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RESUMO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar os pardmetros fisiologicos, de crescimento e bioquimicos
de plantas jovens da espécie (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke) quando submetidas
em diferentes concentracdes de cadmio. O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacédo
do Instituto de Ciéncias Agréarias (ICA), pertencente a Universidade Federal Rural da Amazonia
(UFRA), localizado em Belém-Pard, no periodo de dezembro de 2017 a junho de 2018.
Inicialmente foram produzidas mudas a partir de sementes de paricd oriundas da Associacao
das Industrias Exportadoras de Madeira do Estado do Para em Benevides-Para. As sementes
foram semeadas em vaso tipo Leoanard com capacidade de 4,6 L adaptados com garrafas pet
contendo areia lavada e esterilizada (120 °C por 40 min.) Decorridos 15 dias ap6s 0 semeio as
mesmas receberam solucdo nutritiva de Sarruge. Transcorridos 60 dias ap6s o semeio foi
iniciada a aplicacdo das concentracdes de cadmio na forma de cloreto de cadmio hidratado
(CdClI2.H20). Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), com
5 tratamentos sendo constituidos de plantas controle (sem cadmio) e com doses de Cadmio
(CdCl, 178uM, CdClz 356 pM, CdCl, 534uM, CdClz 712 uM) Os dados foram submetidos
analise de variancia pelo teste F (p < 0,05) e as diferencas entre os tratamentos analisadas pelo
teste de Tukey (p<0,05) e foram ajustadas por equacdes de regressao polinomial P<0,01 ou 0,05
usando-se o programa Sisvar. As principais variaveis fisioldgicas (fotossintese, condutancia
estomatica e transpiracdo) desestabilizaram-se em suas fungdes com o aumento das doses de
cadmio, influenciando no processo energético das mesmas. Para as variaveis de crescimento
(altura, diametro, numero de folhas e foliolos), 0 cadmio proporcionou uma diminui¢do a
medida que as doses eram aumentadas, interferindo em menor producédo de biomassa foliar. As
alteracdes dos parametros fisiol6gicos, consequentemente levaram a mudancgas no metabolismo
do carbono e nitrogénio dessas plantas, evidenciando baixas concentracdes das variaveis que
contem nitrogénio em suas estruturas como aminoacidos, prolina, glicina. O cddmio acumulou-
se principalmente nas raizes, mas porém houve translocacdo para parte aérea. Diante disso,

pode-se caracteriza-l4 como fitoextratora.

Palavras chaves: Compostos Carbonados. Elemento Trago. Variaveis Biofisicas



GENERAL ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the physiological, growing and biochemical parameters
of young plants of (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke) when submitted in diferente
dosages of cadmium. The experimente was developed in greenhouse of Instituto de Ciéncias
Agrérias (ICA), belonging to Universidade Federal Rural da Amazodnia (UFRA), located in
Belém-Par4, in a period of december 2017 to june 2018. Initially seedlings were produced from
parica seeds from Associacdo das Industrias Exportadoras de Madeira do Estado do Para in
Benevides-Para. The seeds were seeded in a Leonard type pot with a capacity of 4.6 L adapted
with pet bottles containing washed and sterilized sand. After 15 days after sowing, they received
nutritive solution of Sarruge (1/4 and 1/2 strength). After 60 days after sowing the application
of increasing concentrations of cadmium in the form of cadmium chloride (CdCl2.H20). Was
utiized a randomized experimental design (RED), with 5 treatments being constituted of control
plants (without cadmium dosages) and with cadmium dosages(CdCl2 178uM, CdCl, 356 uM,
CdCl2 534uM, CdCl> 712 pM) with 7 repetitions each (one plant per pot) totalizing 35
experimental units. The obtained data were submitted to variance analysis by F test (p < 0,05)
and the means were compared by the least significant difference of the Tukey's test (p<0,05)
and were adjusted by polynomial regression equations P <0.01 or 0.05 using the Sisvar
program. The mainly physiological variables (photosynthesis, stomatal conductance and
transpiration) destabilized in their functions with the increase of the cadmium doses,
influencing in the energy process of the same ones. The growth, diameter, leaf number and
leaflet variables, cadmium provided a reduction as the doses were increased, interfering in the
production of foliar biomass. Changes in physiological effects have consequently led to changes
in plant metabolism and nitrogen, evidencing the low concentrations of nitrogen-containing
molecules in their structures such as amino acids, proline, and glycine. The cadmium
accumulated in the roots, but there was a translation for the aerial part. Given this, it can be
corresponded as a phytoextractor.

Keyword: Physiological. Trace element. Carbonade compounds.
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1- ASPECTOS GERAIS DA PESQUISA

1.1 CONTEXTUALIZACAO

1.1.1 - Poluicé@o por metais pesados

A poluicdo por metais pesados tem se tornado um problema ambiental muito grave (ALI
etal., 2013). Estudos apontam dois tipos de poluicdo por metais pesados: a polui¢do natural que
ocorre através do intemperismo das rochas, da lixiviacao de solos e atividade vulcanica gerando
seu aparecimento na agua e no solo (ALLEONI et al., 2005; GUILHERME et al., 2005). A
origem antropica €é considerada a mais preocupante, esse tipo vem aumentando
progressivamente os teores de alguns metais pesados no ambiente como aluminio (Al), arsénio
(As), cadmio (Cd), mercurio (Hg), chumbo (Pb) ou crémo (Cr), principalmente em resposta as
atividades industriais, agricolas e urbanas (VARENNES, 2003 ; ALI et al., 2013). Essa
antropizacdo tem aumentado a ocorréncia de areas degradadas por tais elementos quimicos,
tornando-se cada vez mais acentuado (ALVES et al., 2008).

O excesso dos metais pesados pode alterar as propriedades fisico-quimicas dos solos,
diminuir atividades microbianas, ocasionar perdas de rendimento agricola e reducdo da
fertilidade dos solos (GAO et al., 2010). Em concentragdes elevadas sdo considerados como
poluentes, devido a sua ocorréncia generalizada e seus efeitos fitotoxicos agudos e crénicos
(YADAYV, 2010).

Varios fatores contribuem para tal degradacdo do solo por metais pesados. O pH é um
fator determinante pois, quanto maior a acidez maior a disponibilidade desses elementos
(CETESB, 2012). Assim como, a concentracdo de materiais argilosos, compostos de Ferro (Fe),
Aluminio (Al), Magnésio (Mg), Zinco (Zn) ou Mangéanes (Mn); a capacidade de troca idnica;
o teor de matéria organica; a presenca de outros elementos; o potencial redox e a metilacdo por
microrganismos (PRASAD, 2004; VARENNES, 2003). Além das caracteristicas do solo, deve-
se também ter em conta as caracteristicas de cada metal e da planta.

Isso tem despertado preocupacao e interesse crescente da sociedade cientifica e rgdos
governamentais em decorréncia dos danos causados aos ecossistemas por esses elementos, em
virtude de estarem diminuindo a qualidade ambiental e a vitalidade dos seres vivos, além da
alta persisténcia no ambiente (MATEOS-NARANJO et al., 2013; KABATA-PENDIAS;
PENDIAS, 2001).
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Esses elementos que trazem preocupacdo apresentam algumas caracteristicas como: sem
fungdes bioldgicas, possuem massa atbmica superior a 55, nUmero atbmico superior a 23 e
densidade superior 5 g cm? (VARENNES, 2003; DALCORSO et al., 2013). Esses elementos
expressam seu potencial poluente diretamente nos organismos do solo, as plantas em niveis
fitotoxicos, além da possibilidade de transferéncia para a cadeia alimentar, por meio das
proprias plantas, ou pela contaminagéo das &guas de superficie e subsuperficie (SOARES et al.
2005). A toxicidade do metal pesado varia com a espécie de planta, do metal especifico,
concentracdo da forma quimica, pH e composic¢édo do solo (NAGAJYOTI et al., 2010).

Os principais e mais importantes metais poluentes ambientais segundo Chang et al.
(1994) e Guilherme (1999) sdo: Arsenio (As), Cadmio (Cd), Crémo (Cr), Mercuario (Hg),
Niquel (Ni) e Chumbo (Pb) sendo os elementos Cd, Hg e Pb, os mais perigosos, devido a
toxicidade e ao seu potencial de acumulacdo no solo. Alguns desses elementos quimicos citados
acima, participam da contaminacdo de solos agricolas e dguas tornando-se uma preocupacgao
ambiental, econdmica e social devido aos efeitos adversos conforme (Figura 1).

Figura 1 - Ciclo Biogeoguimico de elementos vestigiais, destacando o Cd. As setas amarelas
representam a disponibilizacdo, as setas vermelhas a entrada na cadeia alimentar. A — Exploracéo

Atmosfera (Ar)

antropica; B — uso de fertilizantes.
Inalagdo
Ingestdo A
Contacto

Gases
Particulas

Industria Fertilizantes
Exploragdo Mineira Agroquimicos

Fonte: Pinto, 2017

1.1.2 Cadmio

O cadmio (Cd), que tem densidade de 8,6 g cm, nimero atdmico 48 e massa atdémica

112,411g, é um dos metais pesados mais nocivos a salde em virtude de sua alta toxicidade,
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mesmo em doses relativamente baixas (USEPA, 2011). Sendo um dos metais mais estudados
nos Gltimos anos. E um elemento considerado relativamente raro, nio encontrado em estado
puro na natureza (MALAVOLTA, 1994; SOUZA et al., 2009). Naturalmente ocorre ligado a
outros elementos no solo sob a forma de Cd?*, sulfato de cadmio (CdSOs) e cloreto de cadmio
(CdCly), sendo os mais frequentes (CHOPPALA et al., 2014). E na agua nas formas Cd?*,
carbonato de cadmio (CdCO:s), hidroxido de cadmio (Cd (OH)2 e Sulfeto de Cadmio (CdS)
(PRASAD, 2004; SMOLDERS; MERTENS, 2013).

O cadmio e produzido artificialmente principalmente pelo subproduto da mineracéo e
refino de Zn. Geralmente, 3 kg de cadmio para cada 1.000 kg de zinco sdo produzidos. Também
pode ser recuperado através da reciclagem de materiais como baterias de Zn-Cd, de Ni-Cd e
Ag-Cd (CHOPPALA et al., 2014). Altas quantidades do elemento também sdo utilizadas na
sintese de pigmentos (amarelo), em revestimentos e como estabilizadores para plasticos
(KABATA; PENDIAS, 2011).

Este elemento pertence ao grupo dos metais de coloragdo cinza prateada metalica e esta
disponivel em diversas formas incluindo folha, granulo, pellet, pd, basto, fio, dentre outras. E
um metal macio, altamente toxico, que pode ser facilmente cortado com uma faca, sendo em
sua maior parte produzido como subproduto da extragdo de cobre (Cu) e chumbo (Pb)
(BRADY; HUMISTON, 1986).

A sua toxidade se da pela eficiente absorcdo pelas plantas e desta forma penetra na
cadeia trofica e causa envenenamento, danos aos 0ssos, rins, afeta o sistema nervoso, pulmaes,
sistema reprodutor, dentre outros érgdos (WHO et al., 2012). Diante disso, se faz necessario o
uso de técnicas para a retirada deste metal do ambiente, evitando que chegue até a cadeia trofica,
tendo como necessidade também, conhecer como esse elemento toxico se comporta dentro das
plantas.

Os paises que se destacam entre os maiores consumidores deste metal (cerca de 80% da
utilizacdo mundial) estdo os paises industrializados, como os Estados Unidos, o Japdo, a
Bélgica, a Alemanha, a Gra-Bretanha e a Franca (TENORIO; ESPINOSA, 2011). Segundo a
lista de prioridades de substancias perigosas, anunciadas pela Agéncia de Substancias Tdxicas

e Registro de Doengas, 0 cddmio é um dos 10 principais metais mais toxicos (ATSDR, 2007).

1.1.3 Cadmio nas plantas

No Brasil, mais especificamente algumas regifes agricolas a contaminacdo dos solos

por cadmio tornou-se uma séria ameaca para a produtividade das plantas cultivadas. E essa
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contaminacdo ocorre através de fungicidas, corretivos e principalmente em fertilizantes
fosfatados como superfosfatos, os amoniofosfatos, os fosfatos parcialmente acidulados e os
fosfatos naturais (PROCHNOW et al., 2001). A matéria-prima para a obtencdo desses produtos
sdo as rochas fosfatadas, que apresentam em sua composicdo, alem do fosforo, diversos
contaminantes, dentre eles o cadmio (Cd), em variadas concentra¢fes (LAEGREID et al, 1999;
GABE; RODELLA, 1999; McLAUGHLIN; SINGH, 1999; PROCHNOW et al., 2001). O
problema esta nas sucessivas aplicacfes desses compostos que incrementam as quantidades de
cadmio em solos e plantas.

A raizes sdo 0s primeiros Orgdos vegetal a entrar em contato com o contaminante,
portanto, os efeitos nocivos sdo observados primeiramente nela. Como consequéncia, a
diminuicdo de massa seca bem como comprimento de suas raizes, sao os primeiros indicios
morfoldgicos da toxicidade do cddmio (MONTEIRO et al., 2011).

Uma vez absorvido pode causar dependendo da quantidade, reducdo da atividade
fotossintética levando a diminuicdo da concentracdo de clorofilas e carotendides
(BURZYNSKI; KLOBUS, 2004; DIAS et al., 2013), em decorréncia de sua alta mobilidade
(TANG et al., 2015). Provoca disturbios metabolicos do sistema fonte e dreno (ROY et al.,
2016), além de interferir na absor¢éo, transporte e utilizagdo de varios elementos minerais (Ca,
Mg, P e K) e 4gua pelas plantas (DIAS et al., 2013). Causa reducdo no processo de absor¢do de
nitrato e seu transporte das raizes para a parte aérea por inibi¢do da atividade da redutase do
nitrato na parte aérea (HERNANDEZ et al., 1996). Desequilibra a funcdo homeostéatica e o
desenvolvimento de plantas (TANG et al., 2015).

O cadmio diminui o controle do estado redox da célula, induzindo estresse oxidativo e
rompimento da composicdo e fungdo e propriedades de membranas que consequentemente
levam a diminuicdo da condutancia estomatica, da taxa de transpiracao, dos teores relativos de
agua nas folhas e da elasticidade da parede celular (MARTINS et al., 2013; CHOPPALA et al.,
2014; GRATAO et al., 2009 ; GALLEGO et al., 2012).

A sua toxidade ocasiona o blogueio de grupos essenciais de biomoléculas, a degradacédo
de lipidios, a inibicdo da atividade enzimatica como a de enzimas responsaveis pela fixacédo de
CO, reduzindo a assimilacio de carbono e o fechamento dos estdmatos (SANDALIO et al.,
2001; DALCORSO et al., 2010; MOHAMED et al., 2012; CHOPPALA et al., 2014).

O cadmio, assim como outros elementos sdo absorvidos pela via simplastica ou
apoplastica e sdo transportados radialmente através do cértex da raiz até o xilema, onde seguem
para a parte aérea. O cddmio pode chegar ao xilema pela via simplastica através do citoplasma

de células individuais do cortex, ligadas por plasmodesmata (LUX et al., 2011). A maioria dos
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ions cadmio absorvido pelas plantas permanece nas raizes e somente uma pequena parte desses
ions é transportada para a parte aérea. Em geral, a distribuicdo de cadmio nos diferentes 6rgdos
das plantas diminui na seguinte ordem: raiz > folhas > frutos > sementes (HASAN et al., 2009).

Contudo, algumas espécies de plantas apresentam mecanismos de tolerancia, adotando
estratégias de exclusdo para evitar a absorcdo excessiva e transportes de ions metélicos, e
acumulam geralmente baixas concentragdes de metais em suas raizes, mesmo quando
cultivadas em solos altamente contaminados (MALIK; BISWAS, 2012). Em contraste, as
plantas acumuladoras podem acumular grandes quantidades de metais pesados em seus tecidos,
mesmo na parte aéreas (ALl et al., 2013).

Ali et al., (2013) afirmam que as membranas plasmaticas desempenham uma importante
funcdo na homeostase dos metais, prevenindo ou reduzindo a entrada na célula. Os peptideos
metalotioninas e as fitoquelatinas podem ter um papel fundamental na homeostase,
possivelmente relacionado com o transporte do metal dentro da célula vegetal. As fitoquelatinas
sdo rapidamente induzidas, sequestrando e inativando os ions metalicos que entram no
citoplasma antes que essas possam inativar enzimas de vias metabdlicas essenciais.

A quelacdo dos metais pode influenciar positivamente no bombeamento de certas
substancias como &cidos carboxilicos e aminoacidos, possuindo potencial de formar ligacGes
com os metais pesados e assim exercendo funcdo de tolerancia e desintoxicacao; o vacuolo e 0
fluxo de ions para a membrana plasmatica sdo canais para diminuir os metais pesados no
citoplasma, processo para tolerdncia aos metais; Esses peptideos sdo sintetizados
enzimaticamente em resposta a varios metais (ALI et al., 2013; COUTINHO; BARBOSA,
2007; HALL, 2002; WANG et al., 2016).

1.1.4 (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke)

Nativo da Amazdnia, a espécie (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke), conhecida
como paricd, pertencente a familia Leguminosae-Caesalpinaceae (ROSA et. al., 2011), vem
sendo apresentado como uma alternativa promissora do ponto vista comercial em determinadas
regides brasileiras, por proporcionar um rapido crescimento volumétrico, atingindo cerca de 20
a 40 m de altura e 100 cm de diametro altura do peito (DAP); boa forma de fuste e sem
dificuldades no processo de germinagéo para produgéo de mudas (Figura 2).

Sua madeira é adequada para multiplos usos, tanto em sistemas agroflorestais, plantios
homogéneos e consorcios, tornando-se uma das espécies nativas mais utilizadas para

reflorestamentos atualmente (RIBEIRO, 2011). E considerada promissora para producéo de
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painéis aglomerados (IWAKIRI et al., 2010), suas fibras € utilizada pela empresa Rio Concrem
em parte da composicao de chapas MDF. Além da producao de pasta celulésica. Como produto
ndo madeireiro, a casca do parica € utilizada com fins medicinais para o combate de diarreia e
hemorragia uterina (CARVALHO, 2007).

Figura 2 — Imagem das plantas jovens de (Schizolobium amazonicum Ex Duck), utilizadas no
experimento.

Fonie: Autor.

A espécie ocorre em quase todo o Brasil, com excecdo da Regido Sul, encontrando-se
na Amazénia brasileira em florestas secundarias de terra firme e varzea alta, principalmente nos
estados do Par4, Rondénia, Amazonas, Mato Grosso (CARVALHO; VIEGAS, 2004) e também
no estado do Acre (LOBAO et al., 2012) e em algumas regides do Nordeste do pais
(VIDAURRE et al., 2012). Sua ocorréncia perfaz fronteiras como Bolivia, Coldmbia, Costa
Rica, Equador, Honduras e Peru (REIS; PALUDZYSZYN FILHO, 2011).

Os primeiros registros com o plantio de parica no Estado do Para constam da década de
1950, os quais tinham o objetivo de preservar a caracteristica da floresta amazdnica em espacos
publicos e de fomentar estudos sobre 0 comportamento e caracteristicas das espécies plantadas
(MARQUES et al., 2006). Desde entdo, muitos plantios foram registrados no Parg, e em toda
regido amazonica e varios estudos foram desenvolvidos, podendo-se destacar: Hoffmann
(2009), Vidaurre et al. (2012), Santos (2012) e Corteletti (2013), que trabalharam com
povoamentos de paricé localizados entre os municipios de Dom Elizeu e Paragominas, estado
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do Para. Segundo dados da ABRAF (2012), as areas plantadas com parica superaram os 85 mil
ha. Atualmente, o Brasil possui &rea de arvores plantadas — eucalipto, pinus, acacia, araucaria,
parica e teca, entre outras, que supera a 7,7 milhdes de hectares (MENDES, 2016).

Segundo a Associacdo Brasileira da Industria de Madeira Processada Mecanicamente
(ABIMCI 2015) o que caracteriza 0 seu excelente crescimento, desenvolvimentos e
sobrevivéncia dos plantios de paric& nessas regides, sao as condigdes de clima quente e com
alta umidade, com precipitacdo elevada e sem muitas varia¢6es de clima.

As plantas de parica sdo excelentes monitores biologicos de poluentes atmosfeéricos,
pois apresentam uma sensibilidade relativamente maior em relagéo aos animais, possuem uma
grande variabilidade genética entre e dentro das espécies, exibem sintomas foliares
caracteristicos de exposicdo a poluentes (SANTOS et al., 2012). Além disso, segundo 0s
mesmos autores por serem imdveis, permitem uma avaliacdo mais precisa sobre uma area
especifica, pois estdo fortemente integradas no ambiente em que vivem, discriminando a
distribuicéo espacial do impacto.

Metais pesados absorvidos por essas espécies lenhosas ficam por um tempo maior
imobilizados nos tecidos, retardando o seu retorno ao solo. Isto devido ao maior volume do
sistema radicular que proporciona maior absorcdo de elementos quimicos. Além disso, a
fitorremediacdo com arbdreas leguminosas pode levar a melhoria dos solos devido a
solubilizacdo de nutrientes e a fixagdo do nitrogénio atmosférico em associa¢do com bactérias
nitrificantes. A qualidade e quantidade da matéria organica sdo melhoradas, podendo ainda,
transformar importantes propriedades dos solos com porosidade, aeracdo e umidade (JESUS et
al., 2015).

Por apresentar determinadas caracteristica como a capacidade de desenvolvimento em
solos com baixa disponibilidade de nutrientes, sistema radicular profundo, alta taxa de
crescimento e elevada producdo de biomassa, tém sido sugeridas como planta apropriada para
fitorremediacdo de solos contaminados por metais pesados (SHUKLA et al., 2011).

Segundo Chaves et al. (2010), a fitorremediacdo é uma tecnologia relativamente nova
que utiliza as plantas para a descontaminacdo de solos, com custo razoavel e baixo impacto
ambiental, e tem sua aplicabilidade in situ. Em outras palavras, a principal finalidade dessa
ferramenta consiste na descontaminacdo de areas afetadas por estes metais que prejudicam o
ambiente.

Portanto, parametros social, ambiental e econémico, estdo em pauta quando se aborda

poluicdo ambiental por metais pesados, tornando-se necessario desenvolver estratégias que



19

busquem reduzir a absorcdo e a toxicidade desse elemento em plantas, e com isso reduzir os

riscos relacionados & introdugdo do mesmo nas cadeias alimentares, seja animal ou humana.
Em virtude disso, o presente estudo tem por objetivo avaliar o comportamento

Fisioldgico, de crescimento e bioquimico em plantas jovens de parica quando submetidos a

diferentes concentragdes de cadmio.
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2 - HIPOTESES E OBJETIVOS DA PESQUISA

2.1 - HIPOTESES

> As plantas de parica apresentardo caracteristicas de fitorremediacdo ao cadmio;

> As caracteristicas fisioldgicas e de crescimento sofrerdo alteragdes em funcédo das doses
crescentes de cadmio;

> As rotas metabdlicas a nivel de carbono e nitrogénio sofrerdo mudancas frente as doses

crescentes de cadmio.

2.2 - OBJETIVOS

2.2.1 - Objetivo geral

> Avaliar os parametros fisiologicos, de crescimento e bioquimicos de plantas jovens de
(Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke) quando submetidas em diferentes concentragdes
de cadmio.

2.2.2 - Objetivos especificos

> Definir por meio de analises quimicas a acumulacéo de concentragdes de cadmio em

mudas de parica;

> Analisar por meio de variaveis fisioldgicas (fotossintese, condutancia estomatica,
transpiragéo, a relacdo Ci/Ca, eficiéncia instantanea de carboxilacéo (EiC), eficiéncia do uso da
agua (EUA), eficiéncia intrinseca do uso da dgua (EiUA) e de crescimento (altura, diametro do
coleto, nimero de folhas e nimero de foliolos) o comportamento de mudas de parica
submetidas a aplicacdo crescente de cadmio (CdClz 178uM; CdCl; 356uM; CdCl, 534uM;
CdCl; 712 uM);

> Verificar por meio do comportamento metabdlico do carbono (sacarose, carboidratos
solGveis totais, acucares redutores), e nitrogénio (nitrato, redutase do nitrato, amonio,
aminoacidos, proteinas, prolina, glicina os efeitos de doses crescentes de cadmio (CdCl
178uM; CdCl; 356uM; CdCl, 534uM; CdCl; 712 uM) em plantas jovens de parica.
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3 - RESPOSTAS FISIOLOGICAS E DE CRESCIMENTO DE MUDAS DE
(Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke) SUBMETIDAS A DOSES DE
CADMIO

Artigo aceito para publicacdo na revista Journal of Agricultural Science no Vol. 11, No. 3, in

February 20109.

RESUMO

O c&dmio é um metal importante devido ao uso industrial, e por ser considerado um dos mais
perigosos devido ao acimulo no meio ambiente e por ter alta mobilidade no sistema solo-planta,
podendo vim afetar os mecanismos fisioldgicos e de crescimento das plantas. Dentre os vegetais
que possivelmente pode ser afetado por esse metal esta a espécie (Schizolobium amazonicum
Huber ex Ducke), conhecida como paricd. Nativa da regido Amaz6nica, apresenta grande
potencial social, econdmico e ambiental. O objetivo deste trabalho foi avaliar, por meio de
variaveis fisiologicas e de crescimento, 0 comportamento de mudas de parica submetidas a
aplicacdo crescente de cadmio. As variaveis fisioldgicas diminuiram significativamente devido
ao aumento das doses de cadmio, alterando a fotossintese, condutancia estomética e
transpiracdo, entre as variaveis correlacionadas, a variavel eficiéncia intrinsica do uso da &gua
(EiUA), apresentou tolerancia em relacéo as altas doses de cadmio, evidenciando uma tentativa
de manutencdo do crescimento. Para as variaveis de crescimento, 0 cadmio proporcionou uma
diminuicdo da altura, diametro a medida que as concentracfes eram aumentadas. Esses

resultados mostraram que as plantas do parica foram sensiveis as doses crescentes de cadmio.

Palavras-chave: Estresse Abibtico. VVariaveis Biofisicas. Metal Pesado.
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ABSTRACT

The cadmium is a important metal due the industrial use, and because it is considered one of
the most dangerous due to the accumulation in the environment and to have high mobility in
the soil-plant system, being able to affect the physiological and plant growth mechanisms.
Among the plants that may possibly be affected by this metal is paric4, a native species from
the Amazon region, which presents great social, economic and environmental potential.
Therefore, the objective of this work is to evaluate, by means of ecophysiological and growth
variables, the behavior of parica seedlings submitted to increasing cadmium application. The
physiological variables decreased significantly due to the increase of the cadmium doses,
altering the photosynthesis, stomatal conductance and transpiration, among the correlated
variables, the variable Intrinsic Efficiency of water use (EiUA), presented tolerance in relation
to high doses of cadmium, evidencing an attempt to maintain growth. For the biophysical
variables, cadmium provided a decrease as doses were increased. Decreasing height and
diameter. These results showed that paricd plants were sensitive to increasing doses of

cadmium.

Key words: Abiotic stress. Biophysical variables. Heavy metal.
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3.1- INTRODUCAO

A toxicidade por metais pesados depende da sua concentracao e biodisponibilidade no
solo, do tempo de exposicdo ao elemento, do gendétipo da planta, bem como das condicdes
gerais da mesma. Além disso, a dose-resposta, ou seja, a concentra¢do que causara um efeito
especifico varia entre os elementos essenciais e ndo essenciais (ALMEIDA, 2015).

O cadmio é considerado um elemento nao essencial aos vegetais por ndo apresentar
funcdo metabdlica (OK et al., 2011). E um elemento extremamente toxico aos 0rganismos
mesmo em concentragdes no solo abaixo de 10 mg kg™, essa quantidade ja é suficiente para
proporcionar efeitos acentuados no crescimento vegetal. Dentre os efeitos mais comuns da
toxicidade de cAdmio em plantas estdo a reducdo do crescimento, principalmente o das raizes
por deficiéncias minerais (SHAH et al., 2001; VITORIA et al., 2001; FORNAZIER et al.,
2002), assim como na producédo de biomassa (KNECHT et al.; 1994; SOLTAN; RASHED,
2003; BENAVIDES et al., 2005). Também causa a desestabilizacdo do aparato fotossintético
(QIAN et al., 2010) e modificacdes na condutancia estomatica e transpiracdo foliar (SOUZA et
al., 2011).

A importancia de se conhecer os mecanismos de crescimento e tolerancia dos vegetais
contra esse elemento quimico, se deve a sua crescente concentracdo aos solos agricola,
principalmente pelo o uso de fertilizantes fosfatados, que constituem uma das fontes mais
importantes de contaminacdo de cadmio na agricultura (FRANCOIS, 2009; GRANT, 2010;
FERREIRA, 2013). Assim como, para producdo de alimentos e salde ambiental em ambito
global, pois ele é considerado um potencial perigo agricola (ROMKENS et al., 2011).

Em virtude dessas circunstancias o presente trabalho tem por objetivo, avaliar por meio
de variaveis fisioldgicas e de crescimento o comportamento de mudas de parica submetidas a

aplicacdo crescente de cadmio.
3.2- MATERIAL E METODOS
3.2.1- Condicé&o experimental e material vegetal
O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo do Instituto de Ciéncias Agrarias

(ICA), pertencente a Universidade Federal Rural da Amazodnia (UFRA), localizado em Belém-

Pard, com coordenadas geogréaficas de 01° 27' 21" S e 48° 30' 16" W. No periodo de dezembro
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de 2017 a junho de 2018. Foram utilizadas sementes de parica fornecidas pela AIMEX
(Associacao das Industrias Exportadoras de Madeira do Estado do Pard).

3.2.2- Producdo de mudas e exposicéo das plantas as dosagens de cadmio

O processo para producdo de mudas de paricé procedeu com escarificagdo das sementes
com lixa 80 e submersdo em &agua fria por um periodo de 24h para facilitar a quebra de
dorméncia. Apos esse periodo as mesmas foram colocadas em vasos tipo Leoanard com
capacidade de 4,6 L adaptados com garrafas pet contendo areia lavada e autoclavada, com
quatro sementes por vaso, os vasos foram envolvidos com papel aluminio (para minimizar a
interferéncia da radiacdo solar no crescimento radicular). Foi colocada na superficie de cada
vaso, papel Etil Vinil Acetato (EVA) em forma de circulos, para evitar a proliferacdo de algas.
Decorridos dois meses da semeadura foram aplicadas as concentracfes de cadmio na forma de
cloreto de cadmio, sendo as concentragcdes (CdCl> 178uM; CdClz 356uM; CdCl 534uM;
CdCl; 712 uM) em solucdo nutritiva de (SARRUGE, 1975). As solugdes foram renovadas
semanalmente e o pH mantido entre 5,8 a 6,0 com adicdo de hidroxido de s6dio (NaOH) ou
acido cloridrico (HCI) 0,1 mol L™

3.2.3- Variaveis Ecofisiologicas

A avaliacdo das plantas para analise fisiologica e de crescimento foram realizadas
quando as mesmas comecaram a demonstrar sinais de toxidez por cadmio. Para as avaliacGes
da taxa fotossintética liquida (A), condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E), foram
utilizados o medidor portatil IRGA (Infra-red Gas Analyser/ADC equipaments - mod. LCi
6400, Hoddesdon, UK) sendo medidas sob condi¢bes ambientais favoraveis, entre as 9:00 h e
11:00 h da manha. Para a retirada dessas variaveis foram inseridos na cdmara do equipamento
um foliolo por planta sempre na regido mediana da folha totalmente expandida. Apds a retirada
desses dados, pode-se quantificar também a relacdo do carbono intracelular e do ambiente
(Ci/Ca), eficiéncia instantdnea de carboxilagcdo (EiC), eficiéncia do uso da &gua (EUA),

eficiéncia intrinseca do uso da agua (EiUA).
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3.2.4- Determinacéao dos Teores de Clorofila a, b, total (a+b) e antocianina

O método estabelecido para as variaveis clorofila a, clorofila b e antocianina foram
conforme a metodologia proposta por Sims; Gamon, (2002). Pesou-se 100 mg de folha fresca
de cada amostra, colocando em um almofariz, contendo 3mL de acetona 80%, seguindo
maceracao e posteriormente, filtragdo com papel toalha. Transferiu-se o sobrenadante para um
baldo volumétrico de 25 mL e o volume foi aferido com acetona 80%. As amostras foram lidas
em espectrofotdmetro a 663nm (Clorofila A), 647 nm (Clorofila B) e 537 nm (Antocianinas)
colocando anteriormente o branco para zerar o aparelho (acetona 80%). O teor de clorofilas
totais foi obtido através de célculo simples: Clorofila total = clorofila a + clorofila b. Toda a

extracao foi feita no gelo e no escuro.

3.2.5- Variaveis de Crescimento

As determinacdes para 0s parametros de crescimento foram baseadas em mensuracées
realizadas no final do periodo experimental em torno de 15 dias, obtendo as seguintes variaveis:
1. Altura de planta: medida da superficie do solo até o apice da planta, através do uso de uma
régua milimetrada. O resultado foi expresso em cm.

2. Diametro do coleto: medido utilizando-se um paquimetro digital 200 mm o resultado foi
expresso em mm.
3. NUmero de folhas: foi realizado a contagem do nimero de folhas vivas.

4. Numero de foliolos: foi realizado a contagem do nimero de foliolos vivos.

3.2.6- Delineamento experimental e analise estatistica

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), com 5
tratamentos sendo constituidos de plantas controle (sem cddmio) e com doses de cadmio (CdCl.
178uM; CdClz 356pM; CdClz 534puM; CdClz2 712 pM) com 7 repeticdes e uma planta/vaso
totalizando 35 unidades experimentais.

Os dados obtidos foram submetidos analise de variancia pelo teste F (p < 0,05) e as
médias foram comparadas pela diferenca minima significativa do teste do Tukey (p<0,05) e

submetidas ao teste deregressdo usando-se o programa Sisvar (FERREIRA, 2011).
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3.3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1- Fotossintese

Os resultados apresentados para a fotossintese das mudas de paricA mostraram que a
medida que as doses de cadmio aumentavam o processo fotossintético diminuia, ocasionando
diferencas estatisticas com as plantas controles. O percentual relativo de reducdo e aumento
(PRA) foi bastante alto chegando a menos 76% de decrescimento (Tabela 1).

Essa caracteristica pode ser considerada como um indicador de sensibilidade ao estresse
causado por cadmio. Os efeitos do cAdmio no processo fotossintético estdo no bloqueio da
dissipacdo da energia na forma de calor (ATP), impedindo assim, que a energia seja absorvida
nos centros de reacdo do fotossistema Il. Isso se deve a desestruturacdo dos tilacoides,
reduzindo sua eficiéncia fotoquimica (PARMAR et al., 2014). Outra explicagdo provavel para
esse resultado, esta na inibicdo direta da sintese de clorofila ou de restricdes na absorcdo e
translocacdo de Mg, o magnésio quando presente nos cloroplastos atua como protetor, inibindo
a acdo do cadmio, impedindo o transporte de elétrons (BENAVIDES et al., 2005; MARTINS
etal., 2013, ZHANG et al., 2014).

3.3.2- Condutancia estomatica (gs)

A conduténcia dos estdbmatos diminuiu consideravelmente com os aumentos das
dosagens de cadmio, contudo, diferencas estatisticas ocorreram somente nos tratamentos T3
(356 uM), T4 (534 uM) e T5 (712 pM) quando comparado com as plantas controle. O
percentual relativo de reducao e aumento (PRA) ficou acima de 70% de decrescimento (Tabela
1), esse resultado demonstra o quanto foi alterado a condutancia estomatica.

O cadmio diminui a pressdo parcial de CO2 nos estdbmatos, diminuindo a sua
concentracdo e a condutdncia estomatica, consequentemente ocorreu o fechamento dos
estdmatos e a diminuicdo da transpiracdo, sendo a atividade da Rubisco também afetada
(HASANUZZAMAN et al., 2013). Um dos efeitos prejudiciais do cadmio estd na indugéo de
calcio do reticulo endoplasmatico e do vacuolo, aumentando os niveis desse cation no citosol,
0 que esta relacionado com o fechamento estomatico (PERFUS-BARBEOCH et al., 2002).
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3.3.3- Transpiracao (E)

Os resultados apresentados para transpiracdo foram semelhantes as da fotossintese e
condutancia estomatica, haja vista, que essas variaveis apresentam correlacdes diretas. Essa
diminuigéo da transpiracdo chegou a valores de - 54, 75% de percentual relativo de redugéo e
aumento (PRA), isso possibilitou diferencas estatisticas nos maiores tratamentos com cadmio
T4 (534 uM) e T5 (712 uM), quando comparado com as plantas controles (Tabela 1).

Segundo Leita et al. (1995), o cadmio interfere na abertura e fechamento dos estdmatos.
Primeiramente devido a um aumento no potencial osmotico das folhas, em um segundo
momento, em funcdo da acdo direta do cadmio nas células-guarda e também devido a inibicéo
no crescimento das raizes que limita a absorcdo de 4gua e promove o fechamento dos estbmatos
e, quando a concentracdo do elemento quimico se torna elevada, ha um declinio metabdlico,

com perda da turgidez foliar e fechamento estomatico hidropassivo.

3.3.4- Eficiéncia do uso da agua (EUA)

De acordo com Zhao (2004), a eficiéncia do uso da agua (EUA) é definida em termos
fisiol6gicos como a razdo estabelecida entre a taxa de fixacdo de carbono (fotossintese) e a taxa
de transpiracdo (A/E). Logo, quando analisado essa razdo mostrou que as concentracfes de
cadmio diminuiram essa eficiéncia a medida que as concentracdes eram aumentadas.
Ocasionando diferencas estatisticas quando comparado as plantas controle. O percentual
relativo de reducdo e aumento para essa variavel foi acima de - 45% (Tabela 1). Isso corrobora
com (Lefévre et al., 2014) que afirmaram que o estresse por metais pesados ocasiona menor
eficiéncia no uso da agua.

Esse resultado evidencia uma baixa fixacdo de CO», haja vista, que esse parametro
determina a efetividade das espécies de fixar carbono enquanto transpiram. O elemento fito
toxico acumulou-se no sistema radicular, interferindo diretamente no crescimento desse 6rgéo,
isso provavelmente proporcionou uma baixa absorcdo de agua, e alteracdes na anatomia dos

vasos condutores refletindo diretamente no transporte de &gua (BACELAR et al., 2007).

3.3.5- Eficiéncia instantanea de carboxilacéo (EiC)

A EiC avalia a relacdo entre fotossintese e concentracdo interna de gas carbdnico (A/Ci),

logo, os resultados apresentados para a essa variavel, mostraram que houve um decrescimento,
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ocasionando diferencas estatisticas quando comparado as plantas controle, o (PRA) percentual
relativo de redugdo e aumento obteve um valor de decréscimo de - 76,66% (Tabela 1). A EiC
depende da disponibilidade de CO2 no mesofilo foliar, quantidade de luz, temperatura e da
atividade enzimatica para que haja fotossintese. Nesse estudo a abertura estomatica foi
diminuida acentuadamente, logo influenciando as concentra¢des de CO; intercelulares ficando
muito baixas, e o influxo deste componente nas células do mesofilo é restringido, assim, a planta
utiliza o CO2 proveniente da respiragdo para manter um nivel minimo de taxa fotossinteética,
tornando-a limitada (TAIZ; ZEIGER, 2017).

3.3.6- Eficiéncia intrinseca do uso de 4gua (EiUA)

A EiUA é calculada entre a divisao da fotossintese e condutancia estomatica (A/gs). Os
resultados para eficiéncia intrinseca do uso da agua (EIUA) mostraram que com as altas doses
de cddmio aumentavam-se a eficiéncia interna do uso da dgua das plantas sob estresse. Quando
comparado as plantas controle as diferencas estatisticas aconteceram somente com o T2
(178uM). O percentual relativo de reducéo e aumento (PRA) foi de 2,99 % conforme Tabela 1.
Essa elevada EiUA é uma caracteristica de plantas que tentam tolerar a condi¢do estressante
em virtude de uma baixa disponibilidade de agua (MA et al., 2004), Salienta-se que quanto
menor a disponibilidade de &gua menor também serd o grau de abertura estomatica para reduzir

a perda d’4gua; consequentemente, a EiIUA ¢ maior mantendo o minimo de equilibrio hidrico.

3.3.7- Concentragao interna e do ambiente de CO2 (Ci/Ca)

As relagdes interna e externa de carbono aumentaram nos dois primeiros tratamentos
sob estresse T2 (178uM) e T3 (356 uM), ocorrendo um decrescimento no T4 (534 uM) e
voltando a aumentar no T5 (712 uM). Diferencas estatisticas ocorreram entre 0s T2 (178uM) e
T4 (534 uM), quando comparado as plantas controle. O percentual de reducdo e aumento
(PRA), foi de 2 % (Tabela 1).

E possivel que a atividade das enzimas envolvidas na fixacio do CO2 tenha sido afetada,
isso levou aumento nos valores de Ci /Ca nos dois primeiros tratamentos. A redugdo na
transpiracdo nas plantas sob estresse pelo elemento toxico cadmio pode estar relacionada com
a destruicdo da cuticula e dos estdmatos e o rompimento do limbo foliar, conduzindo

diretamente a reducdes na gs, interferindo nessa relagdo (GUERRA et al., 2014).
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3.3.8- Clorofila a e b e total

Os teores de clorofilas a nas plantas sob estresse pelo metal pesado decresceram quando
comparado as plantas controle, o menor valor de clorofila a nas plantas com metal foi o0 T3 (356
HM) e o maior valor ficou para as plantas no T5 (712 pM). Diferencas estatisticas ocorreram
em T2 (178uM), T3 (356 uM) e T4 (534 uM), quando comparado as plantas controle. O (PRA)
da clorofila a foram - 33,4% (Tabela 1).

Para os teores de clorofilas b ocorreram decrescimento até o T4 (534 uM), diferencas
estatisticas entre as plantas sob estresse pelo metal ndo ocorreu, somente quando comparado as
plantas controle. O percentual de reducéo e aumento (PRA) foi de - 37,26%, acima da clorofila
a (Tabela 1).

Os teores de clorofila total (a+b) decresceram sob a condicdo de estresse por metal
pesado, apresentando diferencas estatisticas quando comparado com as plantas controle, o
menor valor apresentado de clorofila total foi para o tratamento T3 (356 uM). O percentual de
reducdo e aumento (PRA) foi de -36,45% (Tabela 1). Comprovando a alteracdo das funcdes
clorofilianas.

Houve uma degradacdo de clorofilas ao longo do estresse, e consequentemente a
inibicdo do processo fotossintético em funcdo da exposicdo ao cadmio. No entanto, para a
maioria das espécies é necessaria uma elevada concentracdo de metal pesado para que sejam
detectados efeitos no sistema fotossintético (EKMEKCI et al., 2008; REDONDO-GOMEZ et
al., 2010; ROYCHOUDHURY et al., 2012; MARTINS et al., 2013). Fato observado nesse
estudo onde foram aplicadas altas doses desse elemento. A degradacdo da clorofila ocorre
devido a substituicdo de Mg na molécula de clorofila, e de Fe nos citocromos de proteinas
envolvidas na fotossintese (TAIZ; ZEIGER, 2017; DALCORSO et al., 2008; MARQUES;
NASCIMENTO, 2013).

O Mg é parte estrutural do nucleo tetrapirrélico da molécula de clorofila, mas tem
também um papel especifico na ativacdo de enzimas envolvidas na fotossintese. A caréncia de
Mg provoca cloroses entre as nervuras, verificando-se em primeiro lugar nas folhas mais velhas,
devido a mobilidade deste elemento (TAIZ; ZEIGER, 2013). O Fe tem um papel importante
como componente de complexos proteicos (ferredoxinas) envolvidos na transferéncia de
eletrdns na fase luminosa da fotossintese. Em ambos os casos, tanto para a caréncia de Mg como
de Fe, hd um sintoma caracteristico que sdo as cloroses entre nervuras. Em contraste com Mg,
as cloroses resultantes de falta de ferro, surgem inicialmente nas folhas mais jovens, porque o

ferro ndo pode ser prontamente mobilizado a partir de folhas mais velhas (TAIZ; ZEIGER,
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2013). DalCorso et al. (2008) referem que as cloroses podem surgir de alteragdes na razéo
Fe/Zn, bem como por efeitos negativos no metabolismo da clorofila, causados pelo cadmio.

3.3.9- Antocianina

Os teores de antocianina de um modo geral diminuiram quando compado as plantas
controle, havendo diferencas estatisticas com os tratamentos T2 (178uM), T3 (356 uM) e T4
(534 uM). Isso pode ser comprovado pelo valor do percentual de reducdo e aumento (PRA) que
foi de -24,51% (Tabela 1). Quando analisado entre os tratamentos sob estresse por cddmio
houve um certo aumento dessa variavel. Segundo os autores Keilig; Ludwig, (2009); Michalak
(2006); Singh et al., (2013), isso € uma resposta esperada em se tratando de plantas cultivadas
em presenca de metais pesados em niveis problematicos, essas plantas produzem metabolicos
secundarios, como por exemplo, flavonoides e antocianina, tendo esses a finalidade de eliminar

compostos reativos de oxigénio formados pela presenca desses metais como € o caso do cadmio.

3.3.10- Altura

Apesar do curto tempo de exposicdo das plantas de paricA ao metal pesado, o
crescimento foi afetado negativamente, fato observado no valor do percentual de reducéo e
aumento (PRA%), no valor de -14,17%, sinalizando a fitotoxicidade da espécie ao metal
utilizado. A altura € um parametro de crescimento que demonstra a capacidade que as plantas
possuem em responder a influéncia dos fatores biéticos e abiéticos que norteiam o metabolismo
e seu desenvolvimento (TAIZ; ZEIGER, 2017). Estatisticamente houveram diferencas

significativas entre as plantas controle e as plantas com cadmio (Tabela 1).

3.3.11- Didmetro do colo

A variavel diametro do colo diminui com as doses crescentes de cadmio quando
comparado as plantas controle, havendo diferengas estatisticas significativas com o0s
tratamentos T2 (178uM), T3 (356 uM) e T4 (534 uM), o percentual de reducdo e aumento
(PRA) foi de -14,41% de decrescimento. Mostrando a influencia negativa desse metal pesado
no crescimento vegetal. De acordo com Ekmekgia et al. (2008) a redugéo nos teores de clorofila
esta fortemente ligada com reducdo na altura, didmetro e alteracfes no crescimento em geral,

devido principalmente a menor sintese de fotoassimilados.
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3.3.12- NUmero de folhas e foliolos

Ocorreram decrescimento para o numero de folhas a medida que as doses de cddmio
eram aumentadas, contudo, diferencas estatisticas ocorreram somente nos tratamentos T4 (534
puM) e T5 (712 uM), quando comparado as plantas controle. O percentual de reducéo e aumento
(PRA) foi de - 21,58%, demostrando uma queda nessa variavel de crescimento em fungéo da
toxidade do cadmio.

Durante o periodo estabelecido de estresse pelo metal as plantas de parica apresentaram
sintomas de clorose nas folhas mais velhas, abscisdo foliar e epinastia das folhas. Esses efeitos
negativos alteram de forma preponderante o processo fotossintético e as demais funcoes
fisiologicas desse vegetal. Nesse 6rgédo, os ions metélicos podem ser incorporados dentro de
proteinas ou translocados através do floema, juntamente com os fotoassimiladores, causando
assim uma série de fitotoxidades (AZEVEDO et al., 2012; GALLEGO et al., 2012).

Para os numeros de foliolos foi observado uma diminui¢éo até o T3 (356 M), obtendo
um aumento no T4 (534 uM) e voltando a cair no T5 (712 uM), o (PRA) foi de - 26,63% foi 0
maior nesse parametros de crescimento, mostrando que esse 6rgao € um dos mais afetados pela

toxidez do cadmio (Tabela 1).
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Tabela 1 - Médias, equacdes de regressao e percentual de reducéo e aumento (PRA) dos parametros relacionados a fissiologia e de crescimento na parte aérea e radicular
das mudas de (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke) submetidas a doses crescentes de cadmio.

Doses de cadmio (uUM)

Parametro CV (%) PRA (%) Equacao de regressao R? (%)
0 178 356 534 712

Altura da planta (cm) 4341a 36.96b 3420b 3469b 37.26b 9.32 -14.17 y = 43.2591 - 0.0424x + 4.8E-5x% ** 99.51
Diémetro do colo (mm) 8.45a 6.80 b 6.77Db 6.99b 7.24 ab 12.01 -14.41 y =8.2769 - 0.0078x + 9.1175E-6x? ** 85.73
Ne de folhas 783a 7.00ab 7.00ab 6.29b 6.14b 11.02 -21.58 y =7.6714 - 0.0023x ** 91.63
Ne de foliolos 36.71a 27.86ab 2450b 2857ab 2657b 2258 -27.63 y = 35.7776 - 0.0449x + 4.7665E-5x2 * 80.71
Clorofila a (mmol. kg™* MF) 2.89a 1.29 be 0.22¢c 1.33b 1.92b 47.64 -33.40 y =2.8457 - 0.0116x + 1.483E-5x%™ 89.97
Clorofila b (mmol. kg™* MF) 1089a 6.85b 4.66 b 6.32b 6.83b 24.37 -37.26 y = 10.6938 - 0.0257x + 2.9225E-5x> ™" 92.43
Clorofila total (mmol. kg* MF) 13.78a 7.49bc 516c  7.65bc 8.76b 22.78 -36.45 y = 13.883 - 0.0585x + 0.0001x? - 7.8885E-8x° " 98.24
Antocianina (mg.100g?) 0.0047 a 0.0029 bc 0.0015c 0.0024 bc 0.0036ab 32.64 -24.51 y = 0.0047 - 1.4829E-5x + 1.8663E-8x2"" 96.18
A (umol m?st) 7.36 a 5.06 b 3.92¢c 1.62d 1.76d 9.85 -76.11 y = 7.4047 - 0.0142x + 8.3644E-6x2™ 97.12
gs (mmol m2s?) 0.16 a 0.17a 0.13b 0.04c 0.04c 7.54 -74.53 y = 0.1564 + 0.0004x - 2.2058E-6x? + 1.9235E-9x3**  98.90
E (mmol m?s?) 2.33a 256a 190ab 1.26bc 1.05¢ 13.86 -54.75 y = 2.3325 + 0.0046x - 2.3116E-5x% + 1.9812E-8x3*  99.81
Ci/Ca (mol.molt) 0.79b 0.87a 0.80 b 0.62c¢c 0.77b 11.87 -2.05 y =0.7809 + 0.0017x - 7.4323E-6x? + 7.0045E-9x3 ™  93.07
EiC [(umol m™ st) (umol mol1)?] 0.02a 0.01b 0.01b 0.01c 0.01c 13.21 -76.66 y = 0.023 - 4.0835E-5x + 2.3321E-8x%" 97.30
EUA [(umol m?2 s1) (mmol H:0 m2s%)1]  3.17a 1.98b 2.05b 1.16¢ 1.73b 10.39 -45.30 y =3.1194 - 0.0062x + 5.7672E-6x>"" 85.26
EiUA [(umol m? st) (mmol m? s1)] 46.63a 30.24b 31.25ab 37.8lab 4523ab 15.10 -2.99 y = 44.8699 - 0.0827x + 0.0001x? ™" 87.91

Letras iguais ndo diferem entre si, nas linhas, pelo teste de tukey, a 5% de probabilidade.
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3.4 - CONCLUSAO

As plantas de paricad foram sensiveis as doses aplicadas de cadmio interferindo nas
trocas gasosas e no crescimento.

Em relagdo aos pardmetros fisiologicos esses ndo suportaram as doses de cadmio
aplicadas, alterando a sua producéo de energia na forma de ATP e NADPH.

Foram necessarios 14 dias para que as doses de cadmio alterassem todas os parametros
de crescimento e fisioldgico. Contudo, a variavel eficiéncia intrinseca do uso de agua (EiUA)
se mostrou elevada nas condigdes de estresse mantendo o minimo de equilibrio hidrico.

O elemento fitotoxico cadmio concentrou-se principalmente nas raizes, mas houve

translocacédo para parte aérea, sinalizando uma caracateristica fitoextratora.
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4 - AVALIAC;AO DO METABOLISMO NITROGENADO E CARBONO EM
PLANTAS JOVENS DE PARICA (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke).
SUBMETIDAS A CONCENTRACOES DE CADMIO

RESUMO

Atualmente, os problemas ambientais relacionados a contaminacao do solo por metais pesados,
recebem atencdo mais efetiva, em virtude do potencial toxico desses elementos, os principais
sdo o aluminio (Al), arsénio (As), cddmio (Cd), mercurio (Hg), chumbo (Pb) ou crémio (Cr).
O nitrogénio é um componente importante nas contruc@es de células e tecidos de plantas, sendo
requerido para sintese de aminodacidos, acidos nucléicos, proteinas, clorofilas, lipideos e uma
grande variedade de moléculas que contém nitrogénio em sua estrutura. O presente trabalho
teve como objetivo verificar o comportamento bioquimico do nitrogénio e carbono em plantas
jovens de parica quando submetidos a aplicacdo crescente de cadmio. Para isso, foi realizado
um experimento inteiramente casualizado com 5 tratamentos (controle, CdCl, 178uM; CdCl;
356uM; CdCl, 534uM; CdCl, 712 uM), com 7 repeticdes, totalizando 35 unidades
experimentais. As estruturas metabdlicas declinaram de forma significativa com as crescentes
doses de cadmio. Evidenciando uma sensibilidade dessa espécie ao elemento fitotoxico. A
producdo energética dessas mudas foram insuficiente para manter os padrées normais do
metabolismo, seja em nivel foliar ou radicular, assim como, as baixas atividades enzimaticas
para incorporacdo do nitrogénio em macromoléculas. As doses de cadmio se alocaram
principalmente em ambientes radiculares, mas houve transporte desse elemento fitotoxico para
a parte aérea. 1sso evidenciou que, as mudas de parica se comportaram com uma fitoextratora
de cadmio.

Palavras chaves: Bioquimica. Cloreto de Cadmio. Metal Pesado.
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ABSTRACT

Currently, the environmental problems related to soil contamination by heavy metals receive
more effective attention. Due to the toxic potential of these elements, the main problems are
aluminum (Al), arsenic (As), cadmium (Cd), mercury (Hg) , lead (Pb) or chromium (Cr).
Nitrogen is an important component in the construction of plant cells and tissues and is required
for the synthesis of aminoacids, nucleic acids, proteins, chlorophylls, lipids and a wide variety
of nitrogen-containing molecules in their structure. The objective of this work was to verify the
biochemical behavior of nitrogen and carbon metabolism in young plants of parica when
submitted to increasing cadmium application. For this, a completely randomized experiment
was carried out with 5 treatments (control, CdCI2 178uM, CdCI2 356uM, CdCI2 534uM,
CdClI2 712uM), with 7 replicates, totaling 35 experimental units. Metabolic structures declined
significantly with increasing doses of cadmium. Evidence of a sensitivity of this species to the
phytotoxic element. The energy production of these seedlings was insufficient to maintain
normal norms of metabolism, either at foliar or root level, as well as the low enzymatic activities
for incorporation of nitrogen into macromolecules. The cadmium doses were mainly allocated
in root environments, but there was transportation of this phytotoxic element to the aerial part.

This showed that paricé seedlings behaved as a cadmium phytoextractor.

Keywords: Biochemical; cadmium chloride; Heavy metal.
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4.1- INTRODUCAO

Conhecido como parica, o (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke), ocorre em toda
regido amazonica principalmente em mata primaria e secundaria de terra firme e varzea alta de
regides do Mato Grosso, Pard, Amazonas e Rondonia, perfazendo fronteiras com a Bolivia,
Colémbia, Costa Rica, Equador, Honduras e Peru (REIS; PALUDZYSZYN FILHO, 2011). De
acordo com a Abimci (2015) € a espécie florestal nativa mais cultivada no pais, gerando
emprego e renda através do seu plantio e atraindo também pequenos produtores, com excelentes
resultados econdmicos se comparado as outras atividades agricolas tradicionais.

O cadmio é considerado um dos metais pesados com maior fitotoxicidade independente
da dose aplicada (DALCORSO et al., 2010; ALLOWAY, 2013), ndo apresenta funcéo
bioldgica conhecida e pode tornar-se toxico para plantas quando é absorvido e atinger niveis de
2 210 mg kg MS, sendo no entanto, estes valores muito variaveis de acordo com a espécie da
planta (WHITE; BROWN, 2010; GALLEGO et al., 2012; CHOPPALA et al., 2014).

O cadmio ocorre naturalmente pelos processos de pedogénese, atividade vulcanica, bem
como outras menos relevantes (MARTINS et al.,, 2013). Por outro lado, as atividades
antropogénicas que permitem a sua disponibilizagdo sdo inumeras desde a extragdo como
impureza de minérios até ao uso direto em baterias e pilhas Ni-Cd. Mas o que vem chamando
a atencdo € a aplicacdo incontrolada de fertilizantes fosfatados, adubos, residuos de indudstrias
metaldrgicas e aguas residuais ndo tratadas que podem apresentar concentracdes significativas
desse metal pesado (AHMAD et al., 2008; CHOPPALA et al., 2014; LEE et al., 2013; OK et
al., 2011).

Os metais pesados como o cadmio quando absorvidos pelas plantas se acumulam nos
tecidos vegetais e compartimentalizam-se em células de folhas, caule e raizes, dificultando o
metabolismo geral da planta, o equilibrio homeostéatico e o seu desenvolvimento (HASAN et
al., 2009). Os efeitos da presenca do cadmio pode provocar alteracdes no potencial de
membrana, perturbando a absor¢do de dgua e nutrientes essenciais (Martins et al., 2013), assim
como o blogueio de grupos essenciais de biomoléculas, degradacdo de lipidos, inibicdo da
atividade enzimatica CHOPPALA et al., 2014).

Portanto, em fungédo das disfungdes bioquimicas que esse elemento pode causar nos
vegetais o0 presente trabalho teve como objetivo verificar por meio do comportamento
metabolico do carbono e nitrogénio os efeitos de doses crescentes de cddmio em plantas jovens

de parica.
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4.2- MATERIAL E METODOS

4.2.1- Condicéo experimental

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo do Instituto de Ciéncias Agrarias
(ICA), pertencente a Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA), localizado no
municipio de Belém, PA, com coordenadas geogréficas de 01° 27° 31” S, 48° 26' 04.5” O e
altitude media de 8 m. No periodo de dezembro de 2017 a junho 2018. A classificacédo do clima
é Af segundo a Képpen e Geiger com temperatura media de 26,8 °C e umidade relativa do ar
de 95%.

4.2.2- Producdo de mudas e exposicao das plantas as dosagens de cadmio

As sementes de parica foram oriundas da Associacdo das Industrias Exportadoras de
Madeira do Estado do Para (AIMEX) em Benevides — PA. O processo para producdo de mudas
de paricé procedeu-se com escarificagdo das sementes com lixa n° 80 (A), embebicdo em agua
fria por um periodo de 24h para facilitar a quebra de dorméncia (B) (Figura 3). Apds esse
periodo as mesmas foram semeadas em vasos tipo Leoanard com capacidade de 4,6 L adaptados
com garrafas pet (Figura 4), contendo areia lavada e esterelizada, os vasos foram envolvidos
com papel aluminio (para minimizar a interferéncia da radiacdo solar no crescimento radicular).
Foi colocado na superficie de cada vaso, papel e.v.a em forma de circulos, para evitar a
proliferacdo de algas. Ap6s as mudas terem completado 15 dias apds o semeio foi aplicada a
solugéo nutritiva de (SARUGE, 1975), para completar seu crescimento antes da aplicacdo dos
tratamentos, onde eram renovadas semanalmente e o pH mantido entre 5,8 a 6,0 (Tabela 3).
Trasncoridos 60 dias ap6s o semeio foram aplicadas as concentracdes de cadmio CdCl, 178uM;
CdCl, 356uM; CdClz 534uM; CdCl, 712 uM na forma de cloreto de cadmio (CdCl2.H20) em

solucgéo nutritiva.



Figura 3 - Escarificagdo e embebicdo das sementes de parica

Fonte: O Autor

Figura 4 - Vasos adaptados tipo leonard usados no experimento

7 ”‘\ &

Fonte: O Autor
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Tabela 2 - Composicdo da solucdo nutritiva utilizada no experiemento.

Composicéo Concentragéo (mM)
KNOs 5
KH2PO4 1
Ca(NOs)2.4H20 5
Mg(S04).7H20 2
Fe(EDTA) 1

a) FeS04.7H20 0,09
b) Na(EDTA) 0.07
MICRONUTRIENTES
a) HsBOs3 0,046
b) MnCl2.4H20 0,009
c) CuS04.5H20 0,003
d) ZnS04.7H20 0,007
e) NazMo00O4.2H20 0,001

4.2.3- Coleta e armazenamento do material

Ap6s 15 dias da aplicacdo do cadmio com sinais de toxidez (clorose, epinastia,
senescéncia foliar) — (Figura 5) foram coletadas para analise bioquimicas, as mudas foram
separadas em folha, caule e raiz, os trés 6rgaos foram armazenados em sacos de papéis e levados
a estufa de ventilacdo de ar forcada a 65°C por 48 h. Apds a secagem as partes foram moida em
moinho tipo Wiley, sendo devidamente armazenado em tubos de falcon. Parte do material seco

foi levado para a Museu paraense Emilio Goeldi para anélise da concentracdo de cadmio.

Figura 5 — Sinais de toxidez por cddmio nas mudas de parica
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4.2.4- Variaveis bioguimicas analisadas

As analises bioquimicas foram realizadas no Laboratorio de Estudos em
Biodiversidades de Plantas Superiores (EBPS), localizado na Universidade Federal Rural da
Amazonia (UFRA), Belem, Para. Os parametros avaliados foram: sacarose (VAN HANDEL
1968); carboidratos soluveis totais (DUBOIS et al., 1956); acucares redutores (RINNER et al.,
2012); determinacdo das concentracgdes de nitrato (NO3z™) (CATALDO et al., 1975); atividade
da enzima redutase do nitrato (RN) (HAGEMAN; HUCKLESBY, 1971); aménio livre (NH4")
(Weatherburn, 1967); aminoacidos sollveis totais (PEOPLES et al., 1989); os teores de
proteinas soluveis (BRADFORD, 1976). Prolina (BATES; WALDREN; TEARE 1974) e
glicina betaina (GRIEVE E GRATTAN, 1983).

4.2.5- Delineamento experimental e analise estatistica

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), com 5
tratamentos sendo constituidos de plantas controle (sem doses de cddmio) e com doses de
Cadmio (CdCl, 178uM; CdCl2 356uM; CdCl, 534uM; CdClz 712 uM) com 7 repeticdes cada
(uma planta/vaso) totalizando 35 unidades experimentais.

Os dados obtidos foram submetidos analise de variancia pelo teste F (p < 0,05) e as
médias foram comparadas pela diferenca minima significativa do teste do Tukey (p<0,05) e
foram ajustadas por equacbes de regressdo polinomial P<0,01 ou 0,05 usando-se o programa
Sisvar (FERREIRA, 2011).

4.3- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1- Sacarose

A sacarose em condi¢fes de estresse abidtico atua como um ajustador osmético
promovendo a preservacao energética das plantas aumentando suas concentracoes (SIRINGAM
etal., 2011). Contudo, as plantas de parica sob aplica¢fes crescentes de cadmio tiveram as suas
concentracdes de sacarose diminuidas tanto em folhas como em raizes, tendo nas folhas uma
maior perda desse acucar. O percentual relativo de reducdo e aumento para as folhas e raizes
foram de - 64,48% e - 47,95% respectivamente. Diferencas estatisticas nas folhas ocorreram
nos tratamentos T2 (178 uM), T4 (534 uM) e T5 (712uM) e para as raizes as diferencas
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ocorreram T3 (356 puM), T4 (534 uM) e T5 (712 puM), quando comparados com as plantas
controle (Tabela 3).

Martins et al. (2016) verificaram que aparentemente as plantas liberam enzimas
invertases para dividir a sacarose em frutose e glicose, e esse processo € irreversivel, essa
clivagem reduz o potencial hidrico dificultando o processo fotossintético e consequentemente
a producdo energética. A sacarose pode ter efeitos de feedback negativo sobre a fotossintese,
reduzindo a quantidade e a atividade da Rubisco (BADR et al., 2011; 2015). Essa resposta esta
relacionada diretamente as diferentes concentragcdes de cadmio interferindo negativamente no

processo energético das mudas de parica.

4.3.2- Carboidratos SolUveis Totais

Os resultados apresentados para os carboidratos solGveis totais nas folhas mostraram
um crescimento até o T4 (534 uM), caindo no tratamento T5 (712uM). Isso proporcionou
diferencas estatisticas para esses dois tratamentos quando comprado as plantas controle.

O percentual relativo de reducdo e aumento (PRA) para as folhas foi de 36,7% de
aumento. Nas raizes houve decrescimento até o T3 (356 uM), subindo no T4 (534 uM) e
voltando a decrescer no T5 (712uM). Evidenciando diferengas estatisticas nesses trés
tratamentos quando comparado as plantas controle. O percentual relativo de reducéo e aumento
(PRA) para esse orgéo foi de — 92,63%. Mostrando o efeito negativo desse metal pesado nas
mudas de parica., (Tabela 3).

A interferéncia no metabolismo de carboidratos € uma resposta comum de plantas na
presenca de diferentes metais pesados (ZHAO et al., 2011; WANG et al., 2012). Algumas
enzimas contribuem para o aumento desse composto a exemplo da triose fosfato isomerase e
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, justificando o aumento nas folhas de carboidrato e outras
como enolase e fosfoglicomutase apresentaram diminuicao de expressao influenciando na baixa
concentracdo de carboidratos justificando as respostas para as raizes. Essa diferenca de efeito
do cadmio sobre diferentes enzimas de uma mesma via sugere uma plasticidade metabdlica do
organismo vegetal, regulando diferentemente enzimas de uma mesma via para suprimento

energético.
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4.3.3- Agucares redutores

Os acucares redutores fazem parte dos acglUcares ndo estruturais cujos teores sao
sensiveis as variacdes ambientais e injarias sofridas pelas plantas. Sdo agucares utilizados para
avaliar as respostas das plantas as condi¢cfes de estresse (BENNETT et al., 2005; SOUZA et
al., 2013). Os resultados desse estudo mostraram que 0 aumento crescente das doses de cddmio
aumentava as concentracOes de acUcares redutores nas folhas até o tratamento T4 (534 uM),
decrescendo no T5 (712uM). Diferencas estatistica somente com o tratamento T4 quando
comparado as plantas controle. O percentual relativo de reducéo e aumento (PRA) foi de 33,25
%. Os resultados observados para as raizes mostraram um comportamento decrescente linear
nas concentracOes de acucares redutores. Obtendo um percentual relativo de reducao e aumento
(PRA) de -35,08% (Tabela 3).

Segundo Guiboileau et al. (2010). A limitagdo de nitrogénio é um dos fatores que
desencadeiaram o acumulo de agUcares nas folhas. Isso pode ser comprovado pela baixa
concentracdo de NOs™ nas folhas (Tabela 1). Outra constatacdo esta no metabolismo primario
do carbono dessas plantas que produziram em grande quantidade os principais agucares
redutores que séo a glicose e frutose nas folhas, em virtude desses agucares serem importantes
intermediérios na rota metabdlica da fotossintese e da respiracdo celular, enquanto outros sdo
componentes estruturais de &cidos nucléicos, além de constituirem blocos basicos da construcgéo
de muitos outros carboidratos, incluindo amido e celulose (SALISBURY; ROSS 1992).

As baixas concentrac@es de agucares redutores nas raizes se deve ao efeito inibitdrio do
cadmio no crescimento das raizes de paric4, isso é atribuido provavelmente a reducdo da mitose,
danos no aparelho de Golgi, a sintese reduzida de componentes de parede celular e alteraces
no metabolismo de acucares (FERREIRA, 2013). A capacidade de retencdo de cadmio nas
diferentes partes da planta esta relacionada ao complexo sistema que envolve adsorcéo,
quelacdo e compartimentalizagdo, limitando a translocagdo de cadmio da raiz para a parte aérea
(NOCITO et al., 2011).

4.3.4- Nitrato (NO3)

As concentragbes de nitrato nas folhas apresentaram um certo crescimento até o
tratamento T4 (534 uM), decrescendo no tratamento T5 (712 pM). isso proporcionou um
percentual relativo de reducdo e aumento (PRA) de 38,22% de crescimento. As diferencas

estatisticas ocorreram nos T3, T4 E T5, quando comparado as plantas controle. Para as raizes
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houve um crescimento até o tratamento T2 (178 puM), a partir desse ponto houve um
decrescimento dessa variavel. O percentual relativo de reducdo e aumento (PRA) foi de -
17,97% de decrescimento. Havendo diferencas estatisticas apenas com o tratamento T5, quando
comparado as plantas controle (Tabela 3).

Esse comportamento € considerado normal em virtude do nitrato (NOz) ser uma das
principais formas de entrada de nitrogénio nas plantas, uma vez assimilado pelas raizes pode
ser reduzido no citosol das mesmas e armazenado no vacuolo. Isso justifica as maiores
concentragdes nesse 0rgdo. Contudo, esse nitrato (NO3’) pode ser transportado via xilema para
as folhas onde serd reduzido no citosol e podendo ser armazenado nesse compartimento
(BALOTF et al., 2012). Em situacdo de excesso de metais pesados, caso observado nesse
estudo, plantas modificam o fluxo normal de NO3~ de modo a estocar esse ion em 0rgaos
fortemente afetado pelo metal, caso das raizes quando comparado as folhas (LI et al., 2010,
ZHANG et al., 2014).

4.3.5- Enzima redutase do nitrato

Observou-se que a atividade enzimatica da redutase do nitrato (RN) nas folhas reduziu
consideravelmente a medida que as concentracdes de cadmio aumentavam, apresentando
diferengas estatisticas entre os tratamentos com metais e as plantas controle. O percentual
relativo de reducdo e aumento (PRA) foi de - 96,2% de decrescimento. Nas raizes os resultados
mostraram um aumento expressivo dessa enzima até o tratamento T3 (356 uM), decresceu no
tratamento T4 (534 uM) e voltando a subir no T5 (712 uM). Apresentando diferencas
estatisticas com as plantas controle. O percentual relativo de reducdo e aumento (PRA) foi de
271,14% de crescimento (Tabela 3).

Sob estresses abidticos, a enzima RN pode atuar como importante biomarcador da
tolerdncia de plantas a metais fitotdxicos uma vez que sob estresse por cadmio os vegetais
tendem a diminuir a producdo desta enzima, principalmente, pela baixa absorcéo de nitrogénio,
fato observado nas folhas de parica (SINGH et al., 2015). Outro fato que explica essas respostas
dessa baixa atividade enzimatica, esta na dependéncia dessa enzima nitrato redutase (RN) da
energia proveniente da fotossintese [nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase
[NAD(P)H] que pode ter sido afetada pelas altas concentra¢fes de cadmio, desta forma, o bom
status fisioldgico da planta repercute no aumento da atividade da enzima (MARSCHNER,
2012).
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4.3.6- Concentragdes de Amonio Livre

As concentracdes de aménio livre nas folhas reduziram seus valores para os tratamentos
T3 (356 uM); T4 (534 uM) e T5 (712 uM), apresentando diferencas estatisticas quando
comparado as plantas controle, contudo, o tratamento T2 (178 uM) foi o Gnico que obteve um
valor acimas das plantas controle. O percentual relativo de redugéo e aumento (PRA) foi de -
38,2% para as folhas. Os resultados apresentados para as raizes evidenciavam que a medida que
as concentracOes de cadmio aumentavam, as concentra¢des de amoénio diminuiam. Mesmo com
essa queda apresentou maiores valores quando comparado as concentra¢des das folhas. O
percentual relativo de redugéo e aumento (PRA) foi de -16,77% (Tabela 3).

Essa baixa concentracdo de amonio nas folhas se deve provavelmente em virtude das
baixas concentracdes de NOs e da atividade da enzima RN, haja vista, que tanto substrato como
enzima participam diretamente das reacGes catalitica para producao de nitrito NO>™ pela enzima
redutase do nitrito (RNi) e posteriormente a aménio (NH4") (MARSCHNER, 2012).

Essa diferenca positiva de concentracdo de amonio nas raizes quando comparado as
folhas, se deve a acdo do cadmio que provavelmente pode estar relacionada com a acdo da
enzima glutamina sintetase (GS) que ocorre como uma isoforma isolada em plastidios (GS2) e
isoformas localizadas no citosol (GS1) (SWARBRECK et al., 2011; THOMSEN et al., 2014).

A GS1 citossoélica é muito importante em raizes, principalmente na assimilagdo primaria
de amonio (NH4"), e também para reassimilacéo e reciclagem do amoénio (NH4*) que é gerado
durante a degradacdo da proteina em folhas ou em processos catab6licos. Enquanto que o papel
principal atribuido da GS2 esta na reassimilacdo do aménio (NH4") oriunda da fotorespiracéo
nos cloroplastos e assimilacdo do aménio (NH4") derivada da reducdo de nitrato (NO3’) nos
plastidios (THOMSEN et al., 2014).

4.3.7- Aminoécidos solUveis totais

As menores doses de cadmio influenciaram no decrescimento de aminoacidos nas folhas
T2 (178 uM) e T3 (356 uM), ocorrendo ao contrario com as maiores doses T4 (534 uM) e T5
(712 pM). O percentual relativo de reducdo e aumento (PRA) foi de 68,46% de aumento. E
diferencas estatisticas ocorreram apenas no tratamento T5 (712 uM), quando comparado as
plantas controle. Para as raizes a medida que as de doses de cadmio aumentavam as

concentragdes de aminodcido diminuiam. Diferengas estatisticas ocorreram com os tratamentos
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T3 (356 uM), T4 (534 uM) e T5 (534 uM) quando comparado as plantas controle. O percentual
relativo de reducdo e aumento (PRA) foi de -64,89% de decrescimo (Tabela 3).

O aumento de aminoacidos nas maiores doses com cadmio nas folhas se deve
possivelmente, Segundo Paix&o et al. (2014), a um ajuste osmético, onde ocorre 0 acimulo
dessa molécula orgénica na parte aérea para assegurar a turgéncia e conteudo de &gua nas
células. Esses compostos contribuirdo principalmente para a sintese molecular no citosol ou
para a producao de energia em vias respiratorias como a glicolise, ciclo de Krebs e das pentoses-
fosfato (BEWLEY et al., 2013).

No sistema radicular o efeito do cddmio foi mais agressivo diminuindo de forma
consideravel a concentracdo desse soluto, isso se deve a sua alta reatividade com esses
aminoacidos, essa reatividade ocorre principalmente em atomos de N presente nesses
aminodacidos (CLEMENS, PALMGREN; KRAMER, 2002). Outra possivel resposta se deve as
baixas concentracdes de nitrato (NO3") nas folhas de parica, em virtude desse substrato ser porta
de entrada de N nas plantas.

4.3.8- Proteinas solUveis Totais

As concentracdes de proteinas acumularam-se nas folhas & medida que as concentragdes
de cadmio aumentavam. Isso levou a uma diferenca estatistica entre as plantas de maiores
concentracdes de cadmio T3 (356 uM); T4 (534 uM); T5 (712 puM) gquando comparado as
plantas controle (Tabela 1). Isso levou a um percentual relativo de reducédo e aumento (PRA)
de 113,16% de crescimento. Para as raizes houve um decrescimento acentuado até o tratamento
T4 (534 uM), a partir desse ponto houve um crescimento de proteinas no tratamento T5 (712
M), diferencas estatisticas ocorreram somente no tratamento T4 (534 uM), quando comprado
as plantas controle. O percentual relativo de reducdo e aumento (PRA) foi de -15,04% (Tabela
3).

De acordo com Mendes et al. (2011) o acimulo de proteinas de baixa massa molar pode
ser usado como fonte de armazenamento de nitrogénio que seriam mobilizados para diminuicédo
do estresse nas plantas, fato observado nas folhas de parica.

As proteinas desempenham muitas funcdes dentro dos vegetais, contudo, segundo
Bouzon et al., (2012) e Alfadul; Al-Fredan (2013), a acdo do cloreto de cadmio pode afetar
muitas vias metabdlicas, de modo que as proteinas podem sofrer modificacbes ou sofrer

degradagOes por meio da fitotoxidez desse elemento, devido aos danos oxidativos ou do
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aumento na atividade de enzimas proteoliticas, resultando na reducao de sua concentragdo final,

fato evidenciado principalmente nas raizes.

4.3.9- Prolina

As concentragdes de prolina nas folhas decresceram nos tratamentos T2 (178 uM), T4
(534 uM) e T5 (712 uM), contudo, ndo houveram diferencas estatisticas. Esse decrescimento
representou um percentual relativo de reducéo e aumento (PRA) de -24,44%. Para as raizes o
decrescimento foi até o tratamento T4 (534 uM), contudo, diferencas estatisticas ocorreram nos
T3 (356 uM); T4 (534 uM); T5 (712 uM), quando comparado com as plantas controle. O
percentual relativo de reducéo e aumento (PRA) foi de -26,54% decrescimento (Tabela 3).

A prolina € um aminoacido osmorregulador e vem sendo muito estudado por
caracterizar tolerancia nas plantas quando submetidas a estresse abidtico (ASTRIR, 2015;
YAISH, 2015). Contudo, as altas doses de cadmio aplicadas nas mudas de parica,
proporcionaram um decrescimento desse aminoacido em virtude possivelmente da degradacéo
desse soluto compativel pelas enzimas prolina desidrogenase (PRODH) que catalisa a
conversdo de prolina em P5C que €, entdo, oxidada a glutamato pela P5C desidrogenase
(P5SDH) e a pirrolina-5-carboxilato desidrogenase (P5CDH) (SZABADOS;SAVORE,2010).
Essa degradacdo metabdlica por essas duas vias enzimaticas ocorre restritamente nas
mitocondrias e isso pode acarretar na inducdo de morte celular (CECCHINI; MONTEOLIVA;
ALVAREZ, 2011).

4.3.10- Glicina-betaina

Resultados apresentados para a glicina betaina nas folhas de parica mostraram que a
primeira dose de cadmio proporcionou um decrescimento no T2 (178 uM), a medida que as
doses de cadmio eram aumentadas houveram um acentuado aumento de glicina nos tratamentos
T3 (356 uM); T4 (534 uM); T5 (712 uM). Esse crescimento representou um percentual relativo
de reducdo e aumento (PRA) de 24,47%. Para as raizes as duas primeiras doses de cadmio
apresentaram aumentos desse aminoacido chegando a valores acima das controle T2 (178 uM)
e T3 (356 uM), decrescendo no T4 (534 uM) e voltando a aumentar as concentracdes de glicina
no T5 (712 uM). Isso possibilitou diferencas estatisticas com o tratamento T4 (534 uM) quando

comparado as plantas controle (Tabela 3).
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Composto quaternario de aménio a glicina é abundante nos cloroplastos e participa no
ajuste e na protecdo das membranas dos tilacoides e, deste modo, ajuda a manter a eficiéncia
fotossintética (CHEN; MURATA, 2011). As baixas concentracdes de amonio contribuiram
para uma baixa produgédo de glicina betaina. Para D’SOUZA; DEVARAJ (2010). o acimulo de
glicina-betaina normalmente ocorre nais espécies tolerantes do que em espécies sensiveis. Fato
evidenciado para as mudas de paricé que apresentaram sensibilidade nas altas concentragdes de
cadmio.

Possivelmente justifique esse ndo acumulo de glicina, em virtude dos efeitos toxicos
desse elemento nesse 6rgdo ocasionado seu escurecimento, torcdo e uma progressiva reducao
do seu crescimento (WOJCIK; TUKENDORF, 1999).
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Tabela 3 — Médias, equacdes de regressdo e percentual de reducéo e aumento (PRA) dos parametros relacionados ao metabolismo do carbono (C) e nitrogénio
(N) na parte aérea e radicular das mudas de (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke) submetidas a doses crescentes de cadmio, apds 14 dias.

Doses de cadmio (UM) R?
Parametro CV (%) PRA (%) Equacao de regressdo
0 178 356 534 (%)
Sacarose nas folhas (mg sacarose gt MS) 441a 126b 2.05ab 1.13b 156D 0.38 -64.48 y=4.0229 - 0.012x + 1.2275E-5x?" 75.88
Sacarose nas raizes (mg sacarose g MS) 527a 4.26ab 294bc 249c 274c  27.10 -47.95 y=5.3921-0.0093x + 7.6617E-6x>"" 97.72
Carboidrato soltivel total nas folhas (umol carboidrato g MS) 0.79b 096ab 1.04ab 1.16a 1.08a 1751 36.78  y=0.8512 + 0.0004x ** 77.48
Carboidrato soltvel total nas raizes (umol carboidrato g MS) 0.39a 0.33ab 0.14cd 0.24bc 0.03d 36.34 -92.63 y=10.3882 - 0.0005x ™ 78.44
Acucares redutores nas folhas (umol carboidrato gt MS) 0.75b 086ab 0.88ab 1.13a 1.00ab 21.91 33.25 y=0.7713 + 0.0004x ** 70.20
NOs- nas folhas (mmol de NOs™ kgt MS) 0.02¢ 0.02c 0.03b 0.04a 0.03b 1.76 38.22 y=0.0242 + 1.5989E-5x ™ 76.22
NOs" nas raizes (mmol de NOs™ kgt MS) 0.06ab 0.09a 0.08ab 0.07ab 0.05b 28.80 -17.97  y=0.0679 + 0.0001x - 1.9766E-7x>"" 76.97
Redutase do nitrato nas folhas (umoles de NO2.g.MF1.h 1) 0.62a 0.17b 017b 0.13b 0.02c 2444 -96.20 y=0.6095 - 0.0038x + 9.5935E-6x> -7.6344E-9x° 98.82
Redutase do nitrato nas raizes (umoles de NOz .g.MF-1.h1) 0.74c 192b 276a 26lab 276a 22.07 271.14 y=0.7796 + 0.0075x - 6.8608E-6x>"" 96.85
Amdnio nas folhas (mmol de NH4* kg de MS) 6.08a 6.30a 3.04b 3.09b 3.76b 25.48 -38.20 y=6.2157 + 0.0053x - 5.4986E-5x> + 6.0354E-8x' 87.68
Aminoécidos nas folhas (umol de AA g MS) 447bc 417c 3.70c 6.20ab 7.52a 2210 68.46  y=4.469 - 0.0054x + 1.401E-5x>™" 91.61
Aminodcidos nas raizes (umol de AA gt MS) 722a 6.08a 4.11b 254b 253b 23.76 -64.89 y=7.0757-0.0072x ™" 93.92
Proteina nas folhas (mg proteina g* MS) 0.32c 047bc 057ab 059ab 0.68a  18.96 113.16  y=0.3585 + 0.0005x " 92.97
Proteina nas raizes (mg proteina g MS) 0.47a 039ab 0.29ab 0.24b 040ab 32.77 -15.04 y=0.4889-0.001x + 1.1678E-6x>"" 84.73
Prolina nas raizes (umol. g. MS) 093a 08lab 068b 066b 068b 17.62 -26.54 y=0.8809 - 0.0004x ™ 78.70
Glicina betaina nas raizes (mg de glicina betaina por g MS) 15.60ab 15.93ab 18.20a 13.93b 14.64ab 14.76 -6.13  y=15.6129 + 0.0071x - 1.3045E-5x>"" 37.10

*Letras iguais ndo diferem entre si, nas linhas, pelo teste de tukey, a 5% de probabilidade.
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A andlise estatistica fatorial das concentragdes de cAdmio nesses trés 6rgaos analisados,
mostraram que na parte aérea considerando dentro de cada tecido folha e caule, estatisticamente
ndo houveram diferencas, independente das doses de cadmio aplicadas. No caso das raizes
houve um actumulo principalmente nas maiores concentragdes de cadmio T4 (534 uM) e T5
(712 uM), diferindo estatisticamente com as plantas controle e T2 (178 uM). Quando analisado
entre os tecidos vegetais pode-se observar que a partir do T3 (356 uM), houveram diferencas
estatisticas, acumulando-se principalmente nas raizes das plantas com maiores concentracdes
de cadmio (Tabela 4).

As raizes sdo o0s primeiros o6rgaos das plantas a entrarem em contato com o elemento
toxico, logo, séo susceptiveis a sofrer os primeiros danos. Evidéncias cientificas mostram os
motivos desse elemento se acumular nas raizes de determinados vegetais. Para Gallego et al.
(2012). Os metais pesados entram nas células vegetais através de sistemas de transporte
envolvidos na absor¢do de micronutrientes. Porém, a absor¢do de cAdmio ocorre através de
carreadores transmembranas envolvidas na absorcdo de calcio (Ca?*); ferro (Fe*2); magnésio
(Mg*?); cobre (Cu*?); zinco (Zn*?). Em algumas plantas o transporte de cadmio pelo xilema é
restrito, ficando retido nas paredes celulares por diferenca de cargas idnicas, e por essa razao
sdo geralmente encontradas em maiores concentragdes nas raizes.

Os maiores acumulos de cadmio nas raizes de plantas podem estar relacionados a
presenca de &cidos organicos nos exsudatos das raizes, sendo que possivelmente o referido
metal se ligue a estes acidos limitando sua translocacdo para a parte aérea (CHANDRA et al.
2010).

A concentracdo de cddmio nos 6rgdos das plantas diminuem de raizes fibrosas para
raizes de armazenamento, e sucessivamente para caules e finalmente para as folhas (GRANT
etal., 1998; MARTINS et al., 2013; GALLEGO et al., 2012), fato observado nesse estudo.

A absorc¢do ocorrere pela zona apical ou através da superficie especifica da raiz, uma
vez nesse 0rgao as vias de entrada sao apoplasto, isto é, sem entrar no interior das células, uma
fracdo desse metal é transportada para dentro das células, outra parte continua a ser transportada
via apoplasto (PRASAD, 2004).

Portanto, diferencas na estrutura e organizacao dos tecidos radiculares, assim como no
desenvolvimento de barreiras apoplasticas, sdo comuns entre espécies tolerantes ou sensiveis a
esses poluentes (VACULIK et al., 2012). No caso do cadmio, a capacidade de transporte interno

para este elemento, varia consideravelmente entre as espécies (CHOPRA e PATHAK, 2012).



60

Tabela 4 — Valores médios das concentracdes de cadmio nos trés 6rgaos das plantas de (Schizolobium
Amazonicum Huber ex Ducke).

Doses de cadmio na Teor de caddmio no tecido vegetal (mg kg?)
solugdo nutritiva (UM) Folhas Caule Raizes
0 0.00 (0.00) Aa  0.00 (0.00) Aa 0.00 (0.00) Ad
178 28.66 (7.37) Aa  51.03 (4.69) Aa 1117.76 (104.36) Acd
356 19.91 (4.97) Ba 48.56 (5.19) Ba 2564.30 (373.60) Abc
534 23.91 (8.37) Ba 55.33(0.89) Ba 3211.21 (203.15) Aab
712 27.66 (5.54) Ba 51.80 (12.64) Ba 5017.80 (36.78) Aa

Letras maiUsculas iguais nas linhas ndo diferem entre si e letras mindsculas iguais nas
colunas nédo diferem entre si, pelo teste de tukey, a 5% de probabilidade.
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4.4- CONCLUSAO

Os osmolitos compativeis nas folhas ndo apresentaram significancia, ja para as raizes
apenas a prolina apresentou diferenca significativa, contudo, decresceram quando as
concentracdes de cadmio eram aumentadas, podendo-se concluir que ndo houve caracteristicas
de toleréncia.

A produgdo energética em termos de carboidratos foi limitada principalmente nas raizes
em virtude das altas concentra¢es de cadmio, nas folhas houve crescimento da producao dos
acucares redutores e carboidratos soluveis totais ndo interferindo diretamente nos processos de
assimilacdo de carbono e nitrogénio;

A principal enzima metabdlica na rota da incorporacdo do nitrogénio a redutase do
nitrato (RN) foi afetada pelas doses de cadmio, principalmente nas folhas. Para as raizes
houveram uma crescente atividade dessa enzima, mas nao representou producdo em
macromoléculas como os aminoécidos;

Os resultados apresentados evidenciaram que o cddmio foi transportado para parte
aérea, contudo, concentrou-se principalmente no sistema radicular caracaterizando-se como

uma espécie fitoextratora.
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