negativo do Cd sobre o CR e CPA de plantulas de milho, corroboram com o0s
encontrados para milho e trigo (HUSSAIN et al., 2012; RIZWAN et al., 2016).

Constatou-se por meio dos resultados de CR (Figura 2C) e do CPA (Figura 2D) sob as
concentracdes de Se uma variagéo de 18,60 a 21,08 e 4,85 a 5,15 cm, respectivamente, de tal
forma que os menores valores foram obtidos no tratamento controle, enquanto as maiores
médias resultaram da aplicagdo de 5 mg L™ .de Se. De acordo analise de regressio, verificou-se
que a aplicacdo de 5 mg L™ Se proporcionou incrementos nos CR e CPA de 11,80 e 5,85%,
respectivamente, em relagéo ao tratamento controle.

Esses resultados se devem, possivelmente, ao fato de que o Se em baixas concentragoes,
melhora a meiose dos meristemas celulares das raizes das plantas, resultando em aumento no
comprimento (HAN-WENS et al., 2010).

Figura 2 - Comprimento da raiz e parte aérea em fungdo das concentra¢Ges de cadmio (A e B) e selénio (C e D).
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2.3.2 Massa Seca da Plantula

Conforme os resultados da ANOVA (Tabela 2), a acumulacdo de MSR, MSPA e MST,
ndo foram influenciados pelos efeitos isolados das concentracdes de Cd e Se. Sendo, a MSR e

MST influenciadas pela interagdo entre esses fatores (p < 0,05).

Tabela 2 - Resumo da andlise de variancia em relacdo massa seca da raiz, massa seca da parte aérea e massa seca
total de plantulas de milho em funcéo dos niveis de cadmio e selénio.

Massa seca da raiz Massa seca da parte aérea Massa seca total
Causas de variagao (g plantula™) (g plantula™) (g plantula™)
Valores de F
Cadmio 2.6265"™ 0.8130m™ 2.6644"
Selénio 0.5903" 0.8434m 0.4551"
Cadmio x Selénio 2.3834" 1.6930™ 2.2190"
Média 0.95 0.44 1.39
CV (%) 203.3 9.7 27.9

"sndo significativo; * significativo a 5% de probabilidade pelo Teste F.

Segundo os resultados observados de acumulacdo de MSR (Figura 3A) e MST (Figura
3B) em funcao da interacao entre as concentracdes de Cd e Se, observam-se que as aplicacdes
de Cd diminuiram linearmente a acumulagdo de massa seca tanto da raiz quanto total em relacéo
ao controle, sendo os menores valores de 0,78 e 1,21 g plantula® para MSR e MST,
respectivamente, ocorreram na maior dose aplicada de 4,5 mg L de Cd. A combinag&o entre
5mg L de Se e 4,5 mg L de Cd, proporcionou valores de 0,98 e 1,43 g plantula™* para MSR
e MST, respectivamente. De acordo andlise de regressdo, verificou-se que a aplicacdo de 5 mg
L Se conseguiu mitigar o efeito tdxico do Cd, incrementando nas MSR e MST cerca de 25,64
e 18,18%, respectivamente, em relacdo ao tratamento que continha apenas 4,5 mg L™ de Cd.

A diminuicdo da massa seca nos tratamentos contendo somente Cd, possivelmente,
ocorreu devido ao primeiro 6rgdo a entrar em contato com este elemento toxico ser a raiz,
promovendo assim, a acumulagdo de Cd neste orgdo, inibindo desta forma o crescimento e a
diminuigdo da massa seca (HASSAN; MANSOOR, 2014). Entretanto, algumas caracteristicas
morfoldgicas como a biomassa seca e os sintomas foliares, de acordo com Xu et al. (2014),
parecem ser insensiveis ao estresse de Cd o que justifica a falta de interagdo do Cd com a MSPA.
O aumento da tolerancia aos efeitos deletérios das concentracdes de Cd pela aplicacdo de Se,
que culminou em incrementos na acumulacdo da MSR e MST, deve-se ao fato do Se ser um
elemento benéfico para as plantas, exercendo um efeito positivo no crescimento e na produgao
de biomassa das plantas em baixa concentracdo (HASANUZZAMAN et al., 2010).
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Figura 3 - Matéria seca da raiz (A) e matéria seca total (B) de plantulas de milho em funcéo da combinacdo entre

os niveis de cadmio e selénio.
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2.3.3 Variaveis bioguimicas

Os resultados da ANOVA apresentaram que os teores de prolina na folha (p < 0,01);
sacarose na folha (p < 0,05) e CST nas folhas (p < 0,01) foram influenciados pela interacao

entre os fatores de Cd e Se. Os teores de prolina na raiz (p < 0,01) e sacarose na raiz (p < 0,05)
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sofreram influéncia do efeito isolado da aplicacdo de Cd. Somente prolina na folha sofreu

influéncia da aplicacdo isolada de Se (p < 0,01). Enquanto, os teores de CST nas raizes ndo

foram influenciados pelos efeitos isolados das concentracbes de Cd e Se, nem pela interacdo

entre os fatores (Tabela 3).

Tabela 3 - Resumo da anélise de variancia em relagdo concentrac6es de prolina, sacarose e carboidratos soliveis
totais (CST) em folhas e raizes de plantulas de milho em funcéo dos niveis de cddmio e selénio

o Prolina Prol_ina Sacarose Saca_rose CST folha  CST raiz
Causas de variagao folha raiz folha raiz
Valores de F
Cédmio 4.2828™ 5.0873™ 2.0685M™ 3.8470" 8.8115™ 0.7068™
Selénio 6.8984™ 0.8070"™ 0.5717" 0.8961"™ 0.4598"™ 0.3578"™
Céadmio x Selénio 4.8811™ 1.2476M™ 2.4196" 1.9890"™ 7.4361™ 1.7423"™
Média 4.77 4.10 18.36 27.47 4.95 6.32
CV (%) 26.4 37.1 27.8 21.8 19.2 30.8
"Sndo significativo; ** significativo a 1% de probabilidade; * significativo a 5% de probabilidade pelo Teste F

Através dos resultados, verificou-se que houve variacio de 3,41 a 4,71 mg PRO g* MS

dos teores de prolina na raiz sob as concentracdes de Cd (Figura 4A), sendo 0 menor valor

resultou da aplicagdo de 3 mg L™ Cd, enquanto a maior média foi obtida por meio da aplicacio
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de 4,5 mg L Cd. Constatou-se que de 4,5 mg L™ Cd resultou em incrementos de 38% em
relagdo ao tratamento com a aplicacdo de 3 mg L™ Cd. O valor obtido no tratamento controle
foi de 4,39 mg PRO g* MS e é possivel observar por meio da analise de regressio que ocorreu
uma diminuic3o linear nos teores de prolina na raiz até a aplicacio de 3 mg L* Cd, resultando
em um decréscimo de 22,38% em relagéo ao controle.

Na Figura 4B, estdo contidos os resultados observados para os tores de prolina nas folhas
em funcdo da interacdo entre as concentracdes de Cd e Se, observa-se que as aplicagdes de Cd
isoladamente aumentaram os teores de prolina em relacdo ao tratamento controle, sendo
constatada uma variagéo de 4,81 a 5,83 mg PRO g* MS para o tratamento controle e 5 mg L™
Cd, respectivamente, sendo este um incremento de 21,21%. Em relacdo as aplicagdes de Se,
constatou-se que houve uma diminuic&o nos teores de prolina até a concentragcdo 3mg L™ Se e
posteriormente houve um aumento quando aplicada a dose de 5 mg L™ Se, resultando em um
acréscimo de 19,96% em comparacao ao tratamento controle.

Conforme a andlise de regressdo, pode-se observar onde a aplicacdo de 4,5 mg L™ Cd
combinada com 5 mg L Se apresentou valor de 4,79 mg PRO g MS, sendo este 17,84%
menor que o encontrado na concentragdo de 4,5 mg L™ Cd isoladamente.

Neste estudo, a acumulacao de prolina encontrados nas folhas e raizes de plantulas de
milho quando aplicada a maior concentracdo de Cd, pode estar relacionada ao seu papel
osmoprotetor, sendo uma estratégia adaptativa das plantas em manter o equilibrio osmotico,
eliminando o excesso de radicais livres e estabilizando a estrutura da membrana celular (SINGH
et al., 2016). A aplicacdo de Se proporcionou o acumulo de prolina nas folhas, devido este
elemento estimular a atividade de enzimas do metabolismo da prolina, aumentando sua
producdo (ABBAS, 2012). O Se melhorou a tolerancia ao Cd nas plantulas de milho,
proporcionando um melhor mecanismo de defesa que pode ser constatado pela diminuicéo do
conteddo de prolina conforme ocorre a interacao entre os fatores.

No que se refere aos teores de sacarose da raiz sob as concentracdes de Cd (Figura 4C),
foi observado uma variagdo de 23,54 a 29,90 mg sacarose g* MS, a menor média foi obtida por
meio da aplicacdo do tratamento controle, enquanto, o maior valor resultante da aplicacdo de 3
mg L Cd. Demonstrou-se que a aplicacdo de 3 mg L™ e 4,5 mg L™ Cd resultou em incrementos
de 26,99 e 21,88%, respectivamente, em relacdo ao tratamento controle.

A interacio entre 3 mg L™ de Se e 4,5 mg L de Cd, proporcionou a média de 22,4 mg
sacarose gt MS para o teor de sacarose na folha (Figura 4D). De acordo a analise de regressao,

verificou-se que a aplicagdo de 3 mg L™ Se conseguiu mitigar o efeito toxico do Cd,
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incrementando nos teores de sacarose de 31,76 e 43,59% em relacdo aos fatores que continham
4,5 mg L de Cd isoladamente e ao tratamento controle, respectivamente.

Os aumentos nos teores de sacarose, deve-se ao fato deste desempenhar um papel
fundamental protegendo tanto contra os danos causados pelo estresse osmotico quanto
pelo oxidativo, podendo estar relacionado ao bloqueio no seu transporte e/ou a reducao
de sua utilizacdo durante o estresse (BADR et al. 2015). Tendo a aplicacdo de Se
contribuido para uma melhora na protecdo das plantas por meio da acumulacdo de
sacarose nas folhas, evitando a perda de agua.

Os teores de CST na folha (Figura 4E) variaram entre 4,78 e 5,11 mmol GLU g MS

para a aplicacdo de 4,5 mg L™ de Cd e o tratamento controle, respectivamente Por meio da
analise de regressdo é possivel notar que ocorreu um decréscimo linear de 6,46% entre o
tratamento controle e a dose de 4,5 mg L de Cd. A interagdo entre os maiores niveis aplicados
de Cd e Se proporcionou a média de 5,02 mmol GLU g* MS, sendo representado pelo
incremento de 5,02% em relagdo ao encontrado na concentracéo de 4,5 mg L de Cd quando
aplicado isoladamente.
A diminuicdo nos teores de CST nas folhas em resposta a aplicacdo isolada de Cd, pode
estar relacionada ao fato do Cd inibir o crescimento e como resposta, a planta diminui a
concentracdo de carboidratos, devido ao Cd interferir no processo fotossintético,
podendo, desta forma, ter diminuido a producgédo de acgucares. A toxicidade do Cd reduziu
0 actmulo de CST, contudo, o tratamento com Se proporcionou uma melhora nessa
acumulacdo. Portanto, o acimulo de CST nas folhas por meio da aplicacdo de Se pode estar
relacionado a manutencdo do status hidrico da planta e a eliminacdo de espécies reativas de
oxigénio sob condi¢des de estresse abiotico (SEVCIKOVA et al., 2017).



33

Figura 4 — Concentracdo de prolina nas folhas (A) e raizes (B), concentracdo de sacarose nas folhas (C) e raizes

(D) e concentragdo de carboidratos sollveis totais nas folhas (E) de plantulas de milho em fungdo das
concentracdes de cadmio e selénio.
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2.4 Concluséao

O Cd isoladamente afetou o CR, CPA, prolina tanto nas folhas quanto nas raizes,
sacarose na raiz e CST na folha, principalmente na dose de 4,5 mg L* de Cd.

O Se atenuou os efeitos toxicos do Cd sobre a MSR, MST, prolina, sacarose e CST nas
folhas de pléantulas de milho, podendo desta forma, aumentar a capacidade de defesa dessas
plantas contra esse estresse, sendo a dose de 5 mg L™ de Se a que contribui para uma melhor
mitigacdo dos efeitos deletérios do Cd.

Quando analisado isoladamente, o Se conseguiu promover incrementos nos valores de
CR, CPA e prolina na folha.
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3 SELENIO NA FISIOLOGIA DE PLANTAS DE MILHO SUBMETIDAS AO
ESTRESSE POR CADMIO

Resumo: O cadmio (Cd) é facilmente absorvido pela planta, sendo capaz de provocar a inibicéo
do crescimento, em decorréncia dos danos causados ao processo fotossintético. O selénio (Se)
é um elemento benéfico que pode aumentar a toleréncia das plantas aos diversos estresses
bioticos e abioticos. Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do Se sobre
0 desempenho fotossintético de plantas de milho, em condicdes de estresse por Cd. Foram
utilizadas sementes de milho hibrido (K9606 VIP 3) tratadas com Se nas concentracgdes de 0,0;
1,5; 3,0 € 5,0 mg L de Se na forma de Na.OsSe, e submetidas a diferentes dosagens de Cd
(0,0; 1,3;3,0e4,5mg L'l) na forma de CdCl.. Foram avaliados: a taxa de assimilagdo liquida
de CO2 (A); condutancia estomatica (gs); transpiracdo (E); concentracao de CO: intercelular
(Ci); eficiéncia instantanea de carboxilacdo (EiC A/Ci); eficiéncia instantanea de uso da agua
(EUA); teores de carotenoides; clorofila a (Chl a), b (Chl b) e total (Chl). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 4, com quatro repeticdes. A
presenca de 4,5 mg L Cd reduziu a A, EiC, os teores de Chl a, Chl b e Chl e promoveu
acréscimos nos teores de carotenoides. Em geral, o pré-tratamento com Se promoveu a
amenizacdo dos efeitos deletérios induzido pelo cadmio, através de incrementos nos teores de

Chl a, Chl b e Chl e reducio nos carotenoides, principalmente, nas doses de 3a5 mg L™ de Se.

Palavra-chave: Pigmentos, fotossintese, atenuacao, estresse abiotico.
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ABSTRACT
Cadmium (Cd) is easily absorbed by the plant, being able to cause growth inhibition, due to the
damage caused to the photosynthetic process. Selenium (Se) is a beneficial element that has the
ability to increase the tolerance of plants to various biotic and abiotic stresses. Given the above,
the objective of the work was to evaluate the effect of selenium on the photosynthetic
performance of corn plants, under cadmium stress conditions. Using hybrid corn seeds (K9606
VIP 3) treated with selenium in concentrations of 0.0; 1.5; 3.0 and 5.0 mg L *of Se in the form
of Na,O3Se, and subjected to different dosages of cadmium (0.0; 1.3; 3.0 and 4.5 mg. L) in
the form of CdCI2. The following were evaluated: net CO2 assimilation rate (A); stomatal
conductance (gs); sweating (E); intercellular CO2 concentration (Ci); instant carboxylation
efficiency (EiC A / Ci); instant water use efficiency (USA); carotenoid contents; chlorophyll a
(Chl a), b (Chl b) and total (Chl). The experimental design was completely randomized in a 4
x 4 factorial scheme, with four replications. The presence of 4.5 mg L™1Cd reduced A, EiC, the
levels of Chl a, Chl b and Chl and promoted increases in the levels of carotenoids. In general,
pretreatment with Se before exposure to Cd helped to alleviate the deleterious effects induced
by cadmium, through increases in the levels of Chl a, Chl b and Chl and reduction in

carotenoids, mainly in the dose of 3 and 5 mg L™* from Se.

Keyword: Pigments, photosynthesis, attenuation, abiotic stress.
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3.1  Introducédo

O milho (Zea mays L.) é uma cultura que vem sendo produzida em todas as regides, sua
importancia econdmica é caracterizada pelas diversas formas de utilizacdo, na seguranca
alimentar, humana e, principalmente, animal, devido suas elevadas qualidades nutricionais
(MIRANDA, 2018). Atualmente, o Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho ficando
atras somente dos Estados Unidos e da China (USDA, 2019). O uso continuo de adubacéo
fosfatadas em virtude do aumento de areas plantadas e producdo, permitem a acumulacéo de
variadas concentracGes de Cd nos solos.

O Cd apresenta alta mobilidade e embora ndo seja essencial para as plantas, seus ions
sdo facilmente absorvidos pelas raizes, podendo danificar a clorofila e inibir a atividade de
varias enzimas funcionais, afetando o rendimento e a qualidade das plantas (ZACCHINI et al.,
2009; HE et al., 2011; RIZWAN et al., 2016). Além disso, o Cd influéncia a transpiracdo, a
condutancia estomatica e a concentracdo intercelular de CO- nas plantas (ZOUARI et al. 2016;
NIKOLIC et al. 2017).

Portanto, tém-se procurado estratégias que visem diminuir ou inibir a absor¢édo do Cd
presentes no solo pelas plantas, mitigando os efeitos toxicos deste metal, e otimizando assim, o
uso dos recursos naturais e a producéo de alimentos seguros, principalmente quando se trata do
milho, uma cultura mundialmente consumida.

Dentre as estratégias, encontra-se a utilizacdo do Se, um oligoelemento ndo essencial
capaz de desempenhar um papel importante no crescimento e desenvolvimento das plantas, em
baixas concentracdes pode aumentar a capacidade destas em resistir ao estresse e aumentar a
fotossintese, aliviando a toxicidade de metais pesados (KAUR et al., 2014). Estudos mostraram
gue existe um antagonismo entre 0 Cd e o Se em plantas, onde o Se pode inibir a captacdo de
Cd, diminuindo assim, os efeitos toxicos deste elemento nas plantas (LIN, 2011; LIU et al.,
2015).

Entre as formas de aplicagdo de Se, encontra-se o priming em sementes que se
caracteriza por ser facil, pratico e de baixo custo, sendo considerado um mecanismo promissor
para o aumento dos niveis de Se, aumentando desta forma a resisténcia das plantas as diversas
condicdes de estresse (AHMAD et al., 2015a).

Diante do exposto, o objetivo foi avaliar o Se sobre o desempenho fotossintético de

plantas de milho, em condi¢Ges de estresse por Cd.
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3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Local do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratério de Estudos em Biodiversidades de Plantas
Superiores (EBPS) do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal Rural da
Amazonia (UFRA) em Belém — Para (01°27'21" S, 48°30'16” W). Segundo a classificagdo
climatica de Koppen, o clima é do tipo Af (Floresta tropical), com precipitacdo média anual de
2921,7 mm, temperatura meédia de 25,9 °C, umidade relativa média de 86.8% e velocidade do
vento de 1,35 m s*. (RAMOS; SANTOS; FORTES, 2009).

3.2.2 Tratamento das sementes

Utilizou-se sementes de milho hibrido (K 9606 VIP 3), da empresa KWS sementes
(KWS SAAT SE & Co. KGaA), resistente a fusariose, a Puccinia sorghi, a Physopella zeae e
a diplodia macrospora, apresenta alta estabilidade produtiva, alto rendimento, ciclo precoce de
820 GD (graus-dias) e a altura da planta varia entre 225 — 240 cm (KWS, 2019).

As sementes foram distribuidas entre duas folhas de papel germitest embebidas em
solucdo de selenito de sodio (Na20sSe) nas concentragdes de 1,5; 3,0 e 5,0 mg L de Se por um
periodo de 24h a 25 + 2 °C. Para o tratamento controle as sementes foram colocadas para
embeber em agua destilada por 24h na mesma temperatura, posteriormente foram cobertas com

saco plastico transparente, para evitar a perda de gua (Figura 5).

Figura 5 — Distribuicdo (A) e processo de embebicéo (B) das sementes de milho com concentra¢des de selénio.

Fonte: A autora (2020).
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3.2.3 Coleta, caracterizagdo e preparagdo do solo

Utilizou-se como substrato, solo com textura media, coletado na camada de 0 — 20 cm
em area adjacente a Universidade Federal Rural da Amaz6nia, no municipio de Belém, Para.
As amostras de solo foram secas ao ar, destorroadas, retirados os restos de raizes manualmente,
passadas em peneira de 4 mm de abertura de malha e homogeneizadas na proporcéao de 5:1 de
solo para adubo organico, contendo terra preta, caroco de acai triturado e cama aviario (3:1:1,
vIvIv). As caracteristicas quimicas da amostra de solo apds a homogeneizagdo encontram-se na
Tabela 4.

Tabela 4 — Atributos quimicos do solo utilizado como substrato no experimento?.

H
(CECIZ) Ca Mg K Na H* ARt H*+ AIF*  CTC SB \Y/ M
- mmolc/dm? . %
6 32 20 276 0,6 20 - 20 100,2 80,2 80 -
COoT M.O. P resina S B Cu Fe Mn Zn Co Mo N
g/dm3 . mg/dm?® . ppm
13 22 71 24 2,25 14 134 24,4 27,5 0,6 0,8 2850,7

!pH — potencial hidrogenionico; CTC — capacidade de troca de céations; SB — soma de bases; V — saturagdo por bases; m —
saturacdo por aluminio; COT — carbono organico trocavel; M.O. — matéria organica.

O substrato foi pesado, separado em amostras de 6 kg e acondicionado em vasos de
polietileno de 8L, foram utilizados 64 vasos, divididos em 4 tratamentos, um controle, sem
adicdo de Cd e 3 tratamentos com o contaminante, onde foram adicionadas concentracdes de
CdClI»-2,5H,0 de grau analitico para estabelecer os niveis de Cd de 1,3, 3,0 e 4,5 mg kg*. As
doses foram determinadas a partir dos valores de prevencéo, investigacdo e 1,5 vezes o valor
de investigacdo, conforme a resolucdo n.° 420 do Conama, que dispBe sobre valores
orientadores de qualidade do solo (BRASIL, 2009). O contedo dos vasos apds contaminado
permaneceu 50 dias em repouso para que as reacdes entre 0 metal adicionado e a terra fossem
estabilizadas.

3.2.4 Conducéo do experimento

Apos o periodo de incubag&o, foram semeadas 5 sementes previamente tratadas com Se
em cada vaso (Figura 6A), sendo mantidos com 80% da capacidade de campo mediante
irrigacdo diérias para complementacdo da agua perdida por evapotranspiracdo, 7 dias apds o

semeio (DAS) foi realizado o primeiro desbaste, deixando duas plantas de milho em cada vaso
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(Figura 6B) e 0 segundo desbaste ocorreu aos 10 DAS, permanecendo uma planta por vaso até

35 DAS, quando houve a realizacdo das avaliagoes.

Figura 6 — Semeadura (A) e primeiro desbaste (B) aos 7 DAS.

Fonte: a autora (2020)

3.2.5 Trocas gasosas

As medidas de trocas gasosas foram realizadas na 42 folha completamente expandida do
apice para a base. As variaveis, taxa de assimilacdo fotossintética liquida por unidade de area
(A), condutancia estomatica (gs), taxa de transpiracdo (E), eficiéncia do uso da agua (EUA;
(A/E)) e eficiéncia instantanea de carboxilacdo (A/Ci) foram determinadas por analisador de
gas por infravermelho (IRGA) modelo portatil (L1-6400XT, LI-COR Biosciences Inc., Lincon,
Nebraska, USA). As medicdes foram realizadas entre 09:00 e 11:00 a.m., utilizando radiagéo
fotossinteticamente ativa (PAR) constante (1000 pmol fotons m s%), concentragéo constante

de CO2 (400ppm), temperatura e umidade ambiente.
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3.2.6 Determinagéo dos teores dos pigmentos fotossintéticos

Pesou-se 100 mg de tecido fresco de cada amostra, posteriormente foram maceradas em
almofariz com pistilo, utilizando-se como solucéo extratora 5 ml de metanol 80% gelado. Os
extratos foram transferidos para tubos de ensaio e centrifugados a 2500 rpm, durante 5 minutos.
Transferiu-se o sobrenadante para um baldo volumétrico de 25 ml e o volume foi aferido com
metanol 80%, as leituras de absorbancia (A) das amostras foram efetuadas em
espectrofotbmetro UV-visivel, resolucdo de £ 2 nm (Modelo SP 220, Biospectro) nos
comprimentos de onda de 653 e 666 nm para as clorofilas e 470 nm para os carotenoides. A
partir dos dados de absorbancias e fatores de diluicdo (FD) realizou-se a quantificacdo dos
teores de clorofila a (Chl a), b (Chl b), clorofila total (Ca + Cb) e carotenoides totais (xantofilas
+ carotenos; X + ¢) (LICHTENTHALER, 1987), sendo os resultados expressos em micrograma
por grama de massa fresca de tecido foliar (ug g MF). Utilizou-se a seguinte equagio para a
quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos:

Ca (mg g_l MF) - [15165A666nm - 7,34‘A653nm] X FD

Cp (mg g~ MF) = [27,0546530nm — 5,03A666nm] X FD

1000A — 2,86C, — 129,2C
Cove (Mg g™" MF) = ———m————= > X FD

3.2.7 Delineamento experimental e andalise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 4 x 4,
com quatro repetices, com os fatores compreendendo niveis de Se (0 (controle); 1,5; 3,0e 5,0
mg L) e Cd (0 (controle); 1,3; 3,0 e 4,5 mg L). Os dados foram analisados, utilizando o
software STATISTICA 12.0 (STATSOFT, 2014) e a equagdo de regressdo adotada foi o
modelo y (X1, X2) = bo + bix1 + bax1? + bsxz + bax2? + bsx1*x2. Os dados foram submetidos a
analise de variancia pelo teste F e realizou-se a analise de regressdo polinomial (superficie de

resposta) quando a interagdo entre os fatores se apresentou significativa (p <0,05).
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3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Trocas gasosas

Os resultados da analise de variancia (Tabela 5) indicaram que a A e a EiC foram
influenciadas significativamente pelos efeitos isolados de Cd (p < 0,05), ndo sendo observados
efeitos significativos para as variaveis gs, E, Ci e EUA para os fatores Cd, Se e a interacao entre

eles.

Tabela 5 - Resumo da analise de variancia em relacdo a taxa de assimilacdo liquida de CO; (A); condutancia
estomatica (gs), transpiracdo (E), concentracdo de CO- intercelular (Ci), eficiéncia instantanea de carboxilagao
(EiC) e eficiéncia do uso da agua (EUA) de plantas de milho em funcéo dos niveis de cadmio e selénio.

A o £ . EiC EUA
Causas de 2 ol 2l 2 ot 4 (umolm?sty (umol m? s1)/
variagio (pnmol m?st)  (mmolm=s*) (mmolm?2s?) (umol mol?) (umol molY)  (mmol Hz0 m? s)

Valores de F

Cadmio 4.0636" 0.4904" 1.0098™ 1.2306™ 2.9770" 0.8435M
Selénio 0.6762" 1.5002" 1.2544"s 2.2930" 2.1672" 0.0712"
ggli?u? X 1.9576" 0.8175" 0.9308" 1.9856" 1.5215" 0.9151"
Blocos 8.1189™ 3.0899" 4.4103™ 12.325™ 12.487™ 5.3943"
Média 24.94 0.17 2.94 130.83 0.22 7.54
CV (%) 12.7 12.1 19.7 9.7 24.7 29.9

"Sndo significativo; ** significativo a 1% de probabilidade; * significativo a 5% de probabilidade pelo Teste F.

Nas Figuras 7A e 7B, estdo contidas as médias de A e EiC sob as concentragdes de Cd.
Mediante aos resultados, constatou-se que a A variou entre 23,05 e 27,94 pumol m? st e a EiC
variou de 0,18 a 0,28 umol m? s/ pmol mol™, de tal forma que os menores valores resultaram
da aplicacdo de 3 mg L Cd, ao passo que as maiores médias foram obtidas no tratamento
controle.

Conforme o estudo de regressdo, observou-se que a aplicacdo de 3 mg L™ Cd provocou
decréscimos na A e na EiC de 17,49 e 37,10%, respectivamente, em relacdo ao tratamento
controle. Notou-se que, independentemente da concentracdo aplicada de Cd ocorreu a
diminuig&o tanto na A quanto na EiC em comparagéo ao tratamento controle.

Esses resultados de limitagdo fotossintética, com o comprometimento da A e EiC,
corroboram com os encontrados por Ahmad et al., (2015b) e devem-se ao fato de que o estresse
induzido pelo Cd pode ter comprometido os processos de abertura e fechamento estomatico
(WU; JONG,; LEE, 2006). Outro possivel motivo seria a interrupgédo da fase carboxilante da
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fotossintese, onde o Cd influencia na diminuicdo das duas principais enzimas de fixacdo de
CO:, a ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase (RuBPCase) e a fosfoenolpiruvato carboxilase
(PEPCase) (KRANTEV et al., 2008).

Figura 7 - Taxa de assimilacdo liquida de CO2 — A (A) e eficiéncia instantanea de carboxilacdo - A/Ci (B) de

plantas de milho em fungéo das concentragdes de cadmio.

28.5 : (A) - 0.32 A (B)
y=0.4872x" - 3.0831x +27.9543" ~ 4

270 A R2=0,9997 & 028 @

" T y =-0,0183x +0.2617

L 255 1 g 0.25 1 R2=0.6520

£ 240 - £ 022 -

> S *
225 - & 0.18 1 ®
210 . . - . 0.15 . . .

0.0 1.5 3.0 4.5 0.0 1.5 3.0 4.3

Cadmio (mg kg) Cadmio (mg kg?)

Fonte: A autora (2020).

3.3.2 Teores de pigmentos fotossintetizantes

Os resultados da ANOVA (Tabela 6) apresentaram que os teores de Chl a, Chl b, Chl e
carotenoides foram influenciados pelos efeitos isolados de Cd e pela interagéo entre os fatores
de Cd e Se. Apenas os teores de carotenoides sofreram influéncia do efeito isolado da aplicacédo
de Se (p <0,01).

Tabela 6 - Resumo da anélise de variancia em relagdo aos teores de Clorofila a, b, total e carotenoides de plantas
de milho em funcéo dos niveis de cadmio e selénio.

Causas de Clorofila a Clorofila b Clorofila total Carotenoides
variacdo

Valores de F
Cadmio 10.833™ 4.4038™ 13.611™ 3.7412"
Selénio 0.8462" 0.4084"s 1.0891M 5.9219™
Cadmio x Selénio 45535 2.2263" 2.3200" 4.5943™
Blocos 0.6035" 3.4593" 0.8507" 0.7476"
Média 0.73 0.67 1.42 134.01
CV (%) 82.5 86.1 50.6 18.9

"Sndo significativo; ** significativo a 1% de probabilidade; * significativo a 5% de probabilidade pelo Teste F.

A interacdo entre 5 mg L™ de Se e 3,0 mg L™ de Cd originou incrementos nos teores de
Chl a (Figura 8A), Chl b (Figura 8B) e Chl, (Figura 8C) tendo apresentado médias de 1,05; 0,94
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e 1,99 mg g MF, respectivamente. A combinagdo entre os fatores ocasionou acréscimos de
133,33%, 91,84% e 111,70% nas varidveis Chl a, Chl b e Chl, respectivamente, em comparagdo
ao tratamento controle. Quando analisado o feito das aplicacfes de Cd isoladamente notamos
que ocorreu um acréscimo nos teores de Chl a, Chl b e Chl até a dose de 3,0 mg L de Cd, em
relagdo ao tratamento controle, seguido de um pequeno decréscimo na dose de 4,5 mg L™ de
Cd, sendo estes valores superiores ao tratamento controle.

Os teores de carotenoides (Figura 8D) variaram entre 102 a 184 mg g MF para a
aplicacdo de 4,5 mg L™ de Cd e o tratamento controle, respectivamente. Por meio da anélise de
regressdo € possivel notar que ocorreu um acréscimo linear de 80,39% entre o tratamento
controle e a dose de 4,5 mg L de Cd. A interagdo entre os maiores niveis aplicados de Cd e Se
proporcionou a média de 151 mg g* MF, sendo representado pelo decréscimo de 17,93% em
relagdo ao encontrado na concentragdo de 4,5 mg L de Cd quando aplicado isoladamente.

O aumento nos teores de Chl a, Chl b e Chl até a dose de 3 mg L™ de Cd, possivelmente,
se deve a uma tentativa de adaptacdo da planta, sugerindo alguma capacidade das plantas em
tolerar o Cd em seus tecidos, em virtude destas concentracGes, até a dose indicada, nédo
proporcionarem efeitos adversos de toxidez nas variaveis em questdo. Entretanto, o estresse
causado pela aplicacdo de 4,5 mg L de Cd passou a afetar as plantas declinando os teores de
aminolevulinico desidratase (ALA-desidratase) e protoclorofilida redutase, que estdo
associadas a biossintese de clorofila (PARMAR; KUMARI; SHARMA, 2013). Sendo que a
aplicacdo de Se combinada com o Cd proporcionou uma recuperacao nos teores de Chl a, Chl
b e Chl, podendo ter ocorrido devido o fornecimento de niveis adequados de Se ter atuado na
protecdo das enzimas cloroplastidicas acelerando a biossintese de clorofilas, aumentando os
teores de pigmentos fotossintéticos, auxiliando assim, na prote¢do do sistema fotossintético
(FILEK et al., 2010; FENG et al., 2015).

Os resultados a respeito do aumento dos teores de carotenoides em decorréncia das
aplicacdes de Cd, podem estar relacionados a uma resposta das plantas ao estresse provocando
por este metal, devido as plantas, ao se encontrarem em situacdo de estresse aumentam suas
concentragdes de carotenoides, como meio de combater a formagéo de radicais livres (PERNIA
et al., 2008). Nesse sentido, 0 aumento no teor de carotenoides no tecido foliar das plantas pode
estar relacionado com o mecanismo antioxidante. Tendo a interacdo do Cd com o Se
proporcionado uma diminuigdo nos teores de carotenoides, devido o Se possuir acéo

antioxidante mitigando os danos induzidos pelo estresse por Cd.
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Figura 8 — Teores de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total (C) e carotenoides (D) de plantas de milho em
funcdo da combinacédo dos niveis de cadmio e selénio.
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Fonte: A autora (2020).

34 Concluséao

A aplicacdo isolada de Cd afetou a A, EiC, Chl a, Chl b e Chl, principalmente, na dose
de 3 mg L de Cd e nos carotenoides na dose de 4,5 mg L™ de Cd.

Entretanto, o Se ndo causou influéncia sobre os parametros de trocas gasosas, tendo o
Cd propiciado o decréscimo destas variaveis.

O Se amenizou os efeitos do estresse por cddmio em plantas de milho sobre a Chl a,
Chl b, Chl e carotenoides, podendo desta forma, aumentar a capacidade de defesa antioxidante

dessas plantas, sendo as doses de 3 a5 mg L™ de Se as que contribuiram para uma melhoria
dos efeitos deletérios do Cd.
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