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RESUMO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar os pardmetros nutricionais e o sistema antioxidante de
plantas jovens de Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke quando submetidas a
diferentes concentracfes de cadmio (Cd). O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo no periodo de dezembro de 2017 a junho de 2018. Inicialmente foram
produzidas mudas a partir de sementes de paricad. As sementes foram semeadas em vasos
do tipo Leonard com capacidade de 4,6 L adaptados com garrafas pet contendo areia
lavada e esterilizada (120 °C por 40 min.) Decorridos 15 dias ap6s o semeio as plantulas
receberam solucdo nutritiva de Sarruge. Transcorridos 60 dias apos o semeio foi iniciada a
aplicacdo das concentragdes de Cd na forma de cloreto de Cd hidratado (CdCl2.H20). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com cinco tratamentos (0,
178, 356, 534 e 712 pM de CdCl,). Os dados foram submetidos & anélise de variancia
pelo teste F (p < 0,05) utilizando o software Statistica, e as diferencas entre os tratamentos
analisadas pelo teste de Tukey (p<0,05), sendo ajustadas por equacbes de regressao
polinomial P<0,01 ou 0,05 usando-se o programa Sisvar. As principais variaveis
nutricionais desestabilizaram-se em suas funcGes com o aumento das doses de cadmio,
influenciando no processo fisiologico vegetal. Para o sistema antioxidante, A atividade
das enzimas peroxidase do guaiacol (G-POD), peroxidase do ascorbato (APX), dismutase
do superdxido (SOD) e Catalase (CAT), diminuiram com o aumento das doses de Cd . O
acumulo de Cd e as alteracdes dos parametros nutricionais e de enzimas antioxidantes,
resultaram em mudancas estruturais de S. amazonicum. O maior acimulo de Cd nas
raizes, e a baixa translocacdo do metal para parte aérea pode caracterizar S. amazonicum

Huber ex Ducke como uma espécie com potencial para fins de fitoremediacao.

Palavras chave: Elementos nutricionais, enzimas antioxidativas, metal pesado



GENERAL ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the nutritional parameters and antioxidant
system of young plants of Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke when submitted to
different cadmium (Cd) concentrations. The experiment was carried out in a greenhouse
from December 2017 to June 2018. Seedlings were initially produced from paricé seeds.
The seeds were sown in 4.6L Leonard type pots adapted with pet bottles containing
washed and sterilized sand (120 °C for 40 min.). After 15 days of sowing the seedlings
received nutrient solution from Sarruge. After 60 days after sowing, the application of Cd
concentrations as hydrated Cd chloride (CdCl2.H20) was started. The experimental design
was completely randomized with five treatments (0, 178, 356, 534 and 712 uM CdCly).
Data were subjected to analysis of variance by the F test (p <0.05) using the Statistica
software, and the differences between treatments analyzed by the Tukey test (p <0.05)
were adjusted by polynomial regression equations P <0.01 or 0.05 using the Sisvar
program. The main nutritional variables were destabilized in their functions with the
increase of cadmium doses, influencing the plant physiological process. For the
antioxidant system, the activity of the guaiacol peroxidase (G-POD), ascorbate peroxidase
(APX), superoxide dismutase (SOD) and Catalase (CAT) enzymes decreased with
increasing Cd doses. Cd accumulation and changes in nutritional parameters and
antioxidant enzymes resulted in structural changes of S. amazonicum. The higher
accumulation of Cd in the roots and the low translocation of the metal to the shoot may
characterize S. amazonicum Huber ex Ducke as a species with potential for

phytoremediation purposes.

Keywords: Nutritional elements, antioxidative enzymes, heavy metal
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1. ASPECTOS GERAIS DA PESQUISA

1.1. Contextualizacao

1.1.1. Metais pesados no meio ambiente

Os metais s@o de ocorréncia natural como componentes de rochas e sua presenca nos solos
tem aumentado devido as atividades antropogénicas (ARAUJO e PINTO FILHO, 2010),
como os residuos de mineradoras, siderurgicas, industrias de cosméticos, sucata
automobilistica, atividades agricolas entre outros, que geralmente expdem o solo a condicGes
adversas de contaminacdo (TARLEY e ARRUDA, 2003).

Segundo Carvalho et al. (2008), os metais oriundos da contaminacdo ambiental séo
depositados no solo, principalmente na camada agricultavel ou aravel, muitas vezes presentes
na solucdo dos solos e disponiveis para as plantas, tornando-se fonte de risco e via de
exposicao a contaminacgdo para a populacéo.

Metais pesados como Arsénio (As), Cadmio (Cd), Cobalto (Co), Cobre (Cu), Niquel (Ni),
Zinco (Zn) e Cromo (Cr) séo fitotdxicos e podem ser incorporados e bioacumulados através
da cadeia alimentar. Os metais pesados persistem no meio ambiente, afetando as
propriedades do solo, sua fertilidade, biomassa e producdo agricola e, finalmente, a salde
humana (MUDGAL; MADAAN; MUDGAL, 2010) (Figura 1).

O uso de fertilizantes fosfatados pode causar a contaminagdo do solo por metais pesados
como Cd, Mn, Zn, Pb, Cu e Ni que estdo naturalmente associados as rochas fosfaticas
(SARWAR et al., 2010). Os adubos fosfatados, os estercos e o lodo de esgoto sdo 0s
principais insumos agricolas que podem conter Cd, e sua utilizacdo constitui um risco, tanto
para saude animal, quanto para o homem (MALAVOLTA, 2006). Segundo Lopes &
Albuquerque (2018), na ultima década, o Brasil expandiu em 190% o mercado de
agrotoxicos, o que colocou o Pais em primeiro lugar no ranking mundial de consumo desde
2008. Isto mostra o impacto que a utilizagcdo de agrotoxicos tem causado na agricultura

brasileira, refletindo na alimentacéo, qualidade do solo e entre outros aspectos.
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Figura 1 - Contaminacdo por metais pesados e os efeitos da sua toxidez em microébios, plantas e
animais.
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Fonte: Oves et al. (2016).

1.1.2.Cadmio

O Cd é um metal maleavel, utilizado em escala industrial na composicdo de ligas
metalicas, para a fabricacdo de pilhas e células fotoelétricas, corantes na industria téxtil e
especialmente na composicdo de pesticidas agricolas, sua principal forma de entrada e
deposicdo na superficie terrestre. E encontrado na natureza em forma inerte e de facil
oxidacdo, associado aos sulfitos dos minérios de zinco, cobre e chumbo, em baixos
percentuais. Como mineral, encontra-se na forma de grenoquita, em propor¢des muito
pequenas da litosfera (POPP, 1998; CETESB, 2012).

O Cd apresenta grande mobilidade, podendo apresentar maior risco ambiental,
principalmente em solos com pouca matéria organica, baixos teores de 0xidos de ferro e com
baixa capacidade de troca catiénica (COSTA et al., 2007).

A toxidade do Cd em seres humanos ocorre via cadeia alimentar em virtude da eficiente
absorcdo pelas plantas agricultaveis, causando envenenamento, danos aos 0ssos, rins, pulmdes
afetando o sistema nervoso, reprodutor, dentre outros 6rgados (WHO et al., 2012).

Todas estas caracteristicas mostram a importancia de compreender a polui¢do por Cd no

ambiente, e de que forma ocorre seu ciclo e transporte (Figura 2).
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Figura 2 - Polui¢do por Cadmio: transporte e ciclo. As setas brancas representam a emissdo de Cd
através da mineracgdo e industria. As setas azuis representam a deposi¢éo de Cd no ambiente. As setas
amarelas representam a contaminacdo por Cd na fauna. As setas laranjas representam a deposic¢éo de
cadmio na agricultura.
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Fonte: Sochor et al. (2011).

1.1.3. Efeito da toxidez por Cadmio nas plantas

As plantas constituem-se o principal ponto de entrada do Cd na cadeia tréfica. Em
contraste com outros metais pesados tdxicos, o Cd no solo é mais facilmente absorvido pelas
raizes das plantas, sendo este fendmeno mais pronunciado em solos acidos. Acredita-se que,
similarmente a outros metais pesados, 0 Cd entra nas células vegetais através de
transportadores de cations com ampla especificidade de substrato. (PERFUS-BARBEOCH et
al., 2002). No citosol, o Cd ¢ ligado a quelantes, tais como fitoquelatinas e &cido citrico e,
posteriormente, armazenado no vacuolo (CLEMENS, 1999).

O Cd, assim como outros elementos sdo absorvidos pela via simplastica ou apoplastica e
sdo transportados radialmente através do cortex da raiz até o xilema, onde seguem para a parte
aérea. O cadmio 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 ions Cd

absorvido pelas plantas permanecem nas raizes e somente uma pequena parte desses ions é
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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).

O Cd é associado a alteracdo da atividade enzimatica, a reducdo da permeabilidade de
membranas, a alteracdo da conformacdo das membranas dos tilacoides e mitocondrias, ao
desacoplamento da fosforilagdo oxidativa, a inibicdo da assimilagdo do CO, para a
fotossintese, as alteracbes morfoldgicas com reducgdo de crescimento, e a inducdo da redugéo
do contetido pigmentar (RAI et al., 1981; MACEDO & MORRIL, 2008).

A toxidez do Cd causa reducéo da atividade fotossintética (BURZYNSKI; KLOBU, 2004;
DIAS et al., 2013), provoca alteracdes morfofisioldgicas nas plantas e disturbios metabdlicos
do sistema fonte e dreno (ROY et al., 2016), além de interferir na absorcédo, transporte e
utilizacdo de varios elementos minerais (Ca, Mg, P e K) e nas relagdes hidricas das plantas
(DIAS et al., 2013; DAS et al., 1997). O aparelho fotossintético € um dos locais-alvo da acédo
do Cd nas plantas. De fato, o Cd pode direta ou indiretamente interagir com diferentes
componentes do aparato fotossintético e pode diminuir a eficiéncia do transporte de elétrons,
inibir a biossintese da clorofila e reduzir a assimilacdo do carbono fotossintético
(MAKSYMIEC et al., 2007).

O Cd também ¢é um potencial causador do estresse oxidativo em plantas. A exposi¢do ao
Cd induz a superproducao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e aumenta a peroxidacdo
lipidica de folhas e raizes de plantas (SMEETS et al., 2005). Altos niveis de EROs podem
danificar lipidios, proteinas e DNA. Assim, a célula vegetal precisa controlar completamente
0s niveis gerais de EROs pela acdo coordenada de varias enzimas antioxidantes, incluindo a
dismutase do superdxido (SOD), peroxidase do ascorbato (APX) e catalase (CAT) (FOYER e
NOCTOR, 2003).

1.1.4. Parica (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke)

Atualmente a oferta de madeira proveniente de florestas nativas ndo preenche a demanda
do mercado florestal. Em razdo da alta demanda por madeira, o setor industrial de base
florestal tem aumentado a utilizacdo de madeira de florestas plantadas. A implantacdo de
povoamentos florestais tem-se intensificado no Brasil, com espécies arbdreas de rapido
crescimento por meio de plantios homogéneos ou consorciados com culturas anuais e/ou
perenes (CORDEIRO et al. 2015).

No Brasil, as plantagcdes de Eucalyptus sp e Pinus sp sdo predominantes em varias regides.
Nos ultimos anos especies arbdreas nativas e exodticas vém sendo utilizadas em maior escala

alcancando 7,6% da éarea total de plantacGes florestais existentes. A area plantada com as
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espécies nativas de S. amazonicum Huber ex Ducke e seringueira Hevea brasiliensis L. e as

exoéticas Acacia mangium Willd) e Khaya ivorensis atinge cerca de 600 mil ha (IBA 2016).

No Estado Para, o parica vem despertando interesse de produtores rurais e madeireiros,
em razdo do valor comercial da madeira para a producdo de laminados e rapido crescimento
se comparada outras espécies nativas. Essa expansdo estd associada também as diversas
possibilidades de uso da madeira, bem como por ser uma alternativa regional para suprir a
demanda de matéria-prima com madeira proveniente de florestas plantadas, como também
para recuperacdo de areas alteradas (THOMAZ e GONCALVES, 2012).

A espécie S. amazonicum Huber ex Ducke, foi descoberta por Huber e descrita por Ducke,
em 1922, sendo vulgarmente conhecida como paricd (CARVALHO, 2007). Apresenta rapido
crescimento (idade de corte de aproximadamente 7 anos), e madeira com elevada cotacdo no
mercado interno e externo, e por isso vem sendo bastante cultivado pelas empresas
madeireiras das regides Norte e Nordeste do Brasil, mostrando-se como uma alternativa mais
viavel e rapida que o eucalipto, pois o paricd possui fuste cilindrico e ndo tem galhos nos
primeiros sete metros do tronco, sendo uma madeira muito cobicada para a producdo de

compensados, e considerada a melhor espécie para a fabricacdo de MDF (ROSA, 2011).

A espécie atende as expectativas do mercado, além de rapidez, produtividade,
lucratividade e protecdo ambiental, uma vez que é bastante utilizada em florestas cultivadas
que substituem o extrativismo predatorio, e podem ser usadas também para recuperar imensas
areas de pastagens degradadas. Caracteriza-se como uma arvore decidua. As maiores atingem
alturas proximas de 40 m e 100 cm de diametro a altura do peito (DAP), medido a 1,30 m do
solo (AMATA, 2009).

E uma espécie essencialmente helidfila (realiza todo o seu ciclo de vida & pleno sol) e nio
tolera baixas temperaturas. Devido & sua densidade média (0,30 g.cm™ a 0,62 g.cm?), no
estado do Para, a maior parte da plantacdo de parica é utilizada para a fabricacdo de
compensado, e 0s seus residuos e pontas de madeira sdo utilizados para a fabricacdo de MDF
(ALMEIDA et al., 2013).

Entre os vegetais, as espécies arboreas sdo frequentemente associadas a estratégia de
fitoestabilizacdo, sendo que a acumulacdo de metais nas raizes e a baixa translocacdo para a
parte aerea tém sido relatadas como mecanismos de resisténcia de espécies arboreas a metais
pesados (PULFORD; WATSON, 2003). As arvores tendem a reduzir a lixiviagdo, controlar a
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erosdo e adicionar matéria organica ao solo, o que pode levar a complexacdo dos metais
pesados. Por outro lado, as arvores também podem acidificar o solo e produzir matéria
organica soluvel podendo causar a percolacdo de metais. Diante disso, é importante a selecdo
de espécies arboreas que causem baixa acidificacdo do solo e menor translocacdo de metais

pesados para a parte aérea (NEVEL et al., 2007).
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2. HIPOTESES E OBJETIVOS DA PESQUISA

2.1 HipoOteses
» Os elementos nutricionais (Cd, N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn e Zn) sofrem alteracGes
em funcdo das dosagens crescentes de Cd (CdCl, 178uM; CdClz> 356uM; CdCl
534uM; CdCl; 712 uM) em plantas jovens de parica.

» A atividade das enzimas antioxidantes (APX, GPOD, CAT e SOD) sofre mudancas
em funcdo das dosagens crescentes de Cd (CdCl, 178uM; CdClz> 356uM; CdCl
534uM; CdCl2 712 uM) em plantas jovens de parica.

2.2. Objetivos
2.2.1. Objetivo Geral

Avaliar os resultados nutricionais e do sistema antioxidante em plantas jovens de S.

amazonicum Huber ex Ducke submetidas a diferentes dosagens de Cd.

2.2.2. Objetivos Especificos
e Auvaliar o estado nutricional de folhas e raizes (Cd, N, P, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn)
de plantas jovens de parica em condicOes crescentes de cloreto de Cd (CdCl, 178uM;
CdCl, 356uM; CdClz 534pM; CdCl2 712 uM).

e Determinar a atividade das enzimas antioxidantes dismutase do superéxido (SOD),
peroxidase do ascorbato (APX), peroxidase do guaiacol (G-POD) e catalase (CAT),
em folhas e raizes de plantas jovens de paricd em condicGes crescentes de cloreto de
Cd (CdClI2 178uM; CdCl2 356uM; CdCl2 534uM; CdCl, 712 uM).
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3. AVALIACAO NUTRICIONAL EM PLANTAS JOVENS DE PARICA (Schizolobium

amazonicum Huber ex Ducke) SUBMETIDAS A DIFERENTES DOSES DE
CADMIO.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os pardmetros nutricionais de plantas jovens de
Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke quando submetidas em diferentes
concentracdes de cadmio (Cd). Aos 60 dias ap6s o semeio foi iniciada a aplicacdo das
concentragdes de Cd na forma de cloreto de cadmio hidratado (CdCl2.H:0). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com 5 tratamentos (0, 178,
356, 534 e 712 uM de CdCl,). Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo
teste F (p < 0,05) utilizando o software Statistica, e as diferencas entre os tratamentos
analisadas pelo teste de Tukey (p<0,05), sendo ajustadas por equacOes de regressao
polinomial P<0,01 ou 0,05 usando-se o programa Sisvar. As principais variaveis
nutricionais desestabilizaram-se em suas fungdes com o aumento das doses de Cd,
influenciando no processo fisioldgico vegetal. O Cd acumulou-se principalmente nas
raizes, com baixa translocacéo para parte aérea. Diante disso, pode-se caracteriza-l4& como

uma espécie com potencial para fins de fitorremediacéo.

Palavras chave: Nutrientes, estresse, casa de vegetacao
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the nutritional parameters of young plants of
Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke when submitted to different cadmium (Cd)
concentrations. At 60 days after sowing the application of Cd concentrations as hydrated
cadmium chloride (CdCl2.H20) was started. The experimental design was completely
randomized with 5 treatments (0, 178, 356, 534 and 712 uM CdCly). Data were subjected
to analysis of variance by the F test (p <0.05) using the Statistica software, and the
differences between treatments analyzed by the Tukey test (p <0.05) were adjusted by
polynomial regression equations P <0.01 or 0.05 using the Sisvar program. The main
nutritional variables were destabilized in their functions with increasing doses of Cd,
influencing the plant physiological process. Cd accumulated mainly in the roots, with low
translocation to the shoot. Given this, it can be characterized as a species with potential for

phytoremediation purposes.

Key words: Nutrients, stress, greenhouse
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3.1. INTRODUCAO

O paricd (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke), espécie amazdnica de grande
potencial econémico, tem conquistado cada vez mais destaque entre as espécies reflorestadas
no Brasil, pois possui incrementos em altura e diametro que possibilitam sua utilizacdo em
poucos anos. De acordo com Marques et al. (2006), a madeira de parica apresenta facilidade
em relacdo a remocéo da casca, laminacéo, secagem, prensagem e excelente acabamento.

Entretanto, o uso do parica para exploracdo madeireira ou recomposicdo florestal requer
um consistente programa de formacao de mudas, o que permitira maior chance de sucesso na
fase de viveiro, bem como maximizara seu crescimento ao diminuir o tempo de transplante
para o campo. Isso reforca a importancia de se definir protocolos e estratégias que favorecam
a producdo de mudas com qualidade, em menor tempo e em condi¢cdes acessiveis aos
pequenos e médios produtores (CUNHA et al., 2005), uma vez que 0s Viveiristas sO terdo
éxito quando os métodos e sistemas empregados priorizarem a producdo de mudas com
qualidade e baixo custo.

Em condicdes de estresse por metais pesados, as plantas podem desenvolver diferentes
mecanismos de tolerancia. Neste sentido, as respostas das plantas aos metais variam
amplamente dependendo das caracteristicas intrinsecas da espécie, do tipo de metal e das
condigdes ambientais circundantes (SOUZA et al., 2013).

Metais pesados como As, Cd, Co, Cu, Ni, Zn e Cr sdo fitotoxicos acima de certos niveis
limiares e podem ser ampliados biologicamente através da cadeia alimentar. Os metais
pesados persistem no meio ambiente, afetando as propriedades do solo, sua fertilidade,
biomassa e producdo agricola e, finalmente, a saide humana (MUDGAL; MADAAN;
MUDGAL, 2010).

O céadmio (Cd) é um dos principais contaminantes ambientais e um dos mais tdxicos
dentre os metais pesados (GALLEGO et al., 2012). O acimulo de Cd em determinados
tecidos da planta pode levar a rejeicdo comercial de certas cultivares, diminuicdo da
produtividade, além de se tornar perigoso a saude humana (DI BACCIO et al., 2014). Assim,
o0 estudo do impacto do Cd sobre as culturas agricolas tem elevada importancia nas mais
diversas areas de estudo que compreendem a Agronomia, Medicina e Biologia.

A composicgéo ideal de nutrientes minerais é essencial para o metabolismo das plantas. O
excesso de metais pesados geralmente afeta negativamente o conteudo de nutrientes minerais
(KOVACIK et al., 2009). Na relagdo solo-planta, o Cd pode influenciar os processos
fisiologicos e os mecanismos bioquimicos afetando principalmente a concentracdo e as

funcbes dos nutrientes minerais. Khan et al. (2007) demonstrou que o Cd interage com a
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disponibilidade de elementos nutricionais e também alguns desses nutrientes tém papel
protetor contra os efeitos toxicos do estresse por Cd. Tendo reconhecido a importancia dos
nutrientes minerais para 0s sistemas agricolas e os efeitos adversos do Cd nas plantas, é
necessario compreender a interacdo entre 0s nutrientes para amenizar o estresse por Cd e,

consequentemente, otimizar a produgao.

A fitoextracdo € uma tecnologia de limpeza promissora, eficaz, e de baixo custo,
envolvendo o uso de plantas para restaurar locais contaminados (YAN et al. 2008;
MARQUES, RANGEL; CASTRO, 2009). No entanto, essa tecnologia é frequentemente mais
lenta do que as técnicas fisicas, quimicas ou térmicas tradicionais, exigindo varios anos ou
mesmo décadas para a limpeza do local (SCHNOOR et al. 1995; ZHANG, 2010).

Desta forma, objetivou-se com o presente estudo determinar a concentracdo dos
macronutrientes nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), e
micronutrientes cobre (Cu), zinco (Zn), ferro (Fe) e manganés (Mn), e do Cd em plantas

jovens de Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke submetidas a crescentes doses de Cd.
3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Material vegetal
Para a formacéo das mudas de Paricd foram utilizadas sementes fornecidas pela AIMEX

(Associacdo das Industrias Exportadoras de Madeira do Estado do Para).

3.2.2. Condicdes de cultivo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo pertencente a UFRA (Universidade
Federal Rural da Amazonia) em Belém, estado do Pard, Brasil (01° 27 317 S, 48° 26' 04.5™)
no periodo de Dezembro de 2017 a junho de 2018. A classificacdo do clima, segundo Kdppen

e Geiger, é Af com temperatura média de 26,8 °C e umidade relativa do ar de 95%.

As sementes foram previamente escarificadas com lixa 80mm e embebidas em &agua
destilada por 24h para a quebra da dorméncia. Essas sementes foram semeadas em vasos do
tipo Leonard (quatro por vaso) com capacidade de 4,6L adaptados com garrafas pet, contendo
areia lavada e esterilizada. Em cada vaso envolvido com papel aluminio foi colocado na
superficie superior borracha de Etil Vinil Acetato (E.V.A) em forma de circulos para evitar a

proliferacdo de algas.
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3.2.3. Exposicdo das plantas as dosagens de Cadmio

Aos 15 dias ap6s o semeio, a fim de completar seu crescimento antes do inicio da
aplicacdo dos tratamentos, as mudas passaram a receber solucdo nutritiva de Sarruge (1975)
(Tabela 1), renovada semanalmente. O pH foi mantido entre 5,8 a 6,0 adicionando hidroxido
de sédio (NaOH) ou acido cloridrico (HCI) 0,1 mol L. Transcorridos 60 dias apos o semeio
ocorreu a primeira aplicacdo das dosagens (Dia 0), nas concentragdes de 178; 356; 534 e 712-
MM de cloreto de Cd hidratado (CdCl2.H20) em solugdo nutritiva. Apos 7 dias ocorreu a

segunda aplicacdo das dosagens (Dia 7), assim como a terceira (Dia 14).

Figura 3 - Imagem do experimento implantado em casa de vegetacdo com plantas jovens de parica
(Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke).
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Figura 4 - Exemplo de vaso adaptado tipo Leonard utilizado no experimento.

Fonte: O Autor

Tabela 1 - Composicdo da solucdo nutritiva utilizada no experimento.

Composicao Concentracao (mM)
KNO3 5
KH:POy 1
Ca(NO;3)2.4H20 5
Mg(504).TH:0 2
Fe(EDTA) 1

a) FeSO4.TH20 0.09
b) Na(EDTA) 0.07
MICRONUTRIENTES
a) H3BO3 0.046
b) MnClh.4H:0 0.009
¢) CuSO4+.5H20 0.003
d) ZnSO4+.TH:20 0.007
e) Na:Mo04.2H:0 0.001

Fonte: O Autor.

3.2.4. Coleta e armazenamento do material

Apos 15 dias da aplicacdo do Cd (75 dias apds 0 semeio) as plantas apresentaram sinais de
toxidez (clorose, epinastia, senescéncia foliar), e portanto foram coletadas para a realizacdo de
analises nutricionais, sendo separadas em folha, caule e raiz, e armazenados em sacos de

papel e levados a estufa de ventilagdo de ar forcada a 65°C por 48 h. Apos a secagem as partes
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foram moidas em moinho tipo Wiley, obtendo assim um p6 fino. Sendo este devidamente
armazenado em tubos de Falcon. Parte do material seco foi levado para 0 Museu Paraense

Emilio Goeldi para anélise da concentracédo de Cd, N, P, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn.

Figura 5 — Sintomas visuais de toxidez por Cadmio nas mudas de parica.

e
=

Fonte: O Autor

3.2.5. Variaveis nutricionais

As analises de Macronutrientes (N, P, K, Ca e Mg) foram realizadas no laboratério de
Fisica do Solo do campus de pesquisa do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG, Belém —
PA), de acordo com metodologia preconizada por TEDESCO et al. (1995). As analises de
Micronutrientes (Fe, Zn, Mn e Cu) e Cd foram realizadas no Laboratério de Analises
Quimicas do campus de pesquisa do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG, Belém — PA), de

acordo com metodologia preconizada por Miyazawa et al. (2009).

3.2.5.1. Macronutrientes
- Digestdo das amostras

Com a obtencdo do material seco e moido, foram pesados 200mg de cada amostra e
colocados em tubos digestores. Adicionou-se aos tubos 1mL de H202 30%, 2mL de H2SO4
concentrado e 700mg da mistura de digestdo (Na2SOs, CuSO4.5H20 e Selénio). Os tubos
foram levados para o bloco digestor inicialmente a 160-180°C (até evaporar a agua),
posteriormente a temperatura foi aumentada para 350-375°C, sendo mantidos nesta
temperatura ap6s o clareamento (cor amarelo-esverdeada) por uma hora. Retirou-se os frascos
do bloco digestor e apds resfriamento o volume foi completado com H,O destilada até 50mL,
sendo o contetdo dos tubos digestores transferido para tubos de Falcon de 50mL, obtendo

assim o extrato em que se retiraram as aliquotas para as determinagoes.
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e Nitrogénio (N)

10 mL do extrato de digestdo foram pipetados para baldo de destilagdo de 100 mL,
adicionando-se 5mL de NaOH 10M, iniciando-se assim a destilagdo com destilador de arraste
de vapor (micro-Kjeldahl). Destilou-se até coletar aproximadamente 35-40mL, seguindo-se
titulagdo com H2SO4 0,025M. Cada mL de H2SO4 0,025M utilizado na titulagéo corresponde
a 700ug de N. Foram feitos os calculos a partir da férmula: %N= (mLHam — mL H*br) x 700
x 5 x 5/ 10.000.

e Faosforo (P)

ImL do extrato de digestdo foi pipetado para tubos de ensaio comuns, adicionando-se
2mL de H»O destilada, 3mL de solucédo P-B (Molibdato de aménio) e 3 gotas de solucdo P-C
(&cido 1-amino-2-naftol-4-sulfonico). Seguiu-se agitacdo e ap6s 15min as leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro a absorbancia de 660nm. Cada 0,002 de absorbéancia

corresponde a aproximadamente 0,0015% de P na amostra.
Caélculos: a) Curva padrao de P.
b) Fator de concentracdo: determinado pela curva padréo.
c) Fator de diluicao: fd = 50/0,20 x 3/1 x 6/3 = 1.500
d) Teor de P:P(%) = leitura x fc x fd/10.000
e Potassio (K)

ImL do extrato de digestdo foi pipetado para tubos de ensaio comuns, adicionando-se
10mL de HO destilada, e em seguida foi determinada a emisséo de luz no fotbmetro de

chama.

Calculos: a) Curva padrao de K.

b) Concentragdo na solugéo final, determinada pela curva padréo.
c) Fator de diluicdo: fd = 50/0,20 x 11/1 = 2.750

d) Teor de K: K(%) = leitura x cs x fd/10.000
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e Calcio (Ca) e Magnésio (Mg)

2,5mL do extrato de digestdo foi pipetado para tubos de ensaio comuns, adicionando-se
2,5mL de H>O destilada, e 5mL da solucdo de Sr (Estroncio) 0,3% em HCI 0,2M.

Determinou-se a absorbancia do Ca no fotbmetro de absorcéo.

Retirou-se 5mL do extrato utilizado para determinar a absorbancia de Ca, adicionando
10mL de H»O destilada, e seguiu-se determinagdo da absorbancia do Mg no fotdmetro de

absorcao.

Célculos: a) Célcio

a.1) Curva padréo de Ca.

a.2) fator de concentracéo (fc)

a.3) fator de diluicdo: fd = 50/0,20 x 5/2,5 x 10/5 = 1.000
a.4) Teor de Ca: Ca(%) = leitura x fc x fd/10.000

b) Magnésio

b.1) Curva padréo de Mg

b.2) Fator de concentracéo (fc)

b.3) fator de diluigéo: fd = 50/0,20 x 5/2,5 x 10/5 x 15/5 = 3.000
b.4) Teor de Mg: Mg(%) = leitura x fc x fd/10.000
3.2.5.2. Micronutrientes

- Digestdo das amostras

Com a obtencdo do material seco e moido, foram pesados 500mg de cada amostra e
colocados em tubos digestores, adicionando-se 8mL de solugdo HNO3z:HCIOs (3:1) e
deixando a frio durante a noite em bloco digestor. Posteriormente, elevou-se a temperatura do
bloco digestor para 120°C até o total desprendimento do vapor castanho e depois a 200°C até
o0 total desprendimento do vapor branco. Deixou-se esfriar. Apos a digestdo, a solugdo do

tubo foi filtrada e aferida até a marca em baldo volumétrico de 50 mL com &gua deionizada.
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- Determinagdes

A composicdo mineral foi determinada a partir da solugdo obtida apds a digestdo das
amostras, no Laboratorio de Analises Quimicas do Museu Paraense Emilio Goeldi utilizando-
se de um espectrometro de absorcéo atdmica de chama da marca Thermo, modelo ICE3000.
O procedimento foi realizado em duplicata e o branco analitico foi preparado pelo mesmo

método sem adigdo da amostra.
e Cobre (Cu)

Leituras realizadas na absorbancia de 324,7nm. Calculo: Cu mg kg™ = mg L x 50.
e Ferro (Fe)

Leituras realizadas na absorbancia de 248,3nm. Calculo: Fe mg kg = mg L x 50.
e Manganés (Mn)

Leituras realizadas na absorbancia de 279,5nm. Calculo: Mn mg kg™* = L x 50.
e Zinco (Zn)

Leituras realizadas na absorbancia de 213,9nm. Calculo: Zn mg kgt = mg L x 50.
e Céadmio (Cd)

Leituras realizadas na absorbancia de 309,3nm. Calculo: Cd mg kg™ = L x 50.

3.2.6. Delineamento experimental e Analise estatistica
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), com cinco
tratamentos (0, 178, 356, 534 e 712 uM de CdClz) e 7 repeticOes, totalizando 35 unidades

experimentais (uma planta/vaso).

Os dados foram submetidos & anélise da variancia pelo teste F (p < 0,05). As médias
foram comparadas pela diferenga minima significativa do teste de Tukey (p <0,05) ¢ ajustadas
por equagdes de regressao polinomial (p <0,01 ou 0,05) usando-se o programa SISVAR
(FERREIRA, 2011).

Para criar as matrizes de correlacdo, os dados foram submetidos a analise de variancia
pelo teste F (p < 0,05). Foi utilizado o software STATISTICA verséo 10.0.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Teores de nutrientes e Cd

Nos macronutrientes, as concentracdes de N (folha e raiz), e K (raizes) aumentaram com o
incremento das doses de Cd (Figura 6). Nos demais macronutrientes o Cd ndo influenciou
suas concentracdes. De forma geral, N, Ca e Mg (raizes) foram os elementos que
apresentaram as maiores concentraces entre todos os nutrientes observados. P ndo foi
significativo tanto em folhas como em raizes, K nédo foi significativo nas raizes e Mg néo

mostrou significancia nas folhas.

Nos micronutrientes, ndo se observou a influéncia do Cd sobre as concentracdes de Fe
(folhas e raizes) e Mn (raizes), ja as concentracBes de Cu, Zn e Mn (folhas) apresentaram-se

maiores nas plantas submetidas as dosagens de Cd (Figura 7).

A concentracdo de Cd nas raizes aumentou de acordo com o incremento das dosagens do
metal (Figura 7). A maior concentracdo de Cd foi na dose de712 puM de Cd). Nas folhas, a
maior concentragdo de Cd ocorreu na menor dose (178 uM).

Segundo Souza et al. (2013), como uma estratégia para manter o metabolismo ativo afim
de aumentar o crescimento resultando em um efeito de diluicdo na quantidade de Cd
acumulada pela planta, os teores de Mg costumam aumentar conforme a exposicdo das
plantas ao Cd. Fato este ndo observado neste estudo, evidenciando a pouca influéncia das
doses de Cd nas concentracfes de Mg nas raizes das plantas. Os teores de Mg encontrados
podem estar relacionados a sua funcdo na composicdo da clorofila, ou seja, as porfirinas
magnesianas (FAQUIN, 2005).0s teores de Mg nédo diferenciaram em relacdo ao tratamento
controle e as doses de Cd. Podemos inferir um decréscimo nas maiores doses de Cd, o que
pode ser atribuido & competicdo com os cations do metal pesado (Mg?*e Cd?*).

Os teores de Ca foram maiores no tratamento controle (0 uM de Cd) do que nos
tratamentos com Cd. Logo, o aumento das doses de Cd reduziu a absorcdo de Ca. Para Wang
(1987), uma diminuicdo da concentracdo de Ca sob a toxicidade do Cd pode ser um sintoma
de um sistema de defesa intercelular interferindo nesse mecanismo. Isso indica que o Cd,
mesmo nas menores doses, influenciou a absorcéo do célcio. Um aumento da concentracéo de
Ca sob estresse seria um possivel mecanismo para a reducédo dos efeitos toxicos de Cd.

De acordo com Tolentino et al. (2014), os altos teores de N radicular (Figura 6) podem ser

explicados pelos mecanismos de protecdo da planta, que evitam que o contaminante seja
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translocado para as partes aéreas. Portanto permanecem no sistema radicular como compostos
precipitados e insollveis.

Teores de K nas folhas foram superiores ao do tratamento controle apenas na dose mais
alta de Cd (712 puM), variando de 1,75 g kg™ & 1,85 g kg. A pouca variagdo demonstra a
baixa influéncia que as doses de Cd tiveram neste elemento, evidenciando que 0 mesmo néo
foi afetado pelas doses aplicadas.

Os teores de Cu foram maiores em plantas com as doses de 356 e 534uM. De acordo com
Kabata-Pendias e Pendias (2001), a presenca de Cd provoca interacdo com absorcdo de Cu
podendo, em alguns vegetais ter um efeito sinérgico e, em outros, antagénico. Neste estudo,
para os teores de Cu nas folhas e nas raizes, as plantas obtiveram efeito sinérgico.

O aumento de doses de Cd ndo teve influéncia sobre as concentragdes de nutrientes na
parte aérea e tecido da raiz, com excecdo de Mn que foi reduzido com o0 aumento das doses.
Isto porque a disponibilidade de Mn para as plantas é parcialmente diminuida pela adicdo de
Cd. Ramachandran e D'Souza (2002) mostraram uma interagdo antagonica entre Cd e Mn,
enguanto Chen et al. (2007) indicou uma interacdo sinérgica de Mn com Cd.

Baszynski et al. (1980) sugeriu que o acumulo de Cd nos tecidos vegetais pode ser
diminuido, aumentando o nivel de Mn, possivelmente devido a concorréncia pelos mesmos
transportadores de membrana. A adi¢cdo de Mn aumenta a producdo de biomassa melhorando
o0 crescimento da raiz e refor¢ando a captagdo de NOs, que reduz a toxidez do Cd. O alivio da
toxicidade do Cd impede a translocacdo e a acumulacdo do mesmo na planta. Porém nas
raizes, os teores de Mn diminuiram conforme o aumento das doses de Cd.

A adicdo de doses crescentes de Cd fez com que houvesse acréscimo nos teores e,
consequentemente, na acumulacdo de Cd no sistema radicular, quando comparadas com as
plantas controle. O baixo transporte de metais para a parte aérea pode ser considerado um
possivel mecanismo pelo qual o sistema radicular contribui para a toleréncia das plantas aos
metais pesados (ARDUINI et al., 1996).

De modo geral, a diminui¢do da concentragdo de nutrientes em funcdo do aumento das
doses de Cd é devida a inibicdo da absorcdo ou competicdo de interacdo em proteinas
carregadoras. Por outro lado, o aumento de elementos nos tecidos, como o Ca, pode ser
explicado pela maior afinidade do Cd pelas cargas negativas das pectinas, podendo dessa
forma ocorrer a remogdo do Ca das estruturas pecticas que compdem a parede celular
(MARMIROLI et al., 2005; DOMINGUEZ et al., 2009).

Como observado no presente estudo, o Cd afetou somente a concentragéo de N (folhas e

raizes), Cu (raizes), Mn (folhas) e Zn (folhas). Os demais nutrientes nao diferiram dos valores
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observados no controle, portanto para estas variaveis, considera-se que a planta ndo foi capaz
de manter a homeostase desses elementos, indicando que o transporte desses elementos néo

foi afetado.
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Figura 6 — Teores de N (A), K (B), Ca (C) e Mg (D) em plantas jovens de paricd (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke) cultivadas em solucdo
nutritiva, em fungdo de concentracdes crescentes de cadmio.
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Figura 7 - Teores de Cu (A), Fe (B), Zn (C), Mn (D) e Cd (E) em plantas jovens de parica (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke) cultivadas em
solucdo nutritiva, em funcdo de concentragGes crescentes de cadmio.
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3.3.2. Correlacdo entre os elementos nutricionais em resposta as doses de Cadmio

A tabela 2 apresenta as correlacfes estimadas entre 0s macronutrientes e micronutrientes
em folhas (Tabela 2A) e raizes (Tabela 2B).

Na interpretacdo de correlagdes, trés aspectos devem ser considerados: a magnitude, a
direcdo e a significancia. Estimativas de coeficiente de correlagdo positivas indicam a
tendéncia de uma variavel aumentar quando o a outra aumenta, e correlacbes negativas
indicam tendéncia de uma varidvel aumentar enquanto a outra diminui (NOGUEIRA et al.
2012).

O coeficiente de correlacdo de Pearson (1892) classifica as correlagbes em: Bem Fracas
(+/- 0,00 & 0,19), Fracas (+/- 0,20 & 0,39), Moderadas (+/- 0,40 & 0,69), Fortes (+/- 0,70 &
0,89) e Muito Fortes (+/- 0,90 a 1,00).

Nos coeficientes dos elementos nas folhas, dentre as correlagdes observadas (em negrito e
com *), ndo houveram correlagdes Bem Fracas e Muito Fortes. As correlagdes classificadas
como Fracas foram: Fe e Mg (0,36), Cu e Cd-S (0,36), Mn e K (-0,37), Mn e Mg (0,39), Mn e
Fe (-0,36), Zn e Ca (0,36). As correlac@es classificadas como Moderadas foram: entre K e N
(0,41), Mg e Cd-S (-0,43), Fe e Cd-S (-0,51), Fe e Ca (0,49), Cu e Mg (-0,48),Zn e Cd (0,60),
Zn e Mn (0,63), Cd e Cd-S (0,60), Cd e Fe (-0,61), Cd e Mn (0,53). Apenas uma correlacéo
foi classificada como Forte: Cd e Zn (0,82).

Nos coeficientes dos elementos nas raizes, ndo foram observadas correlacdes Bem Fracas.
As correlagdes classificadas como Fracas foram: Fe e N (-0,37), Mn e Cu (-0,38), Cd e Mg
(0,39). As correlagdes classificadas como Moderadas foram: N e Cd-S (0,43), K e P (0,42),
Cae N (-0,47), Mg e Cd-S (0,47), Fe e Cd-S (-0,60), Fe e N (-0,37), Cu e Cd-S (0,42), Cu e
Mg (0,52), Cu e Fe (-0,63), Mn e Cd-S (-0,69), Mn e Cu (-0,38), Cd e N (0,40), Cd e Mg
(0,39), Cd e Fe (-0,51), Cd e Mn (-0,66). As correlacdes classificadas como Fortes foram: Ca
e Cd-S (-0,71), Fe e Ca (0,73), Mn e Ca (0,87), Mn e Fe (0,70), Cd e Ca (-0,71), Cd e Mn (-
0,66). Apenas uma correlagéo foi classificada como Muito Forte: Cd e Cd-S (0,99).

De modo geral, a matriz com os coeficientes de correlacdo de Pearson (Tabela 2) reforga o
comportamento observado mais detalhadamente nas figuras 6 e 7, simplificando a ligacéo que

ha entre os elementos que manifestaram significancia, ou seja, as correlagdes.



40

Pode-se observar correlacdo significativa nos teores dos elementos nas folhas em
quase todos 0s micronutrientes, exceto o Zn, e em dois macronutrientes: K e Mg
(Tabela 2A). Com relacdo aos teores dos elementos nas raizes, apenas dois elementos
ndo apresentam correlacdo significativa; P e Zn. Ou seja, enquanto que nas folhas
observa-se correlacdo em 7 elementos, na raiz observa-se em 8.

Segundo Srivastava & Gupta (1996), esta forte correlagdo entre Cd e Zn nas folhas
(0,82) € importante, uma vez que muitos fertilizantes que apresentam em sua
formulacdo elevadas concentracdes de Zn tém altos teores de Cd. Acredita-se que a
similaridade quimica entre Zn e Cd seja a principal causa de toxicidade de Cd em
plantas superiores devido a suas interagdes um com o outro (SAWAR et al. 2010). No
entanto, McKenna et al. (1993) identificaram um forte efeito antagonico de Zn na
acumulacdo de Cd em vegetais folhosos em baixas concentracfes de Cd.

A correlacdo moderada entre Zn e Mn (0,63); Cd e Mn (0,53) nas folhas evidenciam
0 que foi observado nos resultados na Figura 7, em que a disponibilidade de Mn para as
plantas € maior nas folhas do que nas raizes, observando entéo correlacdo maior nestes
elementos em folhas.

O efeito antagbnico entre Cd e Ca nas raizes (-0,71) ja foi comprovado em varios
estudos e segundo Garate et al. (1992) seria devido a competigdo entre esses elementos
pelos mesmos sitios de absorcdo da membrana plasmatica existente nas raizes devido a
similaridade existente entre os raios idnicos do Ca?* (0,99 A) e do Cd?* (0,97 A). De
acordo com esses autores, 0os mecanismos utilizados pela planta para reduzir a
toxicidade do cddmio seriam a competicdo existente entre o Cd e o Ca pelo transporte
através das membranas plasmaticas e a protecdo, pelo Ca, dos espacos livres no interior
da célula.

A correlacdo forte entre Mn e Ca nas raizes (0,87) corrobora com a Figura 6, em que
0 Ca obteve teores muito maiores que 0 Mn em todas as doses, porém mesmo

comportamento de queda nas trés Gltimas doses.
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Tabela 2 — Matriz com os coeficientes de correlacdo de Pearson entre os elementos analisados
nas folhas (A) e nas raizes (B) de plantas jovens de parica (Schizolobium amazonicum Huber ex
Ducke) cultivadas em solugdo nutritiva, em funcdo de concentragfes crescentes de Cadmio

(Cd).
Coeficiente de correlacdo de Pearson dos elementos nas folhas (A)

Fator Cd-S N P K Ca Mg Fe Cu Mn Zn Cd-F

Cd-S  1.00

N 020  1.00

P -0.04 018 1.00

K 0.02 041" 014 1.00

Ca 021 021 017 005 1.00

Mg -0.53° -024 -010 -0.29 033 1.00

Fe -0.51" -009 -0.17 017 049" 036" 100

Cu 036" 016 -0.14 004 -027 -048" -010 1.00

Mn 018 -0.14 008 -0377 012 039" -0.36" -0.17 1.00

Zn 060" 012 019 -0.10 0.36° -0.10 -0.31 -0.17 0.63° 1.00

Cd 060" 023 022 002 016 -031 -061" -0.03 053" 0.82° 1.00
Coeficiente de correlacdo de Pearson dos elementos nas raizes (B)

Fator Cd-S N P K Ca Mg Fe Cu Mh Zn Cd-R

Cd-S 1.00

N 0.43" 1.00

P -0.20 -0.10 1.00

K -0.10 -0.22 0.42° 1.00

Ca -0.71" -0.47° 0.03 014 1.00

Mg 0.47" 0.26 -0.33 -0.06 0.02 1.00

Fe -0.60" -0.37° 0.05 0.07 0.73" -0.23 1.00

Cu 0.42" 0.10 -0.15 0.06 -0.22 0.52° -0.63" 1.00

Mn -0.69" -0.32 -0.02 -0.01 0.87° -0.05 0.70° -0.38" 1.00

Zn 0.08 0.16 0.04 -0.17 -0.30 -0.16 024 -0.26 -0.27 1.00

Cd 0.99" 0.40" -0.19 -0.10 -0.71" 0.39" -0.51" 0.31 -0.66" 0.17 1.00

* A correlagdo é significativa

a 5% de probabilidade de erro, respectivamente, pelo teste t. Cd-S:

Concentracdo de Cd na solucdo nutritiva. Cd-F: Concentracdo de Cd nas folhas. Cd-R: Concentracdo de

Cd nas raizes.
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3.4. CONCLUSAO
O Cd, interferiu nas concentracdes dos elementos nutricionais nas folhas e nas raizes

de paric4, alterando a translocacéo dos nutrientes.

A alteracdo nos parametros nutricionais foi manifestada em 14 dias apds o inicio da

aplicacdo das concentracGes de Cadmio.

O parica mostrou-se uma espécie com potencial para fins de fitoremediacéo.
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4. SISTEMA ANTIOXIDANTE EM PLANTAS JOVENS DE PARIC
(Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke) SUBMETIDAS
DIFERENTES DOSES DE CADMIO.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o sistema antioxidante de plantas jovens de
Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke quando submetidas em diferentes
concentracdes de cadmio. Aos 60 dias apds o semeio foi iniciada a aplicacdo das
concentracdes de cadmio na forma de cloreto de cadmio hidratado (CdCl2.H20). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com cinco
tratamentos (0, 178, 356, 534 e 712 uM de CdCl,). Os dados foram submetidos a
analise de variancia pelo teste F (p < 0,05) utilizando o software Statistica, e as
diferencas entre os tratamentos analisadas pelo teste de Tukey (p<0,05), sendo
ajustadas por equacOes de regressdo polinomial P<0,01 ou 0,05 usando-se o
programa Sisvar. As enzimas (G-POD, APX, SOD e CAT), proporcionaram uma
diminuicdo a medida que as doses eram aumentadas. As alteracGes dos parametros de
enzimas antioxidantes, consequentemente levaram a mudancas estruturais dessas
plantas, evidenciando baixa atividade para a reversdo do estresse nas folhas e maior
atividade nas raizes. Portanto, o cadmio acumulou-se principalmente nas raizes,
porém houve translocacdo para parte aérea. Diante disso, pode-se caracteriza-la

como uma espécie para fins de fitorremediacéo.

Palavras chave: Metal pesado, enzimas antioxidativas, concentracdes
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the antioxidant system of young plants of
Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke when submitted to different cadmium
concentrations. At 60 days after sowing, the application of cadmium concentrations
as hydrated cadmium chloride (CdCl..H20) was started. The experimental design
was completely randomized with five treatments (0, 178, 356, 534 and 712 uM
CdCl2). Data were subjected to analysis of variance by the F test (p <0.05) using the
Statistica software, and the differences between treatments analyzed by the Tukey
test (p <0.05) were adjusted by polynomial regression equations P <0.01 or 0.05
using the Sisvar program. Enzymes (G-POD, APX, SOD and CAT) provided a
decrease as doses were increased. The alterations of the antioxidant enzyme
parameters, consequently led to structural changes of these plants, evidencing low
activity for leaf stress reversal and higher root activity. Therefore, cadmium
accumulated mainly in the roots, but there was translocation to the shoot. Given this,

it can be characterized as a species for phytoremediation purposes.

Keywords: Heavy metal, antioxidative enzymes, concentrations
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4.1. INTRODUCAO

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) € um inevitavel aspecto da vida
em condigdes aerdbicas. EROs sdo continuamente produzidos como produtos
secundarios de certas vias metabolicas, e também por alguns sistemas especificos sob
controle celular, e a0 mesmo tempo sdo degradadas através de varios mecanismos
especificos e inespecificos (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). Sabe-se também
que as plantas resistem ao estresse induzido com a producdo de ERO, aumentando as
quantidades de componentes em seu sistema defensivo (FOYER et al. 1994;
ZABALZA et al. 2008). Segundo Sies (1991), as espécies reativas de oxigénio (ERO)
sd0: Oz (Radical superdxido), HO»e (Radical perhidroxil), H20. (Peréxido de
hidrogénio), OHe (Radical hidroxila), ROe (Radical alcoxil), ROOe (Radical peroxil),
ROOH (Hidroperdxido organico), e 10, (Oxigénio singleto).

Com relacdo a producdo de ERO, o Cd ndo participa de reacbes do tipo Fenton
(STOCH e BAGCHI, 1995), mas pode indiretamente favorecer a producao de diferentes
ROS, como peroxido de hidrogénio (H202), superoxido (O2.”) e radical hidroxila
(OHe), por mecanismos desconhecidos, dando origem a um surto oxidativo (OLMOS et
al., 2003; ROMERO-PUERTAS et al., 2004; GARNIER et al., 2006).

Dentre as enzimas antioxidantes, CAT e SOD s&o as mais eficientes pois sua agdo
combinada neutraliza o potencialmente perigoso O2" e H20. em H2O e molécula de
oxigénio (0O), portanto convertendo o dano celular (SCANDALIOS, 1997). Diversos
fatores estressantes como exposi¢do a radiacdo UV, exposicdo ao 0zOnio, estresse
hidrico, senescéncia e metais pesados indicam o aumento da atividade enzimética de
peroxidases (FOYER et al., 1994; GRATAO et al., 2008; CRUZ et al., 2013).

O equilibrio entre a producéo e a eliminacdo de ERO pode ser perturbado por varios
fatores de estresse biotico e abidtico como salinidade, seca, altas temperaturas, metais
pesados e entre outros. Esses distirbios podem aumentar em niveis intracelulares as
ERO, o que pode causar danos significativos as estruturas celulares (GILL & TUTEJA,
2010). Portanto, é claro porque a investigacdo do estresse oxidativo tornou-se cada vez
mais popular em diferentes aspectos aplicados, como medicina, toxicologia e ciéncia
ambiental. O desafio da sobrevivéncia celular em meio ao estresse oxidativo depende do
estado fisioldgico, intensidade e natureza do estresse. A possibilidade de aumentar o

potencial de protecdo é uma das questdes mais criticas (LUSHCHAK, 2011).
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Modificacdes em caracteristicas fisiologicas e anatbmicas tém sido observadas em
muitos estudos de fitorremediacdo, como consequéncia da capacidade da espécie
vegetal em se adaptar ao ambiente estressante (BARCELO; POSCHENREIDER, 1990;
CHUGH; SAWHNEY, 1999; MONNI et al., 2001). As espécies reativas de oxigénio
(ERO) produzidas pelas plantas quando expostas a metais pesados como por exemplo, o
Cd, causam danos de membrana. Entretanto, espécies vegetais sdo capazes de aumentar
a atividade de enzimas antioxidantes como forma de reduzir os danos causados pelas

ERO, aumentando assim a tolerancia ao Cd em seus tecidos (SINGH et al., 2006).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi verificar o efeito dos tratamentos com Cd na

eficiéncia do sistema antioxidante, determinando a atividade das enzimas antioxidativas.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Material vegetal
Para a formagdo das mudas de paricd foram utilizadas sementes fornecidas pela
AIMEX (Associacdo das Industrias Exportadoras de Madeira do Estado do Pard).

4.2.2. Condigdes de cultivo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo pertencente a UFRA
(Universidade Federal Rural da Amazonia) em Belém, estado do Para, Brasil (01° 27’
317 S, 48° 26' 04.5”) no periodo de  Dezembro de 2017 a junho de 2018. . A
classificacdo do clima, segundo Képpen e Geiger, é Af com temperatura média de 26,8

°C e umidade relativa do ar de 95%.

As sementes foram previamente escarificadas com lixa 80mm e embebidas em &gua
destilada por 24h para a quebra da dorméncia. Essas sementes foram semeadas em
vasos do tipo Leonard com capacidade de 4,6-L adaptados com garrafas pet, contendo
areia lavada e esterilizada. Em cada vaso envolvido com papel aluminio foi colocado na
superficie superior borracha de Etil Vinil Acetato (E.V.A) em forma de circulos para

evitar a proliferacéo de algas.

4.2.3. Exposicdo das plantas as dosagens de Cadmio

Aos 15 dias apds o semeio, a fim de completar seu crescimento antes do inicio da
aplicacdo dos tratamentos, as mudas passaram a receber solugdo nutritiva de Sarruge

(1975) (Tabela 1), renovada semanalmente. O pH foi mantido entre 58 a 6,0
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adicionando hidréxido de sodio (NaOH) ou é&cido cloridrico (HCI) 0,1 mol L™
Transcorridos 60 dias apds o semeio ocorreu a primeira aplicacdo das dosagens (Dia 0),
nas concentracdes de 178; 356; 534 e 712 uM de cloreto de Cd hidratado (CdCl..H20)
em solucdo nutritiva. Apos 7 dias ocorreu a segunda aplicacdo das dosagens (Dia 7),

assim como a terceira (Dia 14).

4.2.4. Coleta e armazenamento do material

Apos 15 dias da aplicacdo do Cd (75 DAS) as plantas apresentaram sinais de
toxidez (clorose, epinastia, senescéncia foliar), e portanto foram coletadas para a
realizacdo de analises enzimaticas, sendo separadas em folha, caule e raiz, e
armazenados em envelopes de aluminio e sacos plasticos e entdo levados ao freezer para
armazenamento. Posteriormente as amostras de folhas e raizes foram liofilizadas em
liofilizador do modelo L108 Liotop por aproximadamente 20 horas. O material
liofilizado foi levado para o Laboratorio de Estudos da Biodiversidade em Plantas
Superiores (EBPS), na UFRA em Belém-PA para andlise da concentracdo de enzimas

antioxidantes.

4.2.5. Sistema Antioxidante

As andlises de enzimas antioxidantes foram realizadas no Laboratdrio de Estudos da
Biodiversidade em Plantas Superiores (EBPS) da UFRA. As variaveis analisadas foram:
dismutase do superdxido (SOD, EC 1.15.1.1) (Gianopolitis e Ries 1977); peroxidase do
ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) (Nakano e Asada 1981); peroxidase do guaiacol (G-
POD, EC 1.11.1.9) (Kar e Mishra 1976) e catalase (CAT, EC 1.11.1.6) (Havir e McHale
1987).

4.2.5.1. Extracao

O extrato para a determinacéo da atividade das enzimas SOD, APX, G-POD e CAT
foi obtido a partir da homogeneiza¢do em almofariz, a 4°C, de 0,1g do pd liofilizado de
folha e raiz com5 mL de solucdo-tampéo fosfato de potassio (a 4 °C) a 0,1 mM, pH 7,0,
contendo EDTA a 0,1 mM, seguido de homogeneizagdo por 4 min. As adi¢des do
tampdo fosfato foram feitas de forma fragmentada, sendo 50% do volume total desta
solucéo (2,5 mL) utilizada na homogeneizacdo durante 2 min, apds isto, imediatamente
adicionaram-se os outros 50%, sendo a mistura homogeneizada em tempo equivalente
ao anterior. O homogeneizado foi filtrado em tecido de nailon e transferido para tubos

de ensaio, sendo mantidos a 4°C por duas horas, realizando-se agitacdes ocasionais. O
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homogeneizado filtrado foi centrifugado a 12.000 x g, durante 15 min, a 4°C. O
sobrenadante (o extrato bruto) foi armazenado em freezer a -80°C até ser utilizado nos

ensaios de atividade enzimatica.

4.2.5.2. Dismutase do superoxido (SOD EC 1.15.1.1)

O meio de reacdo foi composto por tampédo fosfato de potassio a 50 mM, pH 7,8,
EDTA a 0,1 mM, metionina a 19,5 mM, nitrocloreto de tetrazélio azul (NBT) a 75 uM,
riboflavina a 2 uM e 50 uL do extrato bruto convenientemente diluido, em um volume
final de 1,5 mL. A reacdo foi conduzida em uma camara e iluminada com duas
lampadas fluorescentes de 20 W, por 15 min. A atividade da SOD foi estimada atraves
do aumento da absorbéncia a 560 nm, devido a producdo de formazana azul, resultante
da fotorreducdo do NBT, avaliando-se a capacidade da enzima em inibir a fotorredugéo
do azul de nitrotetrazélio (NBT).Os resultados foram expressos em UA g*MS, sendo
UA (unidade de atividade enzimatica) definida como a quantidade de enzima necessaria

para causar 50% de inibicdo da fotorreducdo do NBT, no periodo de 15 min.

4.2.5.3. Peroxidase do ascorbato (APX EC 1.11.1.11)

O meio reacional foi composto por uma mistura contendo tampédo fosfato de
potassio a 50 mM, pH 6,0, EDTA a 0,05 mM, ascorbato a 0,015 M, H>O.a 0,03 M e
300uL do extrato enziméatico convenientemente diluido, em um volume final de 1,5 mL.
A atividade da APX foi estimada pela oxidacdo do ascorbato, mensurada pelo
decréscimo de absorbéncia a 290 nm. Os resultados foram calculados usando o
coeficiente de extingdo molar do ascorbato (€ = 0,0028 M cm™) e expressos em
umolde H20, min™. g'lde MS.

4.2.5.4. Peroxidase do guaiacol (G-POD EC 1.11.1.9)

A mistura de reacdo foi composta por 50uL do extrato convenientemente diluido,
950uL de tampdo fosfato de potassio a 0,1M, pH 7,0, contendo EDTA a 0,1 mM, 500uL
de guaiacol a 20 mM e 500uL de H20.a 60 mM. A atividade da GPOD foi
acompanhada pela formacéo do tetraguaiacol, monitorado pelo aumento da absorbancia
a 470 nm. Os resultados foram expressos em pmol de H20, min'l.g™de MS, usando-se

para os calculos o coeficiente de extingdo molar do tetraguaiacol (€ = 0,266 M* cm™).
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4.2.5.5. Catalase (CAT EC 1.11.1.6)

O meio de reagdo foi composto por tampdo fosfato de potassio a 86 mM, pH 7,0,
EDTA a 86 uM, H202 a 20mM e 150uL do extrato bruto convenientemente diluido, em
um volume final de 1,5 mL. A atividade enzimatica foi determinada pelo decréscimo da
absorbancia a 240 nm, resultado da decomposicdo do H2O2, durante 1 min. Os
resultados foram calculados usando o coeficiente de extingdo molar (€ =36 M cm?) e

expressos em umol de H.02 min. g'lde MS.

4.2.6. Delineamento experimental e anélise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), com
cinco tratamentos (0, 178, 356, 534 e 712 uM de CdCl) e 7 repeticdes, totalizando 35
unidades experimentais (uma planta/vaso). Os dados obtidos foram submetidos a analise
estatistica utilizando-se analise de variancia com probabilidade de erro de 5% (p <
0,05), e foram ajustadas equacOes de regressdo através do programa estatistico SISVAR
versdo 5.6 (FERREIRA, 2011).

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De forma geral, 0 aumento da concentracdo de Cd causou diminuicdo na atividade
das enzimas antioxidantes nas raizes, enquanto nas folhas houve aumento na atividade
das enzimas APX e SOD, e ligeiro crescimento da atividade de GPOD e CAT nas doses
de 178, 356 e 534 uM. Os resultados mostraram que a G-POD foi a principal enzima
atuante na eliminacdo do peréxido de hidrogénio, tanto em tecido foliar como em
radicular (Figura 8A). A atividade das enzimas aumentou nas folhas e raizes (G-
POD>APX>CAT). Nadgorska-Socha et al. (2013) também observaram aumento da
atividade de G-POD em folhas de plantas submetidas a altas doses de Cd, sugerindo que

0 padrdo de resposta nesse 6rgdo pode ser comum.

Por outro lado, neste estudo, a resposta da G-POD em raizes ocorreu de forma
contréria. Ou seja, a diminuigdo da atividade da G-POD na raiz, indica que o Cd pode
influenciar o padrdo de resposta de uma mesma enzima em tecidos diferentes. Outro
fator que poderia explicar o declinio da atividade de G-POD em raizes seria a alta
atividade de APX observada nesse orgéo. Similarmente Wang et al. (2008), verificaram
que a diminuicdo da atividade de CAT foi acompanhada do aumento da atividade de

peroxidases genéricas (Figura 8C).
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A SOD é a primeira enzima da via antioxidante e pode apresentar respostas
diferentes de acordo com o drgéo e espécie estudada, além do tipo de metal causador do
estresse (ANDRADE et al. 2010). Nas folhas foi observado que com o aumento das
dosagens de Cd, ocorreu maior atividade da SOD em todos os tratamentos. Variando de
7,89 UA g MS nas plantas controle para 12,97 UA g MS nas plantas com 712 uM de
Cd. Nas raizes a SOD diminuiu apenas no ultimo tratamento (712 uM de Cd),
permanecendo durante todo periodo de avaliagdo com atividade proxima a observada

nas plantas-controle (Figura 8D).

A atividade da SOD (Figura 8D) mostra que de fato essa enzima apresenta resposta
diferente entre folha e raiz, ocorrendo uma inversdo de valores nos dois ultimos
tratamentos. A SOD ¢ a Unica enzima cuja atividade pode afetar a concentragdo celular
de Oz e H20,, fazendo parte do primeiro ajuste de toleréncia das plantas ao estresse
oxidativo. Porém o H>O2, produto da acdo dessa enzima, é também uma ERO e seu
acumulo é tdo prejudicial quanto ao do superoxido (GRATAO et al., 2005). Uma vez
que a acdo da SOD resulta na formacéo de H20>, ela esta também intimamente ligada
com a atividade da catalase e peroxidases, as quais eliminam o H20., mantendo,
portanto, a interacdo com essas e outras enzimas antioxidantes para garantir um balanco
altamente otimizado, de forma a reduzir o risco de danos oxidativos (GOMES-JUNIOR,
2006).

Yu et al. (2013) reportaram que o aumento significativo da atividade de diversas
enzimas do sistema antioxidante, esta ligado com o excesso de perdxido de hidrogénio,
induzido pelo Cd, que é combatido por varias enzimas dessa via.

A principal enzima responsavel pela eliminacao do perdxido de hidrogénio é a APX,
porém apresentou menor atividade em raiz (Figura 8C). E de acordo com os resultados
deste trabalho, as peroxidases (GPOD e APX) atuam fortemente na eliminagdo do
perdxido de hidrogénio, além de apresentar padrdo de resposta diferencial entre tecidos.
Essas diferencas de padrdo de resposta podem ser explicadas pela quantidade de
isoformas que cada enzima apresenta e também pela disponibilidade de substratos
(MITTLER & POULOS, 2007).

Em folhas, foi observado que a CAT apresentou maior atividade na segunda maior
dosagem (534 uM de Cd), enquanto no tratamento de maior dose de Cd (712 uM) a

atividade dessa enzima diminuiu (Figura 8C). A variacdo entre os dois tratamentos foi
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de 16,63 pM H202.mint.g'para a dose de 534 uM e 5,87 pM H202.min .g ™ para a dose
de 712 uM. A atividade da CAT nas raizes, apresentou maior valor no tratamento
controle (65,42 uMH202.min.g) e por volta de 5 a 15 pM H20,.min.g nas plantas

aplicadas com doses de cadmio.

O efeito do estresse oxidativo induzido por metais sobre a atividade da CAT possui
uma resposta que pode ser bastante variavel, pois o padrdo de resposta é, também,
dependente do organismo. Segundo Caverzan et al. (2012), a eliminagdo do peroxido de
hidrogénio pode ocorrer também pela atividade das enzimas GPOD e APX, sendo
muitas vezes mais eficientes que a CAT, fato observado neste estudo, em que as
peroxidases apresentaram maiores concentracfes que a CAT tanto em folhas como em

raizes.
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Figura 8 - Atividade da peroxidase do guaiacol (G-POD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e dismutase do superoxido (SOD) em folhas e
raizes de plantas jovens de parica (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke) cultivadas em solucdo nutritiva, em funcdo de concentracdes crescentes de

Cadmio. As barras verticais representam o erro padrdo da média.
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4.4. CONCLUSAO
O Cd: induziu a expresséo diferencial de enzimas antioxidantes (SOD, CAT, APX e

GPOD) na raiz e parte aérea de Schizolobium amazonicum.

As peroxidase (GPOD e APX) parecem ter sido 0s mais importantes componentes do

sistema de defesa antioxidante da planta.

A atividade das enzimas antioxidativas ndo foi eficiente para mitigar o estresse
provocado pelas doses de cadmio, mostrando-se mais sensivel nas doses mais altas de

cadmio, em que a atividade das enzimas diminuiu principalmente nas raizes.
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