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RESUMO 

 

Este trabalho teve como objetivo avaliar a formação de aerênquima radicular e redução da 

toxicidade pelo cádmio em plantas de milho saracura submetidas ao óxido nítrico. Plantas de 

milho Saracura foram submetidas a alagamento por 30 dias. Semanalmente, foram aplicados 

solução de nitrato de cádmio Cd (NO3)2 a 0; 10µM; 50µM, e nitroprussiato de sódio Na2 [Fe 

(CN)5NO].2H2O como doador de óxido nítrico (NO) a 0,5 µM; 0,1 µM; 0,2 µM. Foram 

analisadas a biometria das raízes, indicadores de estres oxidativo peróxido de hidrogênio 

H2O2 e malondialdeído MDA, enzimas do sistema antioxidante catalase-hidroperoxidase 

CAT, superóxido dismutase SOD, ascorbato peroxidase APX, além de análises anatômicas 

radiculares, análise de crescimento, trocas gasosas e análises anatômicas foliares. Lâminas 

semipermanentes com cortes transversais radiculares e região mediana da folha, seções 

paradérmicas da folha, foram confeccionadas e submetidas aos procedimentos usuais de 

microtécnica vegetal. As lâminas foram observadas em microscópio óptico com sistema de 

captura de imagens acoplado, as fotomicrografias foram analisadas no software UTHSCSA-

ImageTool. Os parâmetros avaliados foram: espessura da epiderme, espessura do córtex, 

proporção do córtex, espessura da endoderme, diâmetro de vasos de xilema e proporção do 

cilindro vascular, área e espessura do mesofilo, espessura da epiderme abaxial e adaxial, área 

do feixe vascular, diâmetro dos vasos do xilema, diâmetro polar e equatorial dos estômatos, 

funcionalidade dos estômatos, densidade estomática, índice estomático e densidade das 

células estomáticas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema 

fatorial 3x3 com cinco repetições. Os dados foram submetidos à análise de variância e ao teste 

de Scott-Knott para p< 0,05. Contudo, apenas a massa fresca teve interação entre os 

tratamentos. Embora os indicadores de estresse oxidativo H2O2 não tivessem interação, 

observou-se uma queda gradual em maiores concentrações de NO, no entanto MDA 

apresentou interação nas concentrações de Cd. Na atividade de enzimas antioxidantes, a SOD 

reduziu em maiores concentrações de NO, enquanto a CAT observou-se interação nos 

tratamentos de Cd e NO. Nas análises anatômicas radiculares, o aerênquima cortical radicular, 

espessura da epiderme, espessura do córtex, proporção do córtex, espessura da endoderme, 

diâmetro de vasos de xilema e proporção do cilindro vascular apresentaram interação entre os 

tratamentos de Cd e NO, no entanto maiores concentrações de Cd e NO reduziram a massa 

seca total, massa seca da folha e do caule, porém a alocação de biomassa de raiz aumentou. 

Houve aumento das trocas gasosas em maiores concentrações de Cd e NO, entretanto, em 

menores concentrações de Cd e NO, observou-se aumento das variáveis anatômicas 

analisadas, porém, em maiores concentrações, essas variáveis foram reduzidas. Por 

conseguinte, o NO desenvolveu um papel como molécula antagônica ao Cd, diminuiu a 

concentração de H2O2, por meio da redução da atividade da SOD e o aumento da CAT. O 

H2O2 está diretamente ligado à formação de aerênquima. Contudo o NO em baixas 

concentrações diminuiu a toxicidade do Cd e atribuíram-se às plantas de milho saracura 

características fisiológicas e anatômicas semelhantes às plantas tolerantes ao Cd. Maiores 

concentrações de NO podem contribuir a efeitos negativos ou toxidez nas plantas de milho 

saracura. 

 

 

Palavras-chave: Anatomia vegetal. Nitroprussiato de sódio. Metal pesado. Zea mays L. 

 



ABSTRACT 

 

The work aimed to evaluate the formation of root aerenchyma and reduction of cadmium 

toxicity in saracura corn plants submitted to nitric oxide. Saracura corn plants were subjected 

to permanent flooding for 30 days. Weekly, cadmium nitrate solution was applied Cd (NO3)2 

to 0; 10µM; 50µM, and sodium nitroprusside Na2 [Fe (CN) 5NO].2H2O as a 0.5 µM nitric 

oxide (NO) donor; 0.1 µM; 0.2 µM. To ensure seedling nutrition, a nutrient solution 

(Hoagland and Arnon, 1950) was applied weekly at 40% of the ionic strength. Root 

biometrics, indicators of oxidative stress, hydrogen peroxide H2O2 and malondialdehyde 

MDA, enzymes of the CAT catalase-hydroperoxidase antioxidant system, superoxide 

dismutase SOD, ascorbate peroxidase APX were analyzed. In addition, root anatomical 

analyzes. As well as, growth analysis, leaf gas exchange and leaf anatomical analysis. Semi-

permanent blades with root cross sections and median leaf region, paradermic sections of the 

leaf, were made and subjected to the usual plant microtechnical procedures. The slides were 

observed under an optical microscope with an image capture system attached, the 

photomicrographs were analyzed using the UTHSCSA-ImageTool software. The evaluated 

parameters were: epidermis thickness, cortex thickness, cortex proportion, endoderm 

thickness, xylem vessel diameter and vascular cylinder proportion, mesophyll area, mesophyll 

thickness, abaxial and adaxial epidermis thickness, bundle area vascular, diameter of xylem 

vessels, polar and equatorial diameter of stomata, stomata functionality, stoma density, stoma 

index and stoma cell density. The experimental design was completely randomized in a 3x3 

factorial scheme with five replications. The data were subjected to analysis of variance and 

the Scott-Knott test for p <0.05. However, in root biometry only fresh mass had interaction 

between treatments, although the oxidative stress indicators H2O2 did not interact, but a 

gradual drop was observed in higher concentrations of NO, however, MDA showed 

interaction in concentrations of Cd. In the activity of antioxidant enzymes, SOD reduced in 

higher concentrations of NO, while CAT was observed interaction in the treatments of Cd and 

NO. Although, in the root anatomical analyzes, the root cortical aerenchyma, thickness of the 

epidermis, thickness of the cortex, proportion of the cortex, thickness of the endodermis, 

diameter of xylem vessels and proportion of the vascular cylinder showed interaction between 

the treatments of Cd and NO. However, higher concentrations of Cd and NO reduced the total 

dry mass, leaf and stem dry matter, however, root biomass allocation increased. However, 

there was an increase in gas exchange at higher concentrations of Cd and NO. Although, 

lower concentrations of Cd and NO, an increase in the analyzed anatomical variables was 

observed, however, in higher concentrations these variables were reduced. Consequently, NO 

has developed a role as a molecule antagonistic to Cd, decreases the concentration of H2O2, 

by reducing the activity of SOD and increasing CAT. H2O2 is directly linked to the formation 

of aerenchyma. However, NO in low concentrations decreased the toxicity of Cd and 

physiological and anatomical characteristics similar to Cd-tolerant plants. Higher 

concentrations of NO may contribute to negative effects or toxicity in saracura corn plants. 

 

 

Keywords: Plant anatomy. Sodium nitroprusside. Heavy metal. Zea mays L. 
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PRIMEIRA PARTE 

1 INTRODUÇÃO 

Hoje em dia, uma das problemáticas no crescimento e desenvolvimento das plantas 

nas culturas tropicais se deve à contaminação ambiental pela ação antrópica, decorrente do 

aumento na concentração dos gases efeito estufa como dióxido de carbono (CO2), metano 

(CH4), óxido nitroso (N2O), ozônio (O3) e das alterações no clima, aumento da temperatura, 

entre outros (GHINI et al., 2011). Dita problemática no meio-ambiental reflete no 

desenvolvimento das plantas e, consequentemente, na produção para fins agrícolas e na 

economia global (LI et al., 2019). 

De acordo com Li et al., (2019), fatores abióticos, como metais pesados, por exemplo 

o cádmio (Cd), produto das atividades antropogênicas, alagamento, seca, entre outros e os 

fatores bióticos, são causa das constantes mudanças nas plantas, provocam um desvio 

significativo das suas condições ótimas para a vida, chamado estresse, causando o 

desequilíbrio em todos os níveis funcionais dos vegetais (LARCHER, 1995). 

Em resposta a essas mudanças, as plantas podem reagir às agressões, por meio de 

respostas de defesa constitutiva que pode ser de maneira mecânica, química ou física (DIAS; 

RANGEL, 2007).  As barreiras mecânicas consistem no aumento da produção e depósito de 

substâncias capazes de reter a penetração dos patógenos, enquanto as barreiras químicas são 

produzidas pelo aumento da síntese de compostos fenólicos e fitoalexinas, provocando o 

aumento da atividade de proteínas de defesa nas plantas (BRAGA E DIETRICH, 1987).  As 

barreiras físicas incluem a presença de tricomas ou ceras na superfície dos órgãos, espessura e 

dureza da cutícula e da parede externa das células epidérmicas, do tamanho e forma dos 

estômatos, na presença e distribuição do esclerênquima (BRAGA E DIETRICH, 1987).   

Entretanto, além dos fatores bióticos e abióticos, que alteram o estado fisiológico nas 

plantas, é importante levar em consideração que o fator tempo, intensidade da exposição da 

planta ao estresse, o genótipo, entre outros detêm um papel importante no desenvolvimento 

dos mecanismos ou estratégias para a adaptação (PUGNAIRE et al., 1999; SOTELO et al., 

2008). Segundo Bhattacharjee and Saha (2014), quando as plantas estão submetidas ao 

estresse ambiental, reagem por meio de respostas celulares e moleculares que transmitem 

sinais subsequentes à maquinaria celular e modular e ativam as respostas adaptativas 

fundamentais para a sobrevivência da planta. Essas respostas adaptativas tanto bioquímicas 

como fisiológicas podem ocorrer em curto prazo e se caracterizam por se manifestar, como 
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uma rápida modificação reversível, o que é chamada como resposta fisiológica ou de 

modulação; a ação em meio prazo envolve mudanças tanto reversíveis como irreversíveis 

chamadas respostas de aclimatação (PUGNAIRE et al., 1999). As respostas em longo prazo 

são chamadas de respostas de adaptação ou morfológicas, que incluem padrões fixos como 

aspectos geneticamente dependentes, como os anatômicos ou mecanismos fisiológicos 

complexos (PUGNAIRE et al., 1999; SOTELO et al., 2008). 

Contudo, em resposta a essas situações desfavoráveis, as plantas ajustam 

homeostaticamente seu sistema, para minimizar os impactos negativos do estresse e se 

manterem vivas. Reagem desenvolvendo mecanismos, mediante as alterações nos processos 

bioquímicos, fisiológicos e morfológicos os quais permitirão lidar com o estresse ao qual 

estiverem submetidas (KOLB & JOLY, 2009).  

Pesquisas feitas com relação à tolerância das plantas a diferentes estresses ambientais 

atribuem à produção do óxido nítrico (NO), seja pela produção de forma natural da planta em 

níveis muito baixos, ou pela aplicação exógena por doadores de NO que desenvolveram o 

papel do agente protetor sob essas condições ambientais (BELIGNI E LAMATINA, 2001). 

Tal molécula sinalizadora é capaz de impedir ou reduzir o estresse oxidativo causado pelos 

fatores abióticos como algum metal pesado, alagamento, seca, entre outros (WANG e YANG, 

2005). No entanto, por se tratar de uma molécula com poucos anos de descobrimento e 

essencial à regulação de numerosos processos fisiológicos nas plantas e desempenhar um 

papel crucial na sinalização às respostas de defesa nas plantas quanto a fatores estressantes 

(BELIGNI E LAMATINA, 2001), ainda, é indispensável conhecer a fundo os mecanismos de 

funcionamento do óxido nítrico nas plantas sob diferentes estresses ambientais como é a 

toxicidade do cádmio. 

Diante o exposto e para a contribuição com o conhecimento científico da função do 

óxido nítrico, na adaptação das plantas a fatores ambientais, o presente trabalho teve como 

objetivo avaliar a formação de aerênquima radicular e redução da toxicidade pelo cádmio em 

plantas de milho saracura submetida ao óxido nítrico. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Adubação fosfatada e sua relação com o cádmio 

Os fertilizantes fosfatados são utilizados intensamente na agricultura, os quais 

apresentam uma composição de elementos-traço ETs ou comumente denominados metais 

pesados como o cádmio (GONÇALVES, et al., 2008). Esses elementos estão naturalmente 

presentes nas rochas fosfáticas e são levados ao produto final pelo processo industrial 

(GUILERME & MARCHI, 2007).  No entanto a concentração do cádmio nos fertilizantes 

fosfáticos vai depender do tipo da rocha fosfática da qual foram obtidos (BIZARRO et al., 

2008). Segundo Edelstein & Bem-Hurt (2018), dentre as principais fontes de contaminação 

por Cd, estão as atividades antropogênicas, como agricultura, indústria, mineração, etc, além 

das fontes naturais. Segundo McBride & Spiers, (2001), os fertilizantes nitrogenados e 

potássicos, geralmente, também contêm concentrações de metais pesados em muito menores 

concentrações que as encontradas nos fertilizantes fosfatados, sendo os fertilizantes fosfatados 

a principal fonte de contaminação de Cd em solos agrícolas (RODRÍGUEZ-GONZÁLEZ et 

al., 2020). 

A baixa disponibilidade de fósforo no solo limita o rendimento das culturas, nas 

regiões tropicais e subtropicais, nas quais os fertilizantes fosfatados são utilizados 

intensamente na agricultura (FREITAS et al., 2009). O uso de fertilizantes tem tido impacto 

positivo para a nutrição e produção dos cultivos, porém aplicações excessivas podem ter 

impactos negativos no ambiente (JIAO et al., 2012). Entretanto as adubações fosfatadas 

sucessivas podem contribuir ao incremento das quantidades de elementos altamente 

perigosos, como o cádmio, arsênio e chumbo que podem se acumular nos solos agrícolas e, 

consequentemente, causar danos por sua alta toxicidade ao ambiente, como na água, solo, 

plantas e pode ser transferido pela cadeia alimentar, prejudicando assim a saúde humana 

(GONÇALVES et al., 2008; JIAO et al., 2012). Contudo, hoje em dia, o conteúdo de cádmio 

no solo aumenta por atividades antropogênicas, entre elas, o uso excessivo de fertilizantes 

fosfatados na agricultura, o que torna o ambiente mais poluído com a liberação de metais 

tóxicos.    
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2.2 Cádmio  

A contaminação do solo e do meio ambiente têm aumentado constantemente pelo uso 

inconsciente dos metais pesados. Esse problema tem se elevado dia a dia, e a contaminação 

por metais pesados tornou-se uma dificuldade meio-ambiental que reflete na produção 

agrícola e, por conseguinte, na economia global (LI et al., 2019).  As atividades 

antropogênicas, como a indústria, mineração, agricultura, uso de hidrocarbonetos e as de 

origem natural (geogénica), dentre outras, são fontes de contaminação por cádmio (Cd) e 

outros metais pesados (EDELSTEIN & BEM-HUR, 20018). Diversos autores relatam que os 

metais pesados podem ser divididos em dois grupos principais, entre eles, os essenciais ao 

crescimento das plantas pelos tóxicos em concentrações excessivas, como é o boro, cobre, 

ferro, molibdênio, manganês, níquel e zinco e aqueles não essenciais a plantas ou animais e 

que, em concentrações muito baixas, são altamente tóxicos como é o arsênio, cádmio, 

mercúrio e chumbo (GUPTA et al., 2010; EDELSTEIN & BEM-HUR, 2018; RODRÍGUEZ-

GONZÁLEZ et al., 2020). 

O cádmio é um metal pesado não essencial e pouco abundante na crosta terrestre e, em 

baixas concentrações, é considerado como uns dos elementos mais tóxicos para todo ser vivo, 

assim como o mercúrio e chumbo (ISMAEL et al., 2019, RODRÍGUES-SERRANO et al., 

2008). As fontes naturais do Cd na atmosfera advêm da atividade vulcânica, da erosão de 

rochas sedimentárias e fosfáticas (NORVELL et al., 2000). A contaminação por Cd pode 

causar sérios problemas por causa da acumulação nos organismos e se transferir aos níveis 

tróficos (PERNÌA et al., 2008), sendo altamente tóxico para o ser humano e todo ser vivo 

(RODRIGUEZ et al., 2008). 

2.3 Absorção de cádmio nas plantas 

As plantas podem absorver facilmente o Cd pelas raízes e acumulá-lo nos tecidos 

vegetais, em maiores concentrações nas raízes, já que se considera o primeiro órgão a ter 

contato com o Cd no solo (KÜPPER; ANDRESEN, 2016), em que é capturado, a princípio, 

no vacúolo das células das raízes e, posteriormente, translocado por intercâmbio iônico ao 

interior da planta até chegar à parte aérea, como caule, folhas, frutos e sementes (CHAN & 

HALE, 2004; LUX et al., 2011), afetando, assim, no crescimento, no rendimento e na 

produtividade das plantas. Por seu acúmulo, pode causar danos à saúde humana via cadeia 

alimentar (ISMAEL et al., 2019; ZENG, et al., 2020). 
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Dentre as proteínas responsáveis pela entrada do Cd à célula, atribui-se ao 

transportador específico de cálcio LCT1 (transportador de cátions de baixa afinidade) e à 

proteína IRT1, pertencente à família de transportadores de zinco e ferro (GUERINOT, 2000). 

Dubeaux et al., (2018) afirmam que o IRT1 é um transportador de amplo espectro em plantas 

pela condução e absorção de metais pesados essenciais não ferrosos, em quantidades 

mínimas, como manganês, zinco e cobalto, além da absorção de íons tóxicos de cádmio. 

Edelstein & Bem-Hur (2018) asseveram que a condução ou translocação do Cd na raiz, para o 

interior da planta, vai depender do pH, conteúdo de matéria orgânica, entre outros fatores. 

Assim, as raízes também podem atuar como barreiras contra a translocação do Cd, para a 

parte aérea da planta, por imobilização e acúmulo de íons tóxicos na parede celular (NOCITO 

et al., 2011).  

Segundo Ismael et al., (2019), a acumulação de Cd nas plantas vai depender da entrada 

do Cd pelas raízes, do sequestro nos vacúolos das raízes ou por barreira apoplásticas, 

mediante as moléculas que formam os quelatos, como as fitoquelatinas, as quais são 

armazenadas nas células, da translocação no xilema e do floema e da diluição do Cd na planta 

ao longo de seu crescimento (RODRIGUEZ-GONZÁLEZ et al., 2020). Depende também das 

taxas de aplicação de fertilizantes fosfatados no solo e das características que possui cada 

planta para tolerar esse metal (JIAO et al., 2012). Segundo McGrth and Zhao, (2003), o Cd 

pode se acumular nas plantas, em níveis acima de 0.01% do peso seco da parte aérea, sem 

causar sintomas de toxicidade. Porém a sensibilidade das plantas ao cádmio pode variar, em 

razão de concentrações desse metal, concentrações de 5-10 g de Cd g-1, peso seco da folha 

que se tornaram tóxicas para as plantas, mas plantas hiperacumuladoras podem tolerar 

concentrações de Cd 100 g Cd g-1 peso seca da folha (VERBRUGGEN et al., 2009). 

2.4 Efeito do cádmio nos processos fisiológicos e anatômicos nas plantas 

Estudos têm demostrado que as plantas expostas a estresse expressam respostas 

funcionais, por meio de ajustes estruturais, que contribuem a seu crescimento e sobrevivência 

(MELO JÚNIOR & BOEGER, 2016). A capacidade de apresentar diferentes características, 

em função das condições ambientais, é chamada como plasticidade fenotípica dentre as quais 

podem ser morfológicas, fisiológicas, fenológica ou comportamental (LIMA et al., 2017). No 

entanto a plasticidade fenotípica pode adotar uma forma modular e afetar meristemas, folhas, 

caules, em vez de a planta inteira (KROON et al., 2005).  O ajuste morfológico, anatómico, 

fisiológico e bioquímico, porém permite às plantas e adaptarem e sobreviverem sob a 
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influência dos fatores abióticos, como metais pesados, entre eles, o cádmio, etc (MELO 

JÚNIOR & BOEGER, 2016). Segundo Dickison (2000), as folhas são consideradas como o 

órgão da planta com mais plasticidade, embora seu alto nível de plasticidade e adequação a 

diferentes condições ambientais permita melhores adaptações ao crescimento e sobrevivência 

das plantas (CABRAL et al., 2018). 

Diversos estudos têm demostrado que metais pesados como o cádmio interferem em 

muitas funções celulares e moleculares nas plantas (HALL, 2002), sendo a membrana 

plasmática a primeira estrutura viva a ser afetada (RODRIGUES et al., 2016). Dentre os 

primeiros danos fisiológicos causados pelo metal está  a inativação de diversas enzimas 

citoplasmáticas (LASAT, 2002). Os processos fisiológicos, entretanto são afetados pelo dano 

nas enzimas do Ciclo de Krebs na mitocôndria (SHAW, et al., 2004); dissociação na 

RuBisCO (KURDZIEL et al., 2004), redução da fotossíntese, respiração, transpiração, 

mudança na taxa de clorofila, tornando o aparato fotossintético mais sensível ao efeito 

negativo do cádmio (GILL et al., 2012; LI et al., 2014, SACRAMENTO, et al., 2016); além 

das mudanças nas relações hídricas, como diminuição e pressão de turgência (BENAVIDES, 

et al., 2005), inibição do crescimento tanto das raízes quanto da parte aérea, reduzindo o 

acúmulo de matéria seca afetando, assim, o crescimento das plantas (VECCHIA et al., 2005, 

SOUZA et al., 2009, MARQUES et al., 2011). Dentre os sintomas visuais de toxidez de Cd 

em plantas, podem-se observar a clorose encarquilhamento, enrolamento de folhas (DA 

CUNHA et al., 2008), indução da senescência prematura em folhas (DJBALI, et al., 2005), 

redução da germinação de sementes (CHUGH & SAWHNEY, 1996; GUILERME; 

OLIVEIRA; SILVA, 2015), inibição do eixo embrionário e da radícula (KABATA-PENDIAS 

& PENDIAS, 2000; SHAW, et al., 2004).  

Dentre os aspectos anatômicos, o Cd pode afetar na diminuição do mesofilo (SOUZA, 

et al., 2009), diminuição dos espaços intercelulares das folhas (SRIDHAR et al., 2005), 

redução do tamanho da epiderme (SRIDHAR et al., 2005), redução do índice estomático 

(MARQUES et al., 2011), indução do fechamento estomático (PERFUS-BARBEOCH et al., 

2002, além de alterações estruturais dos tecidos vasculares, células epidérmicas e 

colenquimáticas, entre outras alterações (DA CUNHA et al., 2008)). 

Além da desnaturação de proteínas e redução da atividade enzimática (KURDZIEL et 

al., 2004; LÖSCH, 2004), redução da CAT, SOD (GUIMARÃES et al., 2008; ROMERO-

PUERTAS et al., 2006), danos associados ao DNA (GICHNER, et al., 2004; KOPPEN & 

VERSCHAEVE, 1996), alterações nos sistemas antioxidantes, estimulando o acúmulo de 

espécies reativas de oxigênio (ERO), como o hidroxila (OH´), ânion superóxido (O2´)  e  o 
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peróxido de  H2O2 o que podem levar a uma morte celular ((DEVI & PRASAD, 2004; 

SCHÜTZENDÜBEL et al., 2001). 

Contudo estudos têm demostrado que os ajustes estruturais que as plantas apresentam 

são modularizados, dependendo da espécie e da intensidade do estresse, ao qual estão 

submetidas, sendo as alterações morfológicas, em geral, mais expressivas que as respostas 

anatômicas (MELO JÚNIOR & BOEGER 2016). Embora a plasticidade fenotípica que cada 

planta possui, permite lidar com possíveis mudanças ambientais de origem natural ou 

antrópica (VALLADARES et al., 2014). 

2.5 Cádmio na formação de aerênquima 

Autores relatam que a deficiência de oxigênio promove a produção de etileno pelos 

estímulos anaeróbicos, o que causa um aumento na atividade da produção de espécies reativas 

de oxigênio ERO, levando à desintegração de células pela morte celular, que, em 

consequência, estimula o desenvolvimento de aerênquima (FAHN, 1982, GEISLER-LEE et 

al., 2010; PIRES et al., 2015). Nesse caso, o desenvolvimento de aerênquima nas plantas é 

indispensável, para tolerar ambientes sob hipóxia, que funciona como uma estratégia 

alternativa para a obtenção de CO2 (SOUZA et al., 2009; 2011). No entanto autores têm 

relatado que a presença de Cd estimula a produção de etileno, em espécies vegetais, além do 

acúmulo de espécies reativas de oxigênio como o H2O2, o que desencadeia uma morte celular 

estimulando assim o desenvolvimento de aerênquima (SCHÜTZENDÜBEL et al. 2001; 

TOPPI et al., 1998). Segundo Souza et al., (2009), a presença e as alterações das 

concentrações de Cd podem desenvolver modificações nas lacunas do aerênquima das raízes e 

da nervura central foliar em plantas de P. ferrugineum.  

De acordo com Armstrong et al., (1979; 2000), o aerênquima é um tecido vegetal 

parenquimático, constituído com espaços intercelulares interligados longitudinalmente, que 

facilita a difusão de gases pelos tecidos internos das plantas entre a parte área e raiz, 

permitindo sua sobrevivência em ambientes com pouca disponibilidade de oxigênio. Esse 

tecido pode ser formado em órgãos, como raízes, brotações e folhas, principalmente em 

plantas aquáticas e algumas espécies terrestres sob condições adversas (EVANS, 2003). 

Dentre as principais funções do aerênquima, estão o armazenamento de ar entre as células, 

transporte de gases (O2, CO2, etileno e metano), metabolismo aeróbio, respiração, 

funcionamento da cadeia de transporte de elétrons, redução dos custos metabolitos, entre 

outros (COLMER, 2003; DANTAS et al., 2001; DIAZ et al., 2018; EVANS, 2003). Autores 
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têm relatado que a formação desse tecido é uma adaptação nas plantas para tolerar diferentes 

fatores/estresses ambientais, geralmente, associados à hipóxia como alagamento (PEREIRA et 

al., 2010; STEFFENS & RASMUSSEN, 2016), seca (DÍAZ et al., 2018; GONÇALVES & 

LYNCH, 2014), deficiência e excesso de nutrientes (DÍAZ et al., 2018; POSTMA & 

LYNCH, 2011;), compactação do solo (SCAPINELLI et al., 2016; SOUZA et al., 2013), 

metais pesados como é o cádmio, entre outros (SOUZA et al., 2009). 

Segundo Drew et al., (2000) a aerênquima lisígeno é formada pela morte e lise das 

células corticais nas raízes, e esse processo ocorre, quando fatores como a hipóxia (redução 

do oxigênio) ou impedância mecânica (resistência que o solo exerce à passagem da raiz) 

ativam a ACC-synthase (enzima que desempenha um papel significativo na síntese de etileno) 

e a ACC oxidase (enzima catalizadora), que estimulam a formação de etileno, reagindo como 

uma cascata de sinalização, desenvolvendo assim a morte celular levando à formação de 

aerênquima.  Pesquisa mais recente feita por Yamauchi et al., (2018), estudando a regulação 

das características da raiz, para a aeração interna e tolerância ao estresse de inundação e 

alagamento do solo, demonstra que, em solos alagados, as plantas sofrem deficiência de 

oxigênio que reduz a respiração. Porém a entrada de oxigênio da atmosfera para o solo é 

impedida, o que leva ao avanço dos níveis de etileno nas raízes. Aumentando os genes, 

codificam-se das enzimas biossintéticas de etileno 1-aminociclopropano-1-ácido carboxílico 

(ACC) sintase (ACS) e ACC oxidase (ACO), tendo como resultado o crescimento dos níveis 

de enzimas e a biossíntese de etileno nas raízes (STEFENS and RASMUSSEN, 2016; 

YAMAUCHI et al., 2018). Além disso, há um aumento da biossíntese de ácidos graxos 

(VLCFA), nas células do córtex da raiz; o etileno aumenta a expressão de um gene, que 

codifica a isoforma H (RBOHH) do homólogo da oxidase de explosão respiratória (RBOH), 

que converte o oxigênio no radical ânion superóxido (O2∙-) no apoplasto. O influxo de Ca 2+ 

citosólico do apoplasto é estimulado nas raízes hipóxicas. A RBOHH é fosforilada e ativada 

por proteínas quinases, dependentes de Ca 2+ do grupo I (CDPKs), como CDPK5 e CDPK13. 

O apoplástico O2∙ - produção mediada por RBOH (por exemplo, RBOHH) resulta em um 

aumento no peróxido de hidrogénio (H2O2), níveis no apoplasto e/ou citosol. Além disso, a 

redução da expressão de genes que codificam a metalotioneína tipo 1 (MT1), que atua como 

um necrófago de ROS, pode contribuir para promover o acúmulo de ROS nas células corticais 

da raiz. Juntos, as quantidades aumentadas de ROS apoplástico e/ou intracelulares (O2∙- e/ou 

H2O2) induzem PCD e subsequente formação de aerênquima lisígeno no córtex da raiz 

(YAMAUCHI et al. 2015, 2017a; YAMAUCHI et al., 2018). As ROS, entretanto 

desempenham um papel importante ao desenvolvimento de aerênquima, cujo aumento dessas 
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espécies reativas de oxigênio, por meio de mudanças na atividade das enzimas antioxidantes 

(catalase, superóxido dismutase e peroxidase), aumenta o etileno, o que desencadeia a 

formação de aerênquima lisígeno (STEFENS and RASMUSSEN, 2016). 

2.6 Estresse oxidativo 

O estresse oxidativo é um fator que ocorre em nível da célula, produto do estresse 

abiótico e biótico e ocorre, quando há um desequilíbrio entre compostos oxidantes e 

antioxidantes, em favor da geração excessiva de radicais livres em detrimento da velocidade 

da remoção (FOYER & NOCTOR, 2003). A formação dos radicais livres ocorre, 

normalmente, nas mitocôndrias, membranas celulares e citoplasma (BARBOSA, et al., 2010).  

Dito processo conduz a oxidação de biomoléculas com consequente perda das suas funções 

biológicas e/ou desequilíbrio homeostático (BARBOSA et al. 2010), cuja manifestação é o 

dano oxidativo potencial contra células e nos tecidos, gerando oxidação das moléculas 

biológicas (HALLIWELL & WHITEMAN, 2004). 

A oxidação é parte fundamental da vida aeróbica e do metabolismo celular, 

respondendo à produção de radicais livres de forma natural ou por disfunção biológica, que, 

consequentemente, origina a formação de radicais livres ou espécies reativas de oxigênio nas 

plantas (ERO) (BARREIROS et al., 2006).  

2.7 Espécies reativas de oxigênio – ERO 

As espécies reativas de oxigênio (ROS, do inglês ractive oxygen species), são 

moléculas com instabilidade física e altamente reativas, pois possuem, em seu orbital, um 

elétron desemparelhado, que inclui as moléculas precursoras de radicais livres, como: radicais 

superóxido (O2–), hidroxila (OH-), peróxido de hidrogênio (H2O2), oxigênio singleto (
1
O2) 

que são as formas mais comuns de serem encontradas nas células (MITTLER, 2002; 

SÁNCHEZ et al., 2011). A ROS é um termo usado para indicar produtos que são gerados 

como intermediários nos processos redox (oxidação – redução) (GAMALEY & KLYUBIN, 

et al., 1999). 

A ROS inclui íons de oxigênio, radicais livres e peróxidos tanto inorgânicos como 

orgânicos, são moléculas altamente reativas, formadas de maneira natural, como subproduto 

do metabolismo normal do oxigênio e servem como sinalização celular, porém o aumento dos 

níveis dessas moléculas sob estresse ambiental pode causar danos significativos às estruturas 
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celulares, conhecidos como estresse oxidativo (NASCIMENTO & BARRIGOSSI, 2014). 

Geralmente as ROS são produzidas, especificamente pelo sistema do complexo enzimático 

NADPHO-Oxidase (nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato oxidase), na membrana 

plasmática, desencadeando uma variedade de funções celulares como crescimento celular, 

desenvolvimento, síntese, secreção e locomoção de proteínas (GAMALEY & KLYUBIN et 

al., 1999). 

Todos os tipos de estresse ambiental, em geral, geram o estresse oxidativo nas plantas, 

podem causar danos aos componentes das células e inativar suas funções (NASCIMENTO & 

BARRIGOSI, 2014). Quando as plantas estão expostas ao estresse, causado por fatores 

bióticos ou abióticos, estimula a produção de ERO que é a forma parcialmente reduzida ou 

ativada do oxigênio atmosférico (O2), no qual a excitação do O2 forma o oxigênio singleto 

(1O2) e, a partir da transferência de um a três elétrons ao O2, forma o radical superóxido 

(O2•-), peróxido de hidrogênio (H2O2) ou radical hidroxilo (•OH) (CABRERA et al., 2007). 

Porém, para a proteção das plantas dessas moléculas tóxicas subprodutos do O2, as células e 

orgânulos citoplasmáticos, como os cloroplastos, mitocôndrias e peroxissomos, desenvolvem 

um sistema de defesa antioxidante que consiste em enzimas e outras moléculas não 

enzimáticas reagindo na decomposição das espécies reativas de oxigênio (DAVAR et al., 

2013; NASCIMENTO & BARRIGOSSI, 2014). Contudo, segundo Cabrera et al., (2007), 

além de considerar as ERO como subproduto tóxico no metabolismo aeróbico, em baixas 

concentrações, essas moléculas podem atuar como sinais reguladores de processos biológicos, 

como o crescimento, respostas a hormônios nos diversos tipos de estresses tanto biótico e 

abióticos. Sendo assim, inclusive, seu acúmulo nos tecidos pode levar à toxicidade e resultar 

na morte celular (FORMAN et al., 2010). 

2.8 H2O2 e MDA como parte do sistema não enzimático  

O peróxido de hidrogênio é uma espécie reativa de oxigênio produzido pelo 

metabolismo aeróbico em situações de estresse. No estresse oxidativo tem a função de 

transpor membranas celulares e gerar o radical de hidroxila (BARREIROS et al. 2006). É 

composto in vivo pela dismutação do ânion-radical superóxido (O2∙
-
) por enzimas oxidases ou  

pela β-oxidação de ácidos graxos (BARREIROS et al., 2006; BARBOSA et al., 2010). É 

produzido, predominantemente, nas células vegetais, durante a fotossíntese e fotorrespiração 

e, em menor grau, nos processos de respiração (SLESAK et al., 2007).  
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Segundo Sun et al., (2020), o H2O2 tornou-se uma molécula de grande importância 

como sinalizadora nas células, é funcionalmente classificada como ROS de função dupla com 

comunicação de organela e ativação de inflamassoma (moléculas de ativação enzimática). 

Todavia é pouco reativo quanto às moléculas orgânicas na ausência de metais de transição. 

No entanto são de extrema importância no estresse oxidativo, pela sua capacidade de 

translocar as membranas celulares e gerar radical de hidroxila (BARREIROS et al., 2006). 

O malondialdeído (MDA), considerado como subproduto da peroxidação lipídica, é o 

único aldeído mensurável, sendo amplamente usado como biomarcador do estresse oxidativo 

(POMAR et al., 2017), além de ter grande importância na saúde humana; estudos atribuem 

sua função aos processos de aclimatação e defesa nas plantas (SLESAK et al., 2007). 

O MDA é gerado in vivo pela peroxidação de ácidos graxos poli-insaturados, durante 

a peroxidação; os peróxidos se descompõem em aldeídos como o MDA que são considerados 

altamente tóxicos (MUÑIZ et al., 2014). Possuem uma vida média e alta reatividade, o que 

lhes permite atuar tanto no interior como no exterior da célula interatuando com proteínas e 

DNA, resultando em diferentes processos fisiopatológicos (DEL RIO et al., 2005; MUÑIZ et 

al., 2014). 

Contudo o sistema não enzimático, além de causar degradação de fosfolipídios nas 

membranas celulares, caracteriza-se em inativar enzimas e danificar os componentes celulares 

(HENDGES et al., 2015).  É de grande importância por desempenhar o papel crucial como 

uma molécula sinalizadora nos processos fisiológicos das plantas (SLESAK et al., 2007). 

2.9 SOD, CAT, APX como parte do sistema enzimático  

As plantas continuamente produzem erro, em suas diferentes organelas celulares e 

sucessivamente são removidas pelo complexo do sistema antioxidante, no qual interagem 

enzimas, proteínas e outros metabolitos que permitam manter a homeostase celular 

(SALDIVAR et al., 2016). Considera-se que o aumento da produção das ERO nas plantas 

causa grandes prejuízos (CABRERA et al., 2007). Uma das formas das plantas reagirem e 

diminuir esses prejuízos é mediante a ativação do sistema antioxidante enzimático. O sistema 

enzimático é composto pela dismutase do superóxido (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e 

catalase (CAT), dentre outras (MITTLER, 2002; NASCIMENTO & BARRIGOSSI, 2014). 

Por conseguinte, o ascorbato (AsA), glutationa (GSH), β-caroteno e o α-tocoferol, vitamina E, 

ceruloplastina são antioxidantes não enzimáticos, a que se atribuem ações protetoras contra as 

espécies reativas de oxigênio (CARVAJAL, 2019). A atividade desse sistema atua na 
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proteção contra danos oxidativos causados pelas ERO derivado pelo estresse ambiental. Desta 

forma, os níveis das ERO são controlados pelo complexo enzimático impedindo que danos 

sejam causados na célula (SALDIVAR et al., 2016). 

De acordo com Nascimento & Barrigossi (2014), o superóxido dismutase (SOD) é 

uma das enzimas antioxidantes intracelulares mais eficazes, está presente em todos os 

organismos aeróbicos e compartimentos subcelulares propensos a uma explosão axidativa em 

razão de um estresse abiótico ou biótico. É considerada a primeira linha de defesa contra as 

ROS, catalisam a dismutação de dois radicais O2•-, gerando H2O2 e O2. Essas enzimas 

participam da modulação do nível de H2O2, em cloroplastos, mitocôndrias, citosol e 

peroxissomos (MITTLER, 2002; BHATTACHARJEE, 2010).  

A catalase é uma das principais enzimas na eliminação do H2O2, atua nos 

peroxissomos e glioxissomas e pode ser encontrada também em mitocôndrias (DUBEY, 

2011).  É responsável pela dismutação direta de H2O2 em H2O e O2, removendo o peróxido 

gerado nos peroxissomos por oxidases envolvidos na β-oxidação de ácidos graxos, 

fotorrespiração e catabolismo de purinas (GILL & TUTEJA, 2010). Entretanto pode oxidar 

substratos, tais como metanol, etanol, formaldeído e ácido fórmico (SHARMA et al., 2012). 

Em concentrações altas de H2O2 (mM), a atividade da CAT é muito efetiva, por isso, é 

considerada indispensável para a desintoxicação de ROS em condições de estresse severo 

(DUBEY, 2011).  Segundo Prasad et al., (1994), concentrações baixas podem reagir na 

transdução de sinal nas plantas atacadas por fungos e insetos.  

A ascorbato peroxidase é uma heme-proteína, da classe I da superfamília das 

peroxidases, com distintas formas isoenzimáticas, diversamente reguladas. Suas isoformas 

podem ser encontradas em citosol, mitocôndrias, peroxissomos, cloroplastos (estroma e 

ligadas às membranas dos tilacoides) e parede celular. A APX é uma enzima fundamental do 

metabolismo antioxidante, catalisa a decomposição do H2O2 no citosol e cloroplastos 

(DABROWSKA et al., 2007; De GARA, 2004). 

A ativação do sistema antioxidante pode evitar a formação de radicais livres, 

prevenindo a ocorrência de danos às células das plantas (SERKEDIEVA, 2011). Porém o 

acúmulo de ROS pode causar danos irreversíveis que podem levar à morte celular, que ocorre, 

quando reagem com moléculas biológicas (BARBOSA et al., 2014). Segundo Barbosa et al., 

(2014), muitos pesquisadores têm associado o nível de ROS e as atividades de enzimas 

antioxidantes a processos de sinalização e defesa contra o estresse, nos quais se podem incluir 

respostas ao déficit hídrico, temperaturas extremas, metais pesados, salinidade, patógenos e à 

indução de vias morfogênicas (BARBOSA et al., 2014). O sistema de defesa enzimático, 
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porém funciona como um mecanismo de prevenção, impedindo ou controlando a formação de 

radicais livres e espécies não radicais, evitando a ocorrência de danos oxidativos à planta 

(BARBOSA et al., 2010).  

2.10 Óxido nítrico e sua função nas plantas  

Os estudos sobre o NO são recentes, datam de 1980, produto dos resultados das 

pesquisas. Como um importante mensageiro no sistema cardiovascular, identificou-se como a 

pressão sanguínea é regulada (CENTELLES et al., 2004). Mostrou-se a forma como as 

células sintetizam o NO, a partir do aminoácido L-arginina, pesquisa que, em 1990, permitiu 

o prêmio Príncipe de Astúrias ao científico hondurenho Salvador Moncada. Nesse momento, 

as pesquisas do NO cresceram de maneira exponencial, tanto nos aspectos da saúde humana, 

como nos animais e plantas (CENTELLES et al., 2004). 

O óxido nítrico (NO, por suas siglas em inglês, Nitric Oxide) é caraterizado, como 

uma molécula gasosa essencial à regulação de numerosos processos fisiológicos vegetais. 

Aloca-se nas células vegetais e tem estímulo em resposta ao sistema imunológico da planta, é 

importante para o crescimento, resposta de defesa a patógenos e em situações de estresse 

(LAMATTINA et al., 2003). O NO está formado por dois átomos, um átomo de oxigênio (O) 

e outro de nitrogênio (N), quando esses dois átomos se encontram, seus elétrons se entrelaçam 

para formar uma molécula de NO, contendo um elétron separado (BENEZER-BENEZER et 

al., 2008). A união do NO nas proteínas ou outras moléculas é conhecida como nitrosação. A 

presença do elétron desemparelhado permite ao NO interatuar rapidamente com outros 

átomos que são abundantes, nos sistemas biológicos, como o nitrogênio (N) ou enxofre (S), 

que formam parte das proteínas (BENEZER-BENEZER et al., 2008). As proteínas são 

fundamentais na regulação de diversas funções biológicas, como a produção de energia, 

transporte e armazenamento do oxigênio e tradução de sinais (GOW & ISCHIROPOULOS, 

2001). Contudo o NO reage rapidamente com o oxigênio molecular (O2) e suas diferentes 

formas altamente reativas, como os radicais superóxido (O2
-
.) e hidroxilo (OH´), os quais são 

altamente tóxicos (SÁNCHEZ et al., 2011). A interação do NO com o O2
-
 gera peroxinitrito e 

outras formas reativas do N que também são altamente tóxicas, porém a combinação do NO 

com outras formas reativas de O2 constitui o principal mecanismo no qual o NO não dana as 

células, o que é de interesse como mecanismo de defesa em diferentes processos fisiológicos 

nas plantas (BENEZER-BENEZER et al., 2008; ROMERO-PUERTAS et al., 2004; 

WENDEHENNE et al., 2004). 
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A produção do NO se dá pelos mecanismos enzimáticos e não enzimáticos; as enzimas 

na sua produção são óxido nítrico sintase (NOS) e nitrato redutase (NR), a NOS catalisa a 

oxidação em duas fases da L-arginina para produzir NO e citrulina (BOUCHER et al., 1992; 

LAMATTINA et al., 2003). A NR gera NO de nitrito utilizando NADPH como doador de 

elétrons (KAISER et al., 2002; BENEZER-BENEZER et al., 2008). 

Os autores relatam que as plantas podem produzir determinados níveis de NO, em seu 

ambiente natural, como uma resposta generalizada quanto ao estresse ambiental 

(MAGALHAES et al., 1999; AGUIAR et al., 2015). Segundo Aguiar et al., (2015), pesquisas 

feitas no estudo do NO com o uso de doadores químicos do NO, tem compostos que eliminam 

ou inibem as enzimas envoltas na produção de NO, porém há poucos estudos da produção do 

NO de forma natural. Dentre os compostos doadores de NO mais utilizados são o SNP 

(nitroprussiato de sódio), nitrato de potássio (KNO3), e os S-nitrosotióis, como SNAP (S-

nitroso-N-acetilpenicilamina) e GSNO (S-nitrosoglutationa). No entanto a resposta biológica 

ao NO aplicado exogenadamente vai ser determinada, em grande parte, pela concentração e 

pelo tempo de exposição ao NO produzido pelos diferentes doadores (BELIGNI E 

LAMATINA, 2001; ATAÍDE et al., 2015).  

Nas últimas duas décadas, o óxido nítrico vem sido atribuído à regulação dos 

processos fisiológicos e patofisiológicos nas plantas (RODRÍGUEZ-GONZÁLES et al., 

2020). Nas primeiras pesquisas feitas por Delledonne et al., (1998); Durner et al., (1998); 

Hong et al., (2008), eles comprovaram que o NO atua como uma molécula de tradução de 

sinais nas vias que conduzem a indução de respostas de defesas contra patógenos e da morte 

celular programada. Nos processos fisiológicos, participa da complexa rede de sinalização 

celular que induz o fechamento estomático em resposta ao hormônio vegetal ácido abscísico 

(ABA), em condições de estresse hídrico (DESIKAN et al., 2004; BRIGHT et al., 2006; 

RIBERO et al., 2009); atua como estimulador na germinação de sementes tanto em condições 

normais ou sob estresse (ATAÍDE et al. 2015; BELIGNI e LAMATTINA, 2000;); na floração 

(SELIGMAN et al., 2008), organogênese nas raízes (PAGNUSSAT et al. 2003), formação de 

raízes adventícias (PAGNUSSAT et al. 2003), desenvolvimento de raízes laterais (CORREA-

ARAGUNDE et al. 2004) e formação de pelos radiculares (LOMBARDO et al. 2006) e 

senescência (MISHINA et al., 2007). Além disso, reage na regulação de múltiplas respostas a 

outros tipos de estresse abióticos, como salinidade (ZHANG et al., 2006; ZHAO et al., 2007), 

temperatura, intensidade luminosa, danos mecânicos (CORPAS et al., 2004), radiação UV-B 

(HE et al., 2007; MACKERNESS et al., 2001), metais pesados (SINGH et al., 2008), estresse 

por alumínio (TIAN et al., 2007; WANG et al., 2010), hipóxia, entre outros 
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(IGAMBERDIEV Y & HILL, 2004). Estudos recentes mostraram que o NO é importante na 

função das interações benéficas planta-microorganismo (CANOVAS et al. 2016; 

MARTINEZ-MEDINA et al. 2019).  
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3 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

O constante progresso das pesquisas na funcionalidade do óxido nítrico em plantas 

tem sido um avanço, hoje em dia, tanto em nível bioquímico, genético, molecular e quanto à 

biologia estrutural. Sendo assim, é importante a realização de mais pesquisas nessas áreas e a 

sua associação para entender e conhecer outras fontes de produção, interação e função do 

óxido nítrico nas plantas.  

Dentre as plantas domesticadas e cultivadas pelo homem, o milho tem sido utilizado 

em muitos estudos de poluição como planta modelo. No entanto, apesar de um número 

considerável de investigações dos efeitos tóxicos e mecanismos de estresse causados pelo 

cádmio nas plantas, ainda são escassos os estudos envolvidos ao óxido nítrico em função da 

toxidez do cádmio e relacionado aos aspectos anatômicos, fisiológicos e bioquímicos nas 

plantas. Esta investigação permitirá conhecer a funcionalidade do óxido nítrico à toxicidade 

do cádmio, que, no futuro, poderá estabelecer bases como uma alternativa do uso como 

inibidor de toxidez por metais pesados em cultivos agrícolas.    
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RESUMO 

 

O desenvolvimento de aerênquima radicular é importante, para plantas sobreviverem a 

diferentes tipos de estresses ambientais, como o alagamento, seca, alterações nutricionais e 

metais pesados. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o papel do cádmio (Cd) e do 

óxido nítrico (NO), no desenvolvimento de aerênquima radicular, em plantas de milho 

saracura e outras modificações anatômicas e do sistema antioxidante associadas ao processo. 

As plantas de milho foram submetidas ao alagamento permanente por 30 dias e sob diferentes 

concentrações de nitrato de cádmio Cd (NO3)2 sendo 0, 10 e 50 µM; e nitroprussiato de sódio 

Na2[Fe (CN)5NO].2H2O, como doador de oxido nítrico (NO), nas concentrações de 0,05; 0,1 

e 0,2 µM. As plantas foram mantidas em solução nutritiva de Hoagland e Arnon a 40% da 

força iônica.  O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 

3x3 com cinco repetições. As seguintes variáveis foram analisadas: biometria das raízes, 

quantificação do H2O2 e malondialdeído, a atividade das enzimas catalase, superóxido 

dismutase e ascorbato peroxidase, desenvolvimento de aerênquima e outros parâmetros da 

anatomia radicular.  O aumento das concentrações tanto de Cd quanto do NO reduziram a 

massa seca das raízes. O Cd promoveu estresse oxidativo nas raízes aumentando a produção 

de malondialdeído, contudo o NO não teve efeito neste parâmetro. O NO reduziu a 

quantidade de H2O2 nas raízes. O Cd não promoveu modificações na atividade da peroxidase 

do ascorbato, mas aumentou a atividade da catalase. O NO reduziu a atividade da superóxido 

dismutase e aumentou a atividade da catalase, mas não teve efeito na peroxidase do ascorbato. 

O Cd estimulou o desenvolvimento de aerênquima com o aumento da área e proporção deste 

tecido no córtex radicular, enquanto o NO teve efeito contrário, inibindo a formação desse 

tecido. O Cd e o NO promoveram modificações nas espessuras das barreiras apoplásticas e 

outros tecidos radiculares. O Cd estimula a produção de espécies reativas de oxigênio que 

estimulam o desenvolvimento de aerênquima radicular no milho saracura, o NO reduz a 

formação de espécies reativas de oxigênio, principalmente o H2O2, reduzindo o 

desenvolvimento de aerênquima. 

 

 

Palavras-chave: Anatomia radicular. Nitroprussiato de sódio. Metais pesados. Zea mays L. 
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ABSTRACT 

 

The development of root aerenchyma is important for plants to survive different types of 

environmental stresses such as flooding, drought, nutritional changes and heavy metals. This 

study aimed to evaluate the role of cadmium (Cd) and nitric oxide (NO) in the development of 

root aerenchyma in saracura corn plants and other anatomical and antioxidant changes 

associated with the process. The corn plants were subjected to permanent flooding for 30 days 

and under different concentrations of cadmium nitrate Cd (NO3)2 being 0, 10 and 50 µM; and 

sodium nitroprusside Na2 [Fe(CN)5NO].2H2O as donor of nitric oxide (NO) in concentrations 

of 0.05; 0.1 and 0.2 µM. The plants were maintained in Hoagland and Arnon nutrient solution 

at 40% of ionic strength. The experimental design was completely randomized in a 3x3 

factorial scheme with five replications. The following variables were analyzed: root biometry, 

quantification of H2O2 and malondialdehyde, the activity of the enzymes catalase, superoxide 

dismutase and ascorbate peroxidase, development of aerenchyma and other parameters of the 

root anatomy. Increased concentrations of both Cd and NO reduced the dry mass of the roots. 

Cd promoted oxidative stress in the roots, increasing malondialdehyde production, however 

NO had no effect on this parameter. NO reduced the amount of H2O2 in the roots. The Cd did 

not promote changes in the activity of ascorbate peroxidase but increased the activity of 

catalase. NO reduced superoxide dismutase activity and increased catalase activity but had no 

effect on ascorbate peroxidase. Cd stimulated the development of aerenchyma by increasing 

the area and proportion of this tissue in the root cortex while NO had the opposite effect, 

inhibiting the formation of this tissue. Cd and NO promoted changes in the thickness of 

apoplastic barriers and other root tissues. Cd stimulates the production of reactive oxygen 

species that stimulate the development of root aerenchyma in corn, NO reduces the formation 

of reactive oxygen species, mainly H2O2, reducing aerenchyma development. 
 
 

Keywords: Root anatomy. Sodium nitroprusside. Heavy metal. Zea mays L. 
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1 INTRODUÇÃO  

Estudos têm relatado o desenvolvimento de aerênquima cortical radicular, em plantas 

sob a influência de alagamento (PEREIRA et al., 2008; 2010), compactação de solo 

(BERGAMIN et al., 2010; SCAPINELLI et al., 2016; SOUZA et al., 2013), seca e restrição 

de fósforo (DÍAZ et al., 2018), nutrição mineral (COELHO et al., 2006; POSTMA and 

LYNCH, 2011; STEFFENS and RASMUSSEN, 2016) e contaminação por Cd (LI et al., 

2019). O desenvolvimento de aerênquima é uma adaptação que permite às plantas ter maior 

tolerância a baixas disponibilidades de oxigênio (COAN et al., 2002), facilita a difusão 

interna de gases (COLMER, 2003) e reduz custos metabólitos para o crescimento (DIAZ et 

al., 2018). A formação desse tecido pode ser induzida pela morte celular das células corticais 

(YAMAUCHI, et al., 2017).  

A formação de aerênquima lisígeno é estimulada pela hipóxia, mediante a produção de 

etileno, que induz a morte celular programada (PIRES et al., 2015; YAMAUCHI, et al., 

2017).  No entanto a redução do oxigênio induz a formação de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) como o peróxido de hidrogênio (H2O2) (RODRÍGUEZ-GONZÁLEZ et al., 2020). 

Em baixos níveis, as EROs agem como sinalizadoras, em respostas ao estresse, porém geram 

estresse oxidativo em altas concentrações (ROMERO-PUERTAS et al., 2019). Os estresses 

ambientais promovem um desequilíbrio metabólico às plantas (FORMsAN et al., 2010; LIU, 

et al., 2020), produzindo moléculas instáveis e altamente reativas, como o peróxido de 

hidrogênio H2O2 e óxido nítrico (NO) (BARREIROS et al., 2016).  

As plantas podem reagir ao aumento excessivo das EROs, ativando o sistema 

antioxidante, que as protege contra danos celulares (SALDIVAR et al., 2016). Enzimas, como 

a dismutase do superóxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX), são parte 

do sistema antioxidante enzimático e reduzem o estresse oxidativo (NASCIMENTO & 

BARRIGOSSI, 2014; SALVIDAR et al., 2016). A presença de estresse oxidativo, causado 

por fatores abióticos como o Cd, produto do resultado de atividades antropogênicas 

(EDELSTEIN & BEM-HUR, 2018), afeta processos fisiológicos, metabólicos e bioquímicos, 

provocando alterações estruturais nas plantas (KASIM, 2006).  

O NO é uma molécula gasosa capaz de se difundir por intermédio das membranas 

celulares (RODRÍGUEZ-GONZÁLEZ et al., 2020), atuando na proteção contra estresse 

oxidativo e sinalização e em respostas aos estresses ambientais (BELIGNI & LAMATTINA, 

2001; DOMINGO et al., 2015). O NO pode reduzir a toxicidade por metais pesados 

(ARASIMOWICZ-JELONEK et al., 2011; NABAEI & AMOOAGHAEI, 2020), reduzindo o 
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acúmulo de chumbo em gergelim (AMOOAGHAEI et al., 2017) e de arsênio em arroz 

(SINGH et al., 2017).  O NO desenvolve importante função na regulação da toxicidade das 

EROs (PIRES et al., 2016), pelo aumento da atividade de enzimas antioxidantes (TERRÓN-

CAMERO et al., 2019). As EROs e o NO são necessários ao desenvolvimento da morte 

celular programada (DELLEDONNE et al., 1998). Segundo Wany et al. (2017), o NO e o 

etileno desempenham um papel importante na formação de aerênquima lisígeno. Níveis 

reduzidos de NO podem reduzir a formação de aerênquima em plantas cultivadas sob amônio 

(Wang, et al., 2013). 

Em razão da importância do óxido nítrico, como uma molécula multifuncional e 

citoprotetora, é de importância nos processos fisiológicos, anatômicos e bioquímicos nas 

plantas. A hipótese deste trabalho é que o H2O2 pode estimular a formação de aerênquima 

enquanto o NO atua como um antagonista no processo por reduzir a formação de EROs. O 

objetivo deste trabalho foi avaliar o papel do Cd na produção de H2O2 e a relação com a 

formação de aerênquima e crescimento radicular, utilizando o NO como um antagonista do 

estresse oxidativo nas raízes de milho e do processo de formação de aerênquima cortical.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS  

O material vegetal consistiu em plântulas de milho BRS 4154 - Saracura, considerado 

como uma variedade de milho tolerante a alagamento. As sementes foram fornecidas pela 

Embrapa Milho e Sorgo, localizada em Sete Lagoas, Minas Gerais.  O experimento foi 

executado na casa de vegetação do departamento de Biologia da Universidade Federal de 

Lavras, Minas Gerais, Brasil (21°14’43’’S, 45°59’59’’W). 

As sementes foram germinadas em vermiculita sob temperatura ambiente, luz 

constante, e irrigadas à capacidade de campo. Plântulas de aproximadamente 10 cm de altura 

foram transferidas para vasos plásticos, preenchidos com 3 L de vermiculita e irrigados à 

capacidade de campo por 15 dias, para a aclimatação das plântulas. Após esse tempo, o 

substrato foi alagado, formando uma lâmina de 1 cm acima do nível da vermiculita. De sete 

em sete dias, foram aplicados: Cd (NO3)2 a 0, 10 e 50 µM; e Na2 [Fe (CN)5NO].2H 2O como 

doador de NO a 0,05; 0,1 e 0,2 µM e, também, foi aplicada solução nutritiva (Hoagland e 

Arnon, 1950) a 40% da força iônica.  O delineamento experimental foi inteiramente 

casualizado em esquema fatorial 3x3 com cinco repetições.  

Após 30 dias de experimento, raízes foram coletadas e a massa fresca foi medida em 

balança analítica, posteriormente, as raízes foram secas em estufa a 60ºC por 72 horas e a 

massa seca foi mensurada em balança analítica. Parte das raízes ainda frescas foi coletada em 

nitrogênio líquido e armazenadas a -80 ºC até a data das análises bioquímicas, e raízes 

completas foram coletadas aos 30 dias e fixadas em F.A.A. 70% (formaldeído: ácido acético: 

etanol 70%, 0,5: 0,5: 9.0 v v
-1

), por 72 h (JOHANSEN, 1940) e armazenadas em etanol 70% 

até a análise anatômica.    

Posteriormente, 200 mg de raízes foram maceradas em solução de 1500 µL, contendo 

polivinilpolipirrolidona (PVPP) e ácido tricloroacético (TCA) 0,1%. Em seguida, foi 

centrifugada a 12000 g por 15 min, a 4ºC; o sobrenadante foi coletado e mantido a -20º C até 

a data das análises.  

Para a quantificação do H2O2, foram retirados 45 µL do sobrenadante e adicionados a 

45 µL de tampão fosfato de potássio 10 mM, pH 7, 90 µL iodeto de potássio 1 M. Uma curva 

padrão de peróxido de hidrogênio foi preparada com uma solução 250 µM de H2O2. As 

amostras foram avaliadas em duplicata em espectrofotômetro a 390 nm (VELIKOVA et al., 

2000).  

Para a quantificação do malondialdeído (MDA), 125 µL do sobrenadante foram 

adicionadas a 250 µL de solução de ácido tiobarbitúrico 0,5% e ácido tricloroacético 10% a 
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95º C por 30 min. As amostras foram colocadas em placa em duplicata e a reação paralisada 

por esfriamento rápido e realizada a leitura em espectrofotômetro a 535 e 600 nm (BUEGE e 

AUST, 1978).  

Para a extração CAT, APX e SOD, 200 mg de raízes foram macerados em nitrogênio 

líquido e PVPP, o material foi adicionado a 1.500 µL de tampão de extração: fosfato de 

potássio 400 mM, pH 7.8 (375 µL); EDTA 10 mM (15 µL); ácido ascórbico 200 mM (75 µL), 

água destilada (1.035 µL). A solução foi centrifugada a 13.000 g por 10 min e 4º C, 

coletando-se o sobrenadante que foi armazenado a -20º C (BIEMEL et al., 1998). 

A atividade da CAT foi avaliada, utilizando-se tampão fosfato de potássio 200 mM, 

pH 7.0 (90 µL), água destilada (72 µL) e H2O2 250 mM (9 µL), por reação. Foram pipetados 

6 µL da amostra, em triplicata, e a absorbância foi avaliada em espectrofotômetro a 240 nm 

de 15 em 15 segundos durante 3 min (HAVIR E MCHALE, 1987).  

A atividade da APX foi avaliada, utilizando-se tampão fosfato de potássio 200 mM, 

pH 7.0 (90 µL), ácido ascórbico 10 mM (9 µL), água destilada (63 µL) e peróxido de 

hidrogênio 2 mM (9 µL). Foram pipetados 6 µL da amostra e avaliada em espectrofotômetro 

a 290 nm de 15 em 15 segundos por três minutos (NAKANO e ASADA, 1981). 

A atividade da SOD foi avaliada, utilizando-se tampão fosfato de potássio 100 mM, 

pH 7.8 (100 µL); metionina 70 mM (40 µL); EDTA 10 µM (3 µL); água destilada (30 µL); 

NBT 1 mM (15 µL) e riboflavina 0,2 mM (2 µL). Foram adicionados 6 µL da amostra, em 

triplicata, logo depois, as amostras foram iluminadas durante 7 min, e a absorbância avaliada 

em espectrofotômetro a 560 nm (GIANNOPOLITIS e RIES, 1977).  

Para as análises anatômicas, cortes transversais da região pilífera das raízes (10 cm 

distante do ápice) foram realizados manualmente. Os cortes foram clarificados em hipoclorito 

de sódio 50% (v v
-1

), lavados em água destilada, durante 10 minutos e corados em safrablau 

(1% de safranina e 0,1% de azul de astra na proporção de 3:7), sendo confeccionadas lâminas 

semipermanentes em glicerol 50% (KRAUS E ARDIUM, 1997). 

Foi confeccionada uma lâmina por repetição, na qual nove campos de nove seções 

diferentes foram analisados. Imagens foram obtidas em microscópio Olympus CX31 

(Olympus, Tokyo, Japão) e analisados no programa de imagens ImageTool, versão 3.0 

(UTHSCSA, San Antonio, EUA). Os parâmetros avaliados foram: espessura da epiderme, 

espessura do córtex, proporção do córtex, espessura da endoderme, diâmetro de vasos de 

xilema e proporção do cilindro vascular e proporção de aerênquima radicular. 

A média foi calculada para cada repetição, quando os dados foram obtidos por 

duplicada, triplicata ou para os diferentes campos avaliados para os dados anatômicos. Os 
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dados foram submetidos à análise de variância, e as médias foram avaliadas pelo teste de 

Scott-Knott a 0,05 ou regressão, utilizando-se o software Sisvar 5.3 (FERREIRA, 2011). 
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3 RESULTADOS 

Não houve interação para a massa seca radicular entre os fatores avaliados (p>0.05), 

sendo que o Cd e o NO promoveram redução na massa seca radicular do milho (Fig. 1A e B). 

Para a massa fresca, ocorreu interação entre Cd e NO. Na concentração de 0.05 µM de NO, 

não houve efeito do Cd na massa fresca, contudo, nas maiores concentrações de NO, maiores 

concentrações de Cd reduziram esse parâmetro nas raízes de milho (Fig. 1C).  Além disso, nas 

concentrações de 0 e 10 µM de Cd, maiores concentrações de NO não afetaram a massa 

fresca radicular, mas, na concentração de 50 µM de Cd, maiores concentrações de NO 

reduziram esse parâmetro nas raízes do milho (Fig. 1C). 

 

Figura 1 - Biometria das raízes de milho submetidas a diferentes concentrações de Cd (A), 

óxido nítrico (B) e a interação desses fatores (C).  

Nota: As médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott para p≤0,05 

(A e B). As médias seguidas de mesma letra maiúscula (Cd) e minúscula (NO) não diferem entre si 

pelo teste de Scott-Knott para p≤0,05 (C). Barras: o erro padrão. 

 

Não houve interação das concentrações de Cd e NO para o conteúdo de H2O2 ou 

MDA (p≥0.22).  O Cd não promoveu modificações significativas no conteúdo de H2O2 (Fig. 

2A), contudo maiores concentrações de NO reduziram gradualmente esse parâmetro (Fig. 

2B). O Cd aumentou o conteúdo de MDA proporcionalmente à concentração do metal (Fig. 
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2C) enquanto o NO não teve efeito significativo nesse parâmetro nas raízes de milho (Fig. 

2D).  

 

Figura 2 - Indicadores de estresse oxidativo em raízes de milho saracura submetidas a 

diferentes concentrações de Cd (A, C) e óxido nítrico (B, D).  

Nota: As médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott para p≤0,05. 

Barras: o erro padrão. 

 

Não houve interação entre as concentrações de Cd e NO, para a atividade da APX e 

SOD (p≥0,59), mas houve interação para a atividade da CAT (p<0.0001). O Cd e NO não 

promoveram modificações significativas na atividade da APX (Fig. 3A e B). O Cd também 

não modificou significativamente a atividade da SOD (Fig. 3C), mas o NO promoveu uma 

redução na atividade dessa enzima proporcional à concentração do composto (Fig. 3D). Além 

disso, o Cd não promoveu modificações significativas na atividade da CAT, nas 

concentrações de 0.05 e 0.1 µM de NO, mas aumentou a atividade da enzima na concentração 

de 0,02 µM de NO (Fig. 3E). Nas concentrações de 0 e 10 µM de Cd, o aumento das 

concentrações de NO não promoveu modificações significativas na atividade da CAT, mas 

sob 50 µM de Cd, 0.02 µM de NO aumentou a atividade da enzima (Fig. 3E).  
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Figura 3 -  Atividade de enzimas do sistema antioxidante em raízes de milho saracura 

submetidas a diferentes concentrações de Cd (A e C) e óxido nítrico (B e D) e a 

interação desses fatores (E). 

 

 
Nota: As médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott para p≤0,05 

(A, B, C e D). As médias seguidas de mesma letra maiúscula (Cd) e minúscula (NO) não diferem entre 

si pelo teste de Scott-Knott para p≤0,05 (E). Barras: o erro padrão. 

 

Todas as variáveis anatômicas apresentaram interação entre Cd e NO. Na 

concentração de 0,05 NO, o Cd promoveu um aumento na área de aerênquima em relação ao 

tratamento sem esse metal (Fig. 4A). A concentração de 10 µM de Cd aumentou a área de 

aerênquima, na concentração de 0,1 µM de NO, mas 50 µM de Cd reduziu esse parâmetro 

para valores semelhantes aos encontrados em 0 µM de Cd (Fig. 4A). É interessante notar que, 

na ausência de Cd, maiores concentrações de NO aumentaram a área de aerênquima, mas, na 

presença de Cd, o 0,2 µM de NO reduziu a área de aerênquima (Fig. 4A). Maiores 
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concentrações de Cd também aumentaram a proporção de aerênquima nas menores 

concentrações NO (0,05 e 0,1), contudo 0,2 µM de NO impediram o aumento na proporção de 

aerênquima promovido pelo Cd (Fig. 4B). O aumento no NO aumentou a proporção de 

aerênquima, na ausência de Cd, porém, na presença de 10 µM de Cd, apenas a concentração 

de 0,1 µM de NO aumentou a proporção de aerênquima, enquanto sob 50 µM de Cd o NO 

não teve efeito nesse parâmetro (Fig. 4B). 

 

Figura 4 - Modificações no aerênquima cortical em raízes de milho submetidas a diferentes 

concentrações de Cd e óxido nítrico.  

 

Nota: As médias seguidas de mesma letra maiúscula (Cd) e minúscula (NO) não diferem entre si pelo 

teste de Scott-Knott para p≤0,05 (E). Barras: o erro padrão. 
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Figura 5 - Modificações no aerênquima cortical em raízes de milho saracura submetidas a 

diferentes concentrações de Cd e óxido nítrico.  0 Cd (A, B, C); 10 µM Cd (D, E, 

F); 50 µM Cd (G, H, I) e 0,05 µM NO (A, D, G); 0,1 µM NO (B, E, H); 0,2 µM 

NO (C, F, I). 

 
 

Nota: As barras indicam o erro padrão. A barra corresponde a 100 µm. 

 

O Cd aumentou a espessura da epiderme, nas menores concentrações de NO, todavia, 

sob 0,2 µM de NO, o Cd reduziu esse parâmetro nas raízes de milho (Fig. 6A). Maiores 

concentrações de NO aumentaram a espessura da epiderme, na ausência de Cd, enquanto 

promoveram oscilações na presença do metal, mas com valores semelhantes ao controle (Fig. 

6A). Maiores concentrações de Cd aumentaram a espessura e proporção do córtex, nas 

menores concentrações de NO, entretanto, sob 0,2 µM de NO, o metal não teve efeito 

significativo (Fig. 6B e C). Sob 0,05 µM de NO, o aumento do Cd não modificou 

significativamente a espessura do córtex, mas o metal reduziu este parâmetro nas maiores 

concentrações de NO (Fig. 6B e C). A concentração de 50 µM de Cd aumentou a espessura da 

endoderme, nas raízes de milho nas menores concentrações de NO, contudo, sob 0,02 µM de 

NO, não houve efeito significativo do Cd (Fig. 6D). Na ausência de Cd, as maiores 

concentrações de NO aumentaram a espessura da endoderme, contudo, na presença do metal, 
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maiores concentrações de NO reduziram esse parâmetro (Fig. 6D). O Cd aumentou o 

diâmetro dos vasos de xilema, nas menores concentrações de NO, mas reduziu esse parâmetro 

na concentração de 0,2 µM de NO (Fig. 6E). O NO não modificou o diâmetro de vasos do 

xilema na ausência de Cd, mas 0,2 µM de NO reduziram esse parâmetro sob 10 µM do metal 

e 0,1 µM de NO aumentou essa variável sob 50 µM de Cd (Fig. 6E). O Cd não promoveu 

modificações, na proporção do cilindro vascular na menor concentração de NO, mas reduziu 

esse parâmetro nas maiores concentrações (Fig. 6F). O NO promoveu um aumento seguido de 

redução na proporção do cilindro vascular, nas concentrações de 0 e 50 µM de Cd, mas não 

teve efeito na concentração de 10 µM do metal (Fig. 6F). 

 

Figura 6 -  Modificações anatômicas em raízes de milho submetidas a diferentes 

concentrações de Cd e óxido nítrico. 

 
Nota: As médias seguidas de mesma letra maiúscula (Cd) e minúscula (NO) não diferem entre si pelo 

teste de Scott-Knott para p≤0,05 (E). Barras: o erro padrão. 
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4 DISCUSSÃO 

A redução da massa fresca e massa seca do sistema radicular de plantas de milho 

saracura pode-se considerar como um indicador do estresse oxidativo causado pela presença 

de altas concentrações de Cd e NO.  Segundo Willinghoefer et al. (2020), o Cd prejudica a 

estrutura celular e o metabolismo das plantas, provocando problemas no crescimento e 

desenvolvimento do sistema radicular e da parte aérea da planta. Contudo o Cd é alocado, em 

maiores concentrações no sistema radicular, reduzindo a quantidade desse poluente que é 

transportado para as folhas (RODRÍGUEZ-SERRANO et al., 2009).  A toxicidade do Cd 

afeta a produção de biomassa tanto radicular e da parte aérea das plantas, limitando seu 

crescimento e desenvolvimento (BOFFE et al., 2017). Portanto a redução do crescimento 

radicular pela adição de Cd é uma resposta esperada no milho, porém o NO promoveu efeito 

semelhante na massa seca quando em altas concentrações. 

 É importante ressaltar que o NO, na concentração de 0,05 µM, inibiu a toxicidade do 

Cd na massa fresca radicular do milho. Dessa forma, baixas concentrações de NO 

demonstram exercer proteção aos efeitos do Cd, enquanto altas concentrações de NO podem 

atuar como agente estressante para as raízes de milho. A redução de crescimento promovida 

pelo NO pode estar relacionada à menor formação de aerênquima radicular, nas plantas de 

milho, o que promove estresse por hipóxia. Conforme Kotapati et al. (2017), a utilização do 

nitroprussiato de sódio, como doador de NO, inibiu a toxicidade do níquel e aumentou a 

proporção de massa fresca e seca nas raízes e brotos de milheto. Estudos feitos com arroz, 

Singh et al. (2017) e trigo, Tian e Lei. (2006), têm demonstrado que baixas concentrações de 

NO estimulam o crescimento e o aumento de biomassa radicular por reduzir a produção de 

EROs. Segundo Dusse et al. (2003), as altas concentrações de NO geram toxicidade nas 

plantas. Dessa forma, a literatura corrobora os resultados obtidos, para o presente experimento 

com o milho, mostrando que, em baixas concentrações, o NO pode reduzir a toxicidade do Cd 

para a raiz, mas também causa estresse em altas concentrações. 

O Cd não aumentou significativamente o conteúdo de H2O2 nas raízes de milho, no 

entanto esse resultado é interessante e está relacionado com outras das características 

avaliadas. O estresse oxidativo é causado por diferentes EROs, como o superóxido (O2·
-
) e 

não apenas pelo H2O2. O O2·
-
 é considerado como uma das principais EROs produzidas 

indiretamente pelo Cd (GUPTA et al., 2016). O Cd gera radicais livres de forma indireta, pela 

ligação de resíduos sulfridrílicos, produzindo indiretamente espécies reativas de oxigênio 

(WAALKES 2003).  As EROs inibem enzimas e causam danos a membranas, prejudicando a 
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cadeia respiratória e o crescimento (GUPTA et al., 2016; SANDALIO et al., 2012). O Cd 

certamente promoveu estresse oxidativo nas raízes de milho, pois o MDA aumentou 

significantemente e esse composto está relacionado com a destruição das membranas 

celulares pelo estresse oxidativo e houve significativa redução de crescimento do órgão. 

Segundo Gutiérrez-Martínez et al. (2020), o Cd aumenta os níveis de MDA e H2O2, em 

plantas de feijão, em função do estresse oxidativo. No caso das raízes de milho, a ausência 

efeito do Cd, no acúmulo de H2O2, pode estar relacionado com a presença de NO em todos os 

tratamentos.   

O NO reduziu o conteúdo de H2O2 nas raízes de milho e não promoveu acúmulo de 

MDA. É importante destacar que o NO reduz o estresse oxidativo por diminuir o conteúdo de 

H2O2 nas raízes de milho, indicando que o aumento nos níveis de MDA promovido pelo Cd 

tem relação com outras EROs. Segundo Gadelha et al. (2017), em Jatropha curcas, o NO 

também reduz o conteúdo de H2O2. O NO pode reduzir a produção de EROs induzidas por 

metais pesados de duas maneiras: primeira, por ser um radical livre, o NO pode neutralizar as 

EROs reagindo com elas; a segunda forma é realizando uma sinalização que estimula o 

sistema antioxidante (SINGH et al., 2017). No caso das raízes de milho, o NO parece ter 

agido diretamente na redução de H2O2 por estimular a atividade da CAT que reduz essa 

substância.   

A atividade da APX não foi alterada pelo Cd ou NO e a SOD não foi modificada pelo 

Cd.  O NO, contudo reduziu a atividade da SOD o que pode ter tido efeito também na redução 

do conteúdo de H2O2. A ausência de efeito do Cd na SOD foi também observada em rabanete 

(VITÓRIA et al., 2001), girassol (LASPINA et al., 2005), café (GOMES-JUNIOR et al., 

2006), entre outras espécies. A SOD consome O2·
-
 como substrato, produzindo H2O2 (Moller 

et al. 2007), e isso indica que, como o NO reduziu a atividade da SOD, promoveu a redução 

no conteúdo de H2O2.  Além disso, o NO atuou na redução do conteúdo de H2O2 por aumentar 

a atividade da atividade da CAT, que consome H2O2 como substrato, produzindo água e 

oxigênio (Moller et al., 2007).  Portanto o NO gerou duas respostas que claramente reduziram 

o conteúdo de H2O2 que foram a redução da atividade da SOD e aumento na CAT. É possível 

atribuir aumento no MDA nas raízes de milho a um acúmulo de O2·
- 
ou outras EROs e não ao 

H2O2. 

É importante destacar que o desenvolvimento de aerênquima cortical, nas raízes do 

milho, demonstrou ter sido diretamente influenciada pelo conteúdo de H2O2 neste 

experimento. Neste contexto, a formação de aerênquima foi aumentada pelo Cd e reduzida 

pelo NO, mas pela influência desses compostos na produção de H2O2.  A formação de 
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aerênquima radicular, nas plantas de milho saracura, é indispensável para tolerar ambientes 

sob hipóxia (PEREIRA et al., 2008, 2010). Entende-se que a formação desse tecido é induzida 

por estresses ambientais que estimulam a produção de etileno, que regula a produção de EROs 

levando à morte celular programada (GEISLER-LEE et al., 2010; PIRES et al., 2015). O 

presente trabalho não questiona essa formação, mas acrescenta uma importante novidade que 

é o papel direto do H2O2 na formação do tecido, e metais pesados ou outros fatores, que 

geram esse composto, estimulam a formação de aerênquima radicular, enquanto moléculas 

inibidoras reduzem a formação do tecido. A formação de H2O2 pode ocorrer nas mitocôndrias, 

transferindo elétrons para o O2 e formando O2
⋅- que, posteriormente, recebe mais elétrons e é 

convertido para H2O2 ou é usado pela SOD que também gera H2O2 como produto (RAJHI and 

MHADHBI, 2019; Moller et al., 2007). O H2O2 atua como sinalizador necessário, para a 

morte celular programada induzida por etileno e é suficiente para promovê-la (STEFFENS & 

SAUTER, 2009; STEFFENS, et al., 2011; NI et al., 2019). Segundo Steffens et al., (2011), o 

H2O2 pode influenciar a morte celular programada e, consequentemente, o aerênquima 

lisígeno em caules de arroz. Segundo BASU et al. (2020), EROs e espécies reativas de 

nitrogênio podem regular a morte celular programada, facilitando a formação de aerênquima 

lisígeno em raízes de arroz. Dessa forma, a formação de aerênquima radicular nas plantas de 

milho está diretamente relacionada com a concentração de H2O2 nas raízes da planta e é 

estimulada pelo Cd e reduzida pelo NO.  

O aumento da espessura da epiderme e endoderme, na presença do Cd e NO, mostra 

plasticidade da raiz para a redução da absorção de Cd.  A epiderme pode atuar como tecido de 

acúmulo de cádmio e evitar sua alocação nos tecidos internos da raiz. Segundo Marques et al. 

(2011), o aumento na espessura da epiderme pode ampliar o papel de filtro biológico para os 

íons metálicos como o Cd. Portanto o aumento da espessura da epiderme funciona como 

barreira, para diminuir o fluxo de Cd para o interior da planta, sendo uma modificação 

benéfica às raízes de milho saracura. Segundo Li et al., (2019), quando a endoderme apresenta 

um aumento da suberina, retém mais Cd nas raízes, reduzindo o transporte desse metal. É 

importante ressaltar que maiores concentrações de NO reduziram a espessura da epiderme e 

endoderme, demonstrando um efeito antagônico à sinalização pelo Cd que estimula o 

espessamento desses tecidos. Como a espessura da epiderme tende a aumentar apenas na 

presença de maiores concentrações de NO e ausência do Cd, isso indica que o NO adota uma 

função protetora na presença de Cd, mas causa estresse, em altas concentrações, na ausência 

desse metal.  
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O córtex, além de ser a maior região na raiz, serve como uma barreira para a absorção 

de Cd, pois é um local para a alocação do metal nas células da raiz. A presença de Cd tende a 

aumentar a espessura do córtex, com o propósito de ter maior distância ao movimento de íons 

pela raiz, reduzindo a absorção de poluentes, além de permitir e se alocar o Cd na raiz, 

evitando problemas na parte aérea.  Efeito semelhante foi observado em plantas sob 

contaminação por Cd (QI et al., 2020), mercúrio (WANG et al., 2015) e chumbo (RIBEIRO et 

al., 2015). O espessamento das barreiras apoplásticas está relacionado com o acúmulo de 

metais pesados no sistema radicular (SHARMA &DUBEY, 2005). Porém as maiores 

concentrações de NO atuam como inibidor do estresse causado pelo Cd e, consequentemente, 

reduziu as espessuras das barreiras apoplásticas, podendo favorecer a absorção de Cd. A 

redução da proporção do córtex pode beneficiar no aumento do fluxo de água e nutrientes, 

tornando-o mais funcional (CORRÊA et a., 2017), contudo isso facilita a absorção de Cd. 

Estudos demostram que o NO pode reduzir a toxicidade por Cd, além de incrementar a 

tolerância das plantas a esse metal (RODRÍGUEZ-GONZÁLES et al., 2020; ROMERO-

PUERTAS et al., 2019). Nas concentrações menores de Cd, o NO estimulou o aumento da 

proporção e espessura do córtex, com o objetivo de diminuir a absorção e transporte de 

grandes quantidades de Cd.  Segundo Qi et al. (2020) observaram, em plantas de arroz, ocorre 

maior acúmulo de Cd nas barreiras apoplásticas radiculares. Percebe-se que, em função do 

NO possuir um efeito antagônico ao Cd, as respostas radiculares que, normalmente, evitariam 

a absorção do poluente (aumento da espessura do córtex, epiderme e endoderme) são 

revertidos pelo NO, permitindo maior entrada de Cd nas plantas em altas concentrações de 

NO. Dessa forma, parte da redução de crescimento radicular, promovido por maiores 

concentrações de NO, também, decorre desse efeito, que pode ser evitado, aplicando-se 

menores concentrações dessa molécula.   

A função das barreiras apoplásticas é bloquear o transporte radial de água e de solutos, 

reduzindo assim a translocação de íons dissolvidos ao xilema e, posteriormente, seu transporte 

para a parte aérea da planta (KRESZIES et al., 2018; QI et al., 2020). Embora maiores 

concentrações de Cd aumentam a proporção do córtex, que significa que a raiz apresenta uma 

estrutura mais fina com um córtex maior, esse aumento do córtex serve como uma estratégia 

de defesa, para reduzir o fluxo de Cd ao interior das plantas de milho saracura. No entanto 

maiores concentrações de NO diminuíram a proporção do córtex. O NO desenvolveu um 

papel antagônico na presença do Cd, no qual funcionou como um agente inibidor dos efeitos 

do Cd deixando mais susceptíveis as raízes de milho saracura. Pesquisas têm relatado a 

função do NO como agente protetor e inibidor dos danos da toxicidade do Cd e outros metais 
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altamente contaminantes (RODRÍGUEZ-GONZÁLEZ et al., 2020).  É importante a regulação 

dos níveis de NO exógeno, já que, dependendo da quantidade moderada ou em excesso, pode 

reagir como molécula sinalizadora ou molécula estressora nas plantas de milho saracura. Em 

nossos resultados da endoderme, à medida que aumentavam as concentrações de Cd, em 

função a menores concentrações de NO, a espessura desse tecido aumentava com o propósito 

de evitar o passo do Cd ao cilindro vascular e protegendo, assim, contra a toxicidade do Cd.  

Resultados similares foram relatados por Qi et al., (2020), em plantas de arroz, em que 

observaram um aumento da endoderme e barreiras apoplásticas sub estresse de Cd. No 

entanto esse aumento da espessura da endoderme exerce uma função importante à retenção do 

Cd na raiz, diminuindo o transporte desse metal para os órgãos aéreos da planta (KRESZIES 

et al., 2018; QI et al., 2020), além disso, esse tecido pode apresentar espessamento em 

condições de estresse (PEREIRA et al., 2008). Essas modificações da espessura nas barreiras 

apoplásticas são adaptações importantes para a tolerância das plantas a fatores de estresse 

(MARQUES et al., 2011).  

Em maiores concentrações de Cd e NO, a endoderme não apresenta aumento da 

espessura, o que facilita maior transporte de Cd para os tecidos de condução, como é o 

xilema, que, por sua vez, aumentou os níveis de estresse tóxico na planta, afetando o 

crescimento e desenvolvimento radicular nas plantas de milho saracura. Caso contrário é 

relatado por Qi et al., (2020), no estudo de plantas de arroz sob estresse de Cd, em que a 

endoderme causa um aumento de lignina e suberina, embora a presença de uma endoderme 

mais lignificada e suberizada é para evitar a entrada do Cd, ao cilindro vascular, o qual não 

pode ser transportado à parte aérea pelos tecidos de condução (KRESZIES et al., 2018). 

Todavia a presença do óxido nítrico, como único fator nas plantas de milho saracura, sem a 

presença de Cd, atua como fator estressante que aumenta a espessura das barreiras 

apoplásticas. Tem-se demonstrado que o NO em excesso pode causar toxicidade em plantas 

(RODRÍGUEZ-GONZÁLEZ et al., 2020), no entanto o aumento das barreiras apoplásticas 

pode estar relacionado ao acúmulo de metais pesados (RIBEIRO et al., 2015). Maiores 

concentrações de NO, na presença de Cd, a espessura da endoderme tende a reduzir, 

entretanto, na redução das barreiras apoplásticas, há menos tecidos radiculares em que o Cd 

pode alocar, o que, provavelmente, permitiu maior absorção e maior fluxo de Cd, para a parte 

aérea da planta e, consequentemente, afetou no crescimento radicular em plantas de milho 

saracura.    

A presença de Cd, na função de NO, o diâmetro de vasos de xilema aumentou, o que 

permite um maior fluxo de transporte de Cd para a parte aérea da planta, segundo Gomes et 
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al., (2011), em estudos de brachiaria, no acúmulo de metais pesados. Os elementos traqueais 

do xilema e parênquima cortical radicular apresentam paredes celulares mais grossas com a 

finalidade de ligar metais pesados na parede celular, como uma ação de proteção. Contudo 

menores concentrações de NO podem-se considerar suficientes, para inibir algum estímulo do 

Cd, nas plantas de milho saracura. De fato, a redução das barreiras apoplásticas permitiria 

maior translocação do Cd no cilindro vascular para a parte aérea das plantas de milho 

saracura. Esse tecido é considerado um importante transportador e controlador do 

carregamento na translocação de Cd, também, é considerado um fator determinante da 

variação no acúmulo de Cd nas plantas (HUANG et al., 2020). Estudos recentes feitos por Qi 

et al., (2020) relatam que menor diâmetro de xilema e barreiras apoplásticas mais suberizadas 

e lignificadas diminuem o fluxo do xilema e menos Cd é transferido para as partes aéreas em 

plantas de arroz. O óxido nítrico, em maiores concentrações, estimula uma queda no diâmetro 

de vasos de xilemas, em função das maiores concentrações de Cd, o que mostra como o NO 

está funcionando como uma molécula inibidora de estresse, causado pelo Cd, nas raízes de 

milho saracura, mas a redução do diâmetro de vasos de xilema permite controlar o fluxo de 

água para a parte superior da planta. Hacke & Sperry (2001) atribuem essa resposta como 

uma forma de evitar a cavitação, que diminui os espaços propícios para a formação de bolhas 

de ar.  

A proporção do cilindro vascular foi reduzida a maiores concentrações de Cd, em 

função do NO, no qual a redução do cilindro vascular pode afetar a capacidade de transporte 

hídrico da raiz, contudo o mesmo comportamento da redução do cilindro vascular observou-se 

em plantas de Schinus molle sob estresse de Cd (BARONI et al., 2020), embora apenas doses 

maiores de NO também reduzem a proporção do cilindro vascular, possivelmente, com a 

finalidade de reduzir o transporte desse metal para parte aérea da planta. Segundo LI et al., 

(2020), o cilindro vascular pode ter maior capacidade de armazenamento tanto para acumular, 

quanto isolar Cd, além disso, é uns dos tecidos mais importantes responsáveis pela tolerância 

ao Cd nas raízes. Nas concentrações de NO, em função do Cd, o óxido nítrico desenvolve um 

papel como uma molécula antagônica na presença do Cd, no qual reage como molécula 

sinalizadora, fingindo que não há estresse na planta, evitando, assim, a diminuição do cilindro 

vascular, dessa forma, a participação antagônica do NO evita a absorção de Cd e a produção 

de ROS, entre elas, o H2O2. 
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5 CONCLUSÕES 

O cádmio aumenta a produção de aerênquima cortical radicular, em plantas de milho 

saracura, mas essa função pode ser inibida pela ação do óxido nítrico. 

O peróxido de hidrogênio está diretamente ligado à formação de aerênquima, embora 

maiores concentrações de H2O2 sejam necessárias para desenvolver a formação de 

aerênquima cortical radicular em plantas de milho saracura. 

O óxido nítrico reduz a produção de H2O2, porém, ainda, reduz o desenvolvimento na 

produção de aerênquima cortical radicular em plantas de milho saracura. No entanto 

desenvolve um papel como molécula antagônica ao Cd, diminuindo a concentração de H2O2, 

por meio da redução da atividade da SOD e pelo aumento da CAT em plantas de milho 

saracura.  

O óxido nítrico, além ter uma função como molécula sinalizadora, desenvolve a 

função como molécula estressora quando tem a presença de Cd em plantas de milho saracura.  

Reduz as barreiras apoplásticas e células do sistema radicular destinadas à alocação de metais 

pesados, podendo deixar a raiz mais susceptível a esses fatores estressantes como é o cádmio. 
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RESUMO 

  

O cádmio (Cd) é um metal pesado altamente tóxico para plantas e animais e pode se acumular 

no ambiente em função de atividades industriais e agrícolas com alguns tipos de adubação 

fosfatada. Este trabalho teve como objetivo avaliar o papel do óxido nítrico (NO) na 

atenuação do estresse por Cd em plantas de milho saracura.  Plantas de milho foram mantidas, 

em solo saturado com solução nutritiva a 40% da força iônica, em casa de vegetação e foram 

aplicadas diferentes concentrações de nitrato de cádmio Cd(NO3)2, sendo: 0; 10 e 50 µM e 

nitroprussiato de sódio Na2[Fe (CN)5NO].2H2O, como doador de óxido nítrico (NO) nas 

concentrações de 0,05, 0,1 e 0,2 µM.  Foram realizadas análises de crescimento, trocas 

gasosas foliares e anatomia das folhas. O delineamento experimental foi inteiramente 

casualizado em esquema fatorial 3x3 com cinco repetições. Os dados foram submetidos à 

análise de variância e ao teste de Scott-Knott para p< 0,05. As maiores concentrações de Cd e 

NO reduziram a massa seca total, massa seca da folha e do caule, mas aumentaram a alocação 

de biomassa para as raízes, reduziram a alocação para o caule, mas mantiveram esse 

parâmetro para as folhas. A aplicação de Cd e NO promoveram aumento das trocas gasosas e 

da área foliar, além do aumento na espessura dos tecidos foliares e da densidade estomática. A 

presença do NO, em baixas concentrações, atenuou a toxicidade do Cd, mas, em altas 

concentrações, esse composto pode gerar efeitos negativos ou toxicidade nas plantas de milho 

saracura. 

 

 Palavras-chave: Anatomia foliar. Metal pesado. Nitroprussiato de sódio. Zea mays L. 
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ABSTRACT 

 

Cadmium (Cd) is a heavy metal highly toxic to plants and animals and can accumulate in the 

environment due to industrial and agricultural activities with some types of phosphate 

fertilizer. This work aimed to evaluate the role of nitric oxide (NO) in the attenuation of Cd 

stress in saracura corn plants. Corn plants were kept in soil saturated with nutrient solution at 

40% of ionic strength in a greenhouse and different concentrations of cadmium nitrate Cd 

(NO3) 2 were applied, being: 0; 10 and 50 µM, and sodium nitroprusside Na2[Fe (CN) 5NO] 

.2H2O as donor of nitric oxide (NO) in concentrations of 0.05, 0.1 and 0.2 µM. Growth 

analysis, leaf gas exchange and leaf anatomy were performed. The experimental design was 

completely randomized in a 3x3 factorial scheme with five replications. The data were 

subjected to analysis of variance and the Scott-Knott test for p <0.05. The highest 

concentrations of Cd and NO reduced the total dry mass, dry mass of the leaf and stem, but 

increased the allocation of biomass to the roots, reduced the allocation to the stem, but 

maintained this parameter for the leaves. The application of Cd and NO promoted an increase 

in gas exchange and leaf area, in addition to an increase in leaf tissue thickness and stomatal 

density. The presence of NO in low concentrations attenuated the toxicity of Cd, but in high 

concentrations, this compound can generate negative effects or toxicity in the saracura corn 

plants. 

 

 

Keywords: Leaf anatomy. Heavy metal. Sodium nitroprusside. Zea mays L. 
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1 INTRODUÇÃO 

Regiões tropicais e subtropicais apresentam uma baixa concentração de fósforo no 

solo, o que é considerado como uns dos fatores limitantes para o desenvolvimento e produção 

das plantas (SOUSA et al., 2012). No entanto aplicações sucessivas de fertilizantes fosfatados 

aumentam as quantidades de Cd nos solos e plantas, causando impactos pela alta toxicidade 

desse metal (BIZARRO et al., 2008; RAVEN & LOEPPERT, 1997). Segundo Bizarro (2008), 

os fertilizantes fosfatados contêm Cd, em concentrações variáveis, que dependerão da rocha 

fosfática da qual foram produzidos. O Cd é um metal tóxico altamente solúvel em água que se 

acumula facilmente na cadeia trófica (ZHAO et al., 2013), sendo considerado como o terceiro 

maior contaminante ambiental quanto à toxicidade, ficando atrás apenas do Hg e Pb 

(ISMAEL et al., 2018). A contaminação do ambiente pelo Cd é constante, em razão dos 

processos litogênicos e antropogênicos (NEVES et al., 2016).  

O Cd não é um elemento essencial para as plantas, é altamente tóxico, mesmo em 

baixas concentrações, podendo causar grandes danos aos organismos (SHAID et al., 2017).  

No entanto a toxicidade do Cd inibe processos fisiológicos e promove problemas no 

desenvolvimento e morfologia das plantas (ZHAO et al., 2013). Embora os nutrientes sejam 

absorvidos pelas membranas, esse sistema de captação de elementos não é seletivo (MARIA 

et al., 2011), absorvendo também poluentes como o Cd. Os elementos são absorvidos pelas 

raízes, e a endoderme atua como o primeiro filtro, retendo os poluentes nas raízes 

(RODRIGUEZ et al., 2020), contudo, quando os poluentes chegam ao cilindro vascular, são 

transportados via xilema até chegar às folhas (SOARES et al., 2001). A toxicidade do Cd nas 

plantas é evidente, reduzindo a fotossíntese e a espessura dos tecidos fotossintéticos 

(SOARES et al., 2001; Pereira et al., 2016), pode ocorrer ainda diminuição da transpiração; 

aumento da taxa respiratória e clorose foliar (VECCHIA et al., 2005); redução no crescimento 

e desequilíbrio nutricional (HERNÁNDEZ-BARANDA et al., 2019); inativação de atividades 

enzimáticas e acúmulo excessivo de espécies reativas de oxigênio (CLEMENS et al., 2013), 

entre outros danos.  

Estudos demonstraram que a aplicação exógena de óxido nítrico reduz a toxicidade de 

metais pesados em plantas, promovendo a eliminação direta de espécies reativas de oxigênio 

ou ativando enzimas do sistema antioxidante (JELONEK-ARASIMOWICZ et al., 2011; 

ZHAO et al., 2013). O NO é uma molécula sinalizadora gasosa multifuncional de grande 

importância para as plantas, desempenhando um papel fundamental na mediação de uma 

ampla gama de processos fisiológicos e respostas a estresses bióticos e abióticos (JELONEK-
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ARASIMOWICZ et al., 2011; ZHAO et al., 2013). Pesquisas associam o NO com a redução 

da toxicidade de metais pesados em plantas. Neste sentido, o NO reduz a toxicidade do Cd em 

Typha angustifolia (ROMERO-PUERTAS et al., 2019), Oriza sativa (XIONG et al., 2009), 

Helianthus annuus (LASPINA, et al., 2005), Glycine max e Zea mays (FERREIRA et al., 

2010; SUN et al., 2007). O NO pode ser gerado de forma endógena e atua na sinalização em 

uma serie de respostas fisiológicas nas plantas (HANCOCK, 2020). A aplicação de NO 

exógeno ocorre pelos doadores de NO, em que o mais comumente utilizado é o nitroprussiato 

de sódio SNP (YAMAMOTO & BING, 2000; DUARTE et al., 2020). As respostas ao NO 

aplicado exogenamente é determinada, em grande parte, pela concentração e o tempo de 

exposição ao NO produzido, que são variáveis nos diferentes doadores (EDERLI et al., 2009). 

A aplicação exógena de NO estimula o sistema antioxidante, enquanto a produção endógena 

está relacionada com a regulação da síntese de enzimas, hormônios e fatores de transcrição 

(RODRÍGUEZ-GONZÁLEZ et al., 2020). 

A adubação fosfatada é intensamente utilizada para o cultivo de milho que pode 

promover aumento dos níveis de Cd nos solos. Sendo o milho sensível aos efeitos do Cd com 

intensa redução de crescimento e produtividade (ANJUM et al., 2015), é muito importante 

conhecer o efeito de possíveis atenuantes para o estresse. A hipótese deste trabalho é de que a 

adição de NO exógeno irá promover a atenuação do estresse por Cd em milho por promover 

modificações favoráveis às trocas gasosas e anatomia foliar, favorecendo o crescimento das 

plantas. Portanto o presente trabalho teve como objetivo avaliar as modificações na anatomia 

e trocas gasosas foliares, em plantas de milho saracura, submetidas ao Cd sob diferentes 

concentrações de óxido nítrico. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS  

A execução do experimento foi em casa de vegetação do departamento de Biologia da 

Universidade Federal de Lavras, Lavras – Minas Gerais, Brasil (21°14’43’’S, 45°59’59’’W). 

O material vegetal consistiu de plântulas de milho BRS4154. O genótipo BRS4154 foi 

escolhido por ser tolerante ao alagamento (PEREIRA et al., 2008; PEREIRA et al., 2010) e os 

experimentos deste trabalho serem planejados, para utilizar solução nutritiva, saturando o 

substrato, para permitir melhor difusão e absorção do NO pelas raízes do milho.  As sementes 

foram fornecidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA MILHO-

SORGO) de Sete Lagoas, Minas Gerais, Brasil. 

Foram utilizadas plântulas de milho saracura obtidas de sementes germinadas em 

bandejas contendo vermiculita como substrato. Após atingirem aproximadamente 10 cm de 

altura, as plântulas foram transferidas, para vasos plásticos preenchidos com 3 L de 

vermiculita, mantidas à capacidade de campo por 15 dias para a aclimatação das plântulas. A 

capacidade de campo da vermiculita utilizada equivale a 40% do volume do substrato, 

portanto foram utilizados 1,2 L de água por vaso. Após esse tempo, o substrato foi alagado de 

maneira permanente um centímetro acima do nível da vermiculita. Foram aplicados os 

tratamentos que se constituíram de concentrações de solução de nitrato de cádmio Cd (NO3)2, 

sendo 0, 10 e 50 µM e nitroprussiato de sódio Na2[Fe (CN)5NO].2H2O, conhecido como SNP, 

sendo doador de NO nas concentrações de 0,05, 0,1 e 0,2 µM. A reposição da água perdida 

pela evapotranspiração foi feita diariamente e a solução nutritiva (Hoagland e Arnon 1950) 

reposta semanalmente.  O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em 

esquema fatorial 3x3 com cinco repetições que se constituíram de uma planta por vaso. As 

plantas permaneceram nessas condições por 30 dias.  

Ao final do experimento, as plantas foram amostradas e separadas em folhas, caule e 

raízes. As folhas foram escaneadas, e as imagens usadas para medir a área foliar com o 

software UTHSCSA-ImageTool (The University of Texas Health Science Center, San 

Antonio, Texas, EUA). Posteriormente, as partes das plantas foram colocadas em estufa a 

60°C até massa constante e pesadas em balança analítica (AY220, Shimadzu, Japão), para se 

obter peso seco dos órgãos A alocação de biomassa foi calculada, segundo a equação: 

Alocação (%) = (DMO / DMP) * 100, em que: DMO = massa seca do órgão (folhas, caule ou 

raízes) e DMP = massa seca da planta). 

As análises das trocas gasosas foliares foram avaliadas, após 30 dias de experimento, 

utilizando o analisador de troca gasosa por infravermelho (IRGA) modelo LI-6400XT (Li-
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COR Biosciences, Lincoln, Nebraska, USA). As análises foram realizadas, no período da 

manhã, a partir das 7 h. A densidade de fluxo de fótons fotossinteticamente ativos foi fixada 

na câmara do aparelho para 1.000 µmol m
-2

s
-1

, o déficit de pressão de vapor foi 2.66 kPa, o 

fluxo da bomba foi 500 µmol s
-1

 e a temperatura do bloco foi mantida a 25 ºC. As variáveis 

avaliadas foram: taxa fotossintética, a condutância estomática e a taxa transpiratória. Foram 

avaliadas as duas primeiras folhas completamente expandidas em cada repetição. O teor de 

clorofila foi avaliado, usando um medidor de clorofila SPAD-502 (Konica-Minolta, Japão), 

calibrado de acordo as recomendações do fabricante. As folhas foram as mesmas utilizadas 

para a análise das trocas gasosas, sendo avaliadas na base, meio e ápice das folhas, e a média 

das leituras foi utilizada por folha. Em seguida, a média dos dados foi calculada para cada 

repetição. 

Para as análises anatômicas foliares, foram coletados fragmentos de aproximadamente 

10 cm, na região mediana da primeira folha, completamente desenvolvida e, logo depois, 

fixadas em F.A.A. 70 % (formaldeído: ácido acético: etanol 70%, 0,5: 0,5: 9.0 v v
-1

) por 72h 

(JOHANSEN, 1940) e armazenadas em etanol 70% até a análise posterior. Foram realizadas 

secções transversais da região mediana e paradérmicas das faces abaxial e abaxial foliares. As 

secções foram clarificadas com hipoclorito de sódio a 50% (v v
-1

), lavadas em água destilada 

por três vezes, durante 10 minutos, coradas em solução safrablau (1% de safranina e 0,1% de 

azul de Astra na proporção de 3:7), para os cortes transversais, e solução de safranina 

hidroalcoólica 1% para os cortes paradérmicos, sendo confeccionadas lâminas 

semipermanentes em glicerol 50% (v v
-1

) (KRAUS E ARDUIM, 1997). Foi confeccionada 

uma lâmina por repetição, nas quais nove campos de nove secções diferentes foram 

analisados, a média foi calculada para cada repetição.  As imagens foram obtidas em 

microscópio Trinocular Olympus CX31 (Olympus, Tokyo, Japão) e analisadas no programa 

de imagens ImageTool, versão 3.0. (University of Texas Health Science Center in San 

Antonio, San Antonio, TX, EUA). Os parâmetros avaliados nas seções transversais foram: 

área do mesofilo, espessura do mesofilo, espessura da epiderme abaxial, espessura da 

epiderme adaxial, área do feixe vascular, diâmetro dos vasos do xilema. Nas seções 

paradérmicas, foram avaliados: comprimento dos estômatos, largura dos estômatos, 

funcionalidade dos estômatos, densidade estomática, índice estomático e densidade de células 

epidérmicas. Foi calculada a funcionalidade dos estômatos em que: funcionalidade dos 

estômatos (F = diâmetro polar/diâmetro equatorial); a densidade estomática (DE = número de 

estômatos / unidade de área); índice estomático (IE% = [número de estômatos / (número de 

estômatos + número de células epidérmicas)] × 100).  
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Para as análises estatísticas, os dados foram submetidos à análise estatística no 

software Sisvar 5.3 (FERREIRA, 2011). Foi realizada análise de variância (ANAVA) e as 

médias foram avaliadas pelo teste de Scott-Knott a 0,05%. Antes da ANAVA, os dados foram 

submetidos ao teste de Shapiro-Wilk, para testar a distribuição normal dos dados e todos 

obtiveram significativa distribuição normal. 
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3 RESULTADOS  

As diferentes concentrações de cádmio e óxido nítrico não causaram mortalidade das 

plantas. Nas análises de crescimento, o total de massa seca, massa seca das folhas e massa 

seca do caule não apresentaram interação entre os tratamentos P= 0.0929; 0.5589; 0.074, 

respectivamente. A massa seca total foi reduzida de forma semelhante nas concentrações de 

10 e 50 µM de Cd, enquanto o NO promoveu uma redução desse parâmetro 

proporcionalmente à concentração do composto (Fig. 1A e B). A massa seca das folhas (Fig. 

1C e D) e do caule (Fig. 1E e F) demonstraram respostas semelhantes à massa seca total.  No 

entanto o Cd não promoveu modificações significativas na massa seca radicular (Fig. 1G) e 

apenas observou-se uma redução desse parâmetro na maior concentração de NO (Fig. 1H). 

 

Figura 1 - Crescimento de plantas de milho expostas a diferentes concentrações de Cd e NO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Nota: As médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott para p≤0,05. 

As barras indicam o erro padrão. 
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Não ocorreu interação entre as concentrações de Cd e NO, para a alocação de 

biomassa no caule, folhas ou raízes de milho ou para a área foliar (p≥0,16). O Cd ou NO não 

promoveram diferenças significativas para a alocação de biomassa nas folhas (Fig. 2A e B). 

No entanto a alocação da biomassa do caule foi reduzida, nas concentrações de 10 e 50 µM de 

Cd, enquanto o NO promoveu uma queda nesse parâmetro proporcional à concentração (Fig. 

2C e D). As maiores concentrações de Cd e NO aumentaram a alocação de biomassa para as 

raízes (Fig. 2E e F).  A área foliar do milho não foi modificada pelo Cd (Fig. 2G), contudo a 

concentração de 0,1 µM de NO promoveu as maiores médias para esse parâmetro, que foi 

reduzido na concentração de 0,2 µM de NO, mas ainda ficando acima da menor concentração 

utilizada (Fig. 2H). 

 

Figura 2 - Alocação de biomassa e área foliar em plantas de milho expostas a diferentes 

concentrações de Cd e NO.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Nota: As médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott para p≤0,05. 

As barras indicam o erro padrão. 
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A taxa fotossintética, condutância estomática, transpiração e conteúdo de clorofila não 

demonstraram efeito significativo para a interação entre Cd e NO (P≥0,061).  O Cd não 

promoveu modificações na taxa fotossintética (Fig. 3A), entretanto a maior concentração de 

NO aumentou esse parâmetro (Fig. 3B). A maior concentração de Cd (50 µM) e de NO (0,2 

µM) aumentou a condutância estomática do milho (Fig. 3C e D).   A transpiração não foi 

modificada de forma significativa pelo Cd (Fig. 3E) ou NO (Fig. 3F). O Cd (Fig. 3G) e o NO 

(Fig. 3H) não promoveram modificações significativas no conteúdo de clorofila. 

 

Figura 3 - Trocas gasosas e conteúdo de clorofila foliar em plantas de milho cultivadas sob 

diferentes concentrações de Cd e NO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Nota: As médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott para p≤0,05. 

As barras indicam o erro padrão. 
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Todas as variáveis referentes à anatomia foliar em secção transversal demostraram 

interação entre as concentrações de Cd e NO (P<0,0001).  O Cd aumentou a espessura (Fig. 

4A) e área (Fig. 4B) do mesofilo, em todas as concentrações de NO, em relação ao controle (0 

µM Cd), além disso, maiores concentrações de NO reduziram essas variáveis em todas as 

concentrações de Cd (Fig. 4 e Fig. 5). O Cd aumentou a espessura da epiderme da face 

adaxial, nas folhas do milho, exceto na concentração de 0,2 µM de NO, em que não houve 

diferenças significativas nas concentrações mais baixas de Cd e ocorreu uma redução dessa 

variável em 50 µM de Cd (Fig. 4C e Fig. 5). Exceto na ausência de Cd, o aumento da 

concentração de NO reduziu a espessura da epiderme adaxial nas folhas de milho (Fig. 4C e 

Fig. 5). A concentração de 10 de Cd aumentou a espessura da epiderme da face abaxial das 

folhas de milho, em relação aos demais tratamentos, mas a concentração mais alta de Cd não 

promoveu modificações significativas em comparação com o controle (Fig. 4D e Fig. 5). O 

aumento da concentração de NO reduziu a espessura da epiderme da face abaxial em todas as 

concentrações de Cd (Fig. 4D e Fig. 5). O Cd aumentou a área dos feixes vasculares, em 

relação ao controle, exceto pelo tratamento de 50 µM (Fig. 4E e Fig. 5). A área dos feixes 

vasculares permaneceu sem modificações significativas promovidas pelo NO na ausência de 

Cd, contudo, na concentração de 50 µM desse poluente, o aumento do NO reduziu a área dos 

feixes vasculares sob 10 µM de Cd; o aumento do NO promoveu um incremento nessa área, 

mas reduziu para valores próximos ao controle na concentração de 50 µM de Cd (Fig. 4E). O 

Cd reduziu o diâmetro dos vasos de xilema nas concentrações de 0,05 e 0,1 µM de NO, 

contudo promoveu um aumento desse parâmetro sob 10 µM de Cd e 0,1 µM de NO, 

reduzindo para valores semelhantes ao controle na concentração de 50 µM de Cd (Fig. 4F). O 

aumento da concentração de NO reduziu o diâmetro de vasos de xilema, nas folhas de milho, 

em todas as concentrações de Cd (Fig. 4F).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



82 

Figura 4 -  Modificações em características anatômicas foliares em secção transversal de 

plantas de milho saracura expostas a diferentes concentrações de Cd e óxido 

nítrico. 

 

Nota: As médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott para p≤0,05. 

As barras indicam o erro padrão. 
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Figura 5 -  Secções transversais em folhas de milho expostas a diferentes concentrações de 

Cd e óxido nítrico.  Barras= 100 µm. 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O Cd aumentou o tamanho dos estômatos da face abaxial das folhas de milho, como 

pode ser observado para o comprimento (Fig. 6A) e largura (Fig. 6B), que, de uma maneira 

geral, são maiores na presença de Cd, em comparação com o controle (0 µM de Cd). O 

comprimento e largura dos estômatos aumentou, nas maiores concentrações de NO, para 0 e 

10 µM de Cd, contudo, na maior concentração desse poluente, o aumento do NO reduziu o 

comprimento e largura dos estômatos (Fig. 6A e B). Maiores concentrações de Cd e de NO, 

de uma maneira geral, reduziram a razão largura/comprimento dos estômatos (Fig. 6C). 

Maiores concentrações de Cd aumentaram a densidade estomática da face abaxial das folhas 

de milho, o NO reduziu esse parâmetro, nas concentrações de 0 e 10 µM de Cd, mas 

promoveu um aumento dessa característica na concentração de 50 µM de Cd (Fig. 6D). O 

aumento do Cd não promoveu efeitos significativos, no índice estomático da face abaxial das 

folhas de milho, na concentração de 0,1 µM de NO, mas aumentou esse parâmetro nas 

concentrações maiores (Fig. 6E). O aumento da concentração de NO reduziu o índice 

estomático da face abaxial das folhas de milho, nas concentrações de 0 e 10 µM de Cd, mas 

aumentou esse parâmetro na maior concentração desse metal (Fig. 6E). O Cd aumentou a 
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densidade de células epidérmicas da face abaxial das folhas de milho em todas as 

concentrações de NO (Fig. 6F). O aumento da concentração de NO, contudo não teve efeito 

significativo na densidade de células epidérmicas do milho em nenhuma concentração de Cd 

(Fig. 6F). 

 

Figura 6 -  Modificações na estrutura da epiderme da face abaxial das folhas de milho 

expostas a diferentes concentrações de Cd e óxido nítrico. 

 

Nota: As médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott para p≤0,05. 

As barras indicam o erro padrão. 

 

Na face adaxial das folhas de milho, as maiores concentrações de Cd reduziram o 

tamanho dos estômatos, como pode ser observado para o comprimento (Fig. 7A) e largura 

(Fig. 7B) dessas estruturas, nas maiores concentrações de NO, contudo sob 0,1 µM de NO, os 
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estômatos aumentaram de tamanho na presença de Cd. Tanto o comprimento (Fig. 7A) quanto 

a largura (Fig. 7B) dos estômatos aumentaram com o aumento da concentração de NO na 

ausência de Cd, porém, na presença desse metal, o aumento do NO reduziu as dimensões 

estomáticas (Fig. 7A e B). A razão largura/comprimento dos estômatos demonstrou algumas 

variações com redução e um novo aumento nesse parâmetro na menor concentração de NO, 

ausência de alterações significativas sob 0,1 µM de NO e uma redução na maior concentração 

de NO e Cd (Fig. 7C). O aumento da concentração de NO reduziu a razão 

largura/comprimento dos estômatos, na face adaxial foliar do milho, nas concentrações de 0 e 

50 µM de Cd, todavia aumentou esse parâmetro na concentração de 10 µM do metal (Fig. 

7C). A densidade estomática foi reduzida pela presença de Cd nas concentrações de 0,05 e 0,2 

µM de NO, no entanto o Cd aumentou a densidade estomática na concentração de 0,1 µM de 

NO (Fig. 7D).  De uma maneira geral, o aumento da concentração de NO aumentou a 

densidade estomática em todas as concentrações de Cd (Fig. 7D). O índice estomático reduziu 

com o aumento do Cd, nas concentrações de 0,05 e 0,1 µM de NO, mas aumentou na 

presença de Cd e sob 0,1 µM de NO (Fig. 7E). O aumento da concentração de NO reduziu o 

índice estomático na ausência de Cd, mas aumentou esse parâmetro na presença do poluente 

(Fig. 7E). A densidade de células epidérmicas nas folhas do milho reduziu sob 0,05 µM de 

NO e 50 µM de Cd, aumentou com o aumento da concentração de Cd sob 0,1 µM de NO e 

não foi alterada pelo Cd sob 0,2 µM de NO (Fig. 7F).  O aumento da concentração de NO 

aumentou a densidade de células epidérmicas em todas as concentrações de Cd (Fig. 7F).  
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Figura 7 -  Modificações na epiderme da face adaxial de plantas de milho expostas a 

diferentes concentrações de Cd e óxido nítrico. 

 

Nota: As médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott para p≤0,05. 

As barras indicam o erro padrão. 
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4 DISCUSSÃO 

Tanto o Cd quanto altas concentrações de NO reduziram os parâmetros de crescimento 

do milho, demonstrando que promovem toxicidade para as plantas.  De acordo com 

Hernández-Baranda (2019), o Cd é um metal altamente tóxico mesmo em concentrações 

muito baixas. O Cd promoveu redução no crescimento das plantas e na biomassa das folhas, 

caule, raízes. A redução de crescimento, em função da exposição ao Cd, é um efeito 

comumente encontrado, em várias espécies de plantas, como tomate (HERNÁNDEZ-

BARANDA, 2019), pimenta (HUANG, et al., 2014), pinhão-manso (CHAVES & SOUZA, 

2014), milho (CUNHA et al., 2008) e feijoeiro (DOS SANTOS, et al., 2013). É importante 

ressaltar que alguns parâmetros, como a massa seca das raízes e a área foliar não foram 

prejudicados pela exposição ao Cd, nas plantas, em função de todos os tratamentos possuírem 

uma concentração mínima de NO que pode ter atenuado a toxicidade pelo Cd.  De acordo 

com Rodríguez-González (2020), a aplicação exógena de NO pode aliviar a toxicidade do Cd 

em muitas espécies vegetais. O NO pode atuar como agente protetor contra danos causados 

pela toxidade do Cd, por meio do estímulo ao sistema antioxidante (ROMERO-PUERTAS et 

al., 2019). A eficácia do NO, para aliviar a toxicidade do Cd, foi relatada para várias espécies 

vegetais, como o arroz (HSU E KAO, 2004; XIONG, et al., 2009; ZHAO, et al., 2013), grão 

de bico (KUMARI et al., 2010) e girassol (LASPINA et al., 2005). Maiores concentrações de 

NO contribuíram na queda do crescimento das plantas de milho, o que demonstra que o NO, 

em baixas concentrações, atua como inibidor do estresse pelo Cd, mas, em maiores 

concentrações, é toxico para as plantas. Rodríguez-González (2020) relatam que a aplicação 

endógena de NO deve ser estritamente controlada, pois o excesso de NO pode promover a 

toxicidade e até a morte das plantas. Os resultados deste trabalho, portanto demonstram que 

baixas concentrações de NO podem reduzir a toxicidade pelo Cd podendo possuir importantes 

aplicações no cultivo dessa espécie em locais onde o Cd está presente no solo. 

Um resultado importante foi o Cd que não promoveu modificações em parâmetros 

biométricos foliares, como a área foliar e a alocação de biomassa para as folhas, e o NO 

aumentou a área foliar, mantendo condições de realizar a fotossíntese em taxas adequadas. 

Resultados semelhantes foram observados em plantas de tabaco e pimenta para o Cd 

(ZEITOUNI et al., 2007). Neste experimento, a ausência de efeito do Cd, na área foliar, pode 

estar relacionada com a presença de NO, em todos os tratamentos, que reduziu a toxicidade 

desse metal. A manutenção dos parâmetros de crescimento e área foliar é comum em plantas 

tolerantes ao Cd (Oliveira et al., 2018; Pereira et al., 2017b). Os resultados demonstraram que 
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houve uma redução da alocação de biomassa para o caule e um aumento nesse parâmetro para 

as raízes, o que demonstra um investimento no crescimento radicular que pode estar associado 

a uma compensação à toxicidade do Cd.  Essas modificações na alocação da biomassa do 

milho, em função da aplicação de Cd e NO, podem ser consideradas como resposta de 

compensação, em decorrência da redução na biomassa total observada nessas plantas. Uma 

vez que menor quantidade de biomassa está disponível, houve uma manutenção da alocação 

para as folhas (necessárias para fotossíntese) e aumento na biomassa radicular em detrimento 

do caule do milho sob contaminação por Cd ou altas concentrações de NO.  

A presença de Cd não teve efeito significativo na área foliar, no entanto o NO 

aumentou esse parâmetro demonstrando possuir efeito positivo. O NO pode reduzir os 

sintomas da toxicidade do Cd, em plantas de arroz, impedindo a redução da biomassa do caule 

e raiz (ZHAO et al. 2013). Segundo Chen et al., (2018), os mecanismos do NO, para aliviar a 

toxicidade de Cd em plantas de azevém, estão relacionados ao aumento da concentração de 

clorofila, redução do estresse oxidativo e diminuição da translocação de Cd das raízes para as 

folhas. O NO demonstra possuir capacidade, para reduzir o estresse pelo Cd, por proteger a 

parte fotossintética das plantas de milho e possibilitar o investimento em área foliar, que 

permite uma compensação  

O aumento da taxa fotossintética, nas plantas de milho expostas ao Cd e à maior 

concentração de NO, pode estar relacionado com o aumento da espessura do mesofilo e com 

características estomáticas.  O aumento da taxa fotossintética, em plantas submetidas ao Cd, 

foi verificado em plantas tolerantes a esse metal como Eichhornia crassipes (PEREIRA et al, 

2017), Schinus molle (PEREIRA et al., 2016) e Lonicera japonica Thunb (JIA et al., 2015), 

entre outras. De acordo com Pereira et al., (2016), plantas de Schinus molle submetidas a 

baixas concentrações de Cd aumentam a área e espessura do mesofilo, possibilitando o 

aumento da taxa fotossintética. Esse aumento da taxa fotossintética, nas plantas de milho, 

apenas foi possível pela presença de NO, em todos os tratamentos com Cd, uma vez que essa 

espécie é sensível aos efeitos desse metal. Anjum et al. (2015) demonstram que o Cd é tóxico 

para o milho, promovendo estresse oxidativo e reduzindo o crescimento. Apesar de o efeito 

protetor do NO para as plantas de milho, o aumento da taxa fotossintética não foi suficiente, 

para manter o crescimento das plantas de milho que, ainda, sofreram restrições de 

crescimento. Sendo assim, percebe-se que esse aumento da taxa fotossintética pode ter 

possibilitado uma compensação, em alguns parâmetros, como a manutenção do investimento 

nas folhas de milho e o aumento do investimento no sistema radicular.  
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O efeito protetor do NO para a toxicidade do Cd é bastante relatado na literatura e está 

relacionado com a manutenção de parâmetros dos órgãos fotossintéticos. De acordo com 

Rodríguez-Gonzáles (2020), o NO tem um papel importante em aliviar a toxicidade do Cd em 

plantas. O NO tem demostrado aliviar significativamente o estresse induzido pelo Cd, em 

plantas de arroz, promovendo a manutenção do crescimento e impedindo a degradação da 

clorofila (ZHAO et al., 2013).  Laspina et al., (2005) demonstraram que o Cd reduziu o 

crescimento, a produção de biomassa e o conteúdo de clorofila nas folhas de girassol, porém, 

à medida que as plantas foram tratadas com NO, o efeito do Cd foi revertido. Além do 

espessamento do mesofilo, o aumento da condutância estomática, promovido pelo Cd e NO, 

permite maior entrada de CO2, no interior das folhas, favorecendo o aumento da taxa 

fotossintética. Segundo Pereira et al., (2016), plantas de Schinus molle que é uma espécie 

tolerante ao Cd reduzem a condutância e densidade estomáticas, em altas concentrações de 

Cd, limitando a captação de CO2 e, consequentemente, a fotossíntese dessas plantas. Os 

resultados do presente trabalho demonstram que, mesmo nas maiores concentrações de Cd, 

não ocorreram modificações na condutância estomática, o que pode ter relação com a 

presença de NO, mesmo em uma concentração mínima (0,05 µM), que promoveu um efeito 

de proteção. O NO pode atribuir tolerância ao diminuir o conteúdo de Cd solúvel nas células 

das folhas alocando na parede das células (RODRÍGUEZ-GONZÁLEZ et al., 2020; 

ROMERO-PUERTAS et al., 2019). Plantas tolerantes podem manter a condutância 

estomática, quando submetidas ao Cd (Oliveira et al., 2018), neste contexto, a presença do 

NO pode ter favorecido o milho por permitir a manutenção da condutância estomática.   

O NO estimulou um comportamento similar a espécies tolerantes ao Cd nas plantas de 

milho saracura. O NO pode reduzir a entrada do Cd em plantas quando presente em baixas 

concentrações (BESSON-BARD et al., 2009; RODRÍGUEZ-GONZÁLES et al., 2020). A 

epiderme das faces abaxial e adaxial aumentaram em espessura nas maiores concentrações de 

NO e Cd. Estudos têm demostrado que metais pesados podem induzir o espessamento das 

paredes celulares nas plantas em que esses metais podem se fixar, evitando danos para o 

metabolismo celular (JIA et al., 2020; XIONG et al., 2008). O espessamento da epiderme 

pode ter favorecido a alocação do Cd neste tecido protegendo tecidos como o parênquima 

clorofiliano que realiza a fotossíntese. Em razão do aumento da espessura do mesofilo nas 

folhas de milho, nas maiores concentrações de Cd e NO, o milho possui metabolismo 

fotossintético do tipo C4, no qual as dimensões das células do parênquima clorofiliano são tão 

importantes quanto as da bainha do feixe nas respostas fotossintéticas (KLOSS et al., 2021). 
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Portanto o aumento do tamanho das células da bainha do feixe pode ter favorecido o aumento 

da taxa fotossintética do milho nas maiores concentrações de Cd e NO.   

A redução no diâmetro de vasos de xilema, promovida pelo Cd e maiores 

concentrações de NO podem ter reduzido o transporte do metal para a parte fotossintética, 

protegendo essas plantas de efeitos mais graves da toxicidade desse metal. A redução do 

diâmetro de vasos e outros parâmetros do xilema são uma resposta comum em plantas 

submetidas ao Cd (Pereira et al,. 2016; Pereira et al., 2017b; Oliveira et al., 2018) e ocorre, 

inclusive, menor atividade do procâmbio, que origina o xilema sob efeito do Cd (Pereira et al., 

2017a). Segundo Kan et al., (2016), a utilização de nitroprussiato de sódio, como doador de 

NO, diminuiu a translocação de Cd para a parte aérea das plantas de Panax notoginseng, 

protegendo os tecidos fotossintéticos do estresse oxidativo induzido pelo Cd. Apesar desse 

efeito de proteção observado na redução do diâmetro dos vasos de xilema, que reduzem o 

transporte do metal para a parte aérea, o mesmo efeito pode ser observado para os macros e 

micronutrientes e, consequentemente, o crescimento. 

Menores concentrações de Cd e NO promoveram um aumento nos diâmetros polar e 

equatorial dos estômatos, e esse maior tamanho dos estômatos pode ter favorecido o aumento 

da condutância estomática, consequentemente, o aumento da taxa fotossintética. Segundo 

Pereira et al. (2017b) e Oliveira et al. (2018), a contaminação por Cd, em plantas de aguapé e 

taboa, consideradas tolerantes, não promove modificações significativas em características 

dos estômatos, preservando a sua capacidade de captação de CO2 e a manutenção da taxa 

fotossintética. De uma maneira geral, ocorreu um aumento dos estômatos, nas menores 

concentrações, seguidas de uma redução nas maiores concentrações. Dessa forma, parece 

haver uma compensação também no tamanho dos estômatos, evitando limitações nas trocas 

gasosas. Percebe-se que o Cd reduz a densidade estomática, em ambas as faces foliares, nas 

plantas de milho, na menor e maior concentração de NO, contudo, no tratamento contendo 

0,01 µM de NO, a adição de Cd aumentou esse parâmetro. Além disso, nos tratamentos 

contendo Cd, o aumento do NO aumentou a densidade estomática. Essas modificações 

promovidas pelo NO, aumentando a densidade estomática, podem favorecer as trocas gasosas 

e a fotossíntese das plantas de milho na presença de Cd, semelhante ao que ocorre com 

plantas tolerantes ao metal. O aumento da densidade estomática foi verificado em Schinus 

molle sob baixas concentrações de Cd o que favoreceu o fluxo de CO2 para o interior das 

folhas e a fotossíntese (Pereira et al., 2016).  Segundo Lira et al,. (2018), resultados 

semelhantes ocorreram, na espécie tolerante Panicum aquaticum sob efeito do Cd, com 

aumento da densidade estomática e favorecimento das trocas gasosas. Portanto o NO alivia o 
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estresse por Cd, em plantas de milho, também, por promover modificações foliares na 

epiderme, principalmente, pelo aumento da densidade estomática que pode favorecer as trocas 

gasosas e captação de CO2 para fotossíntese.  
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5 CONCLUSÕES 

O Cd afeta negativamente a fotossíntese e o crescimento de milho, mas a adição de o 

óxido nítrico, em baixas concentrações, diminuiu a toxicidade desse metal e promoveu o 

desenvolvimento de características semelhantes a plantas tolerantes. 

Em altas concentrações, o óxido nítrico pode promover toxicidade para as plantas de 

milho saracura. Mas a aplicação de NO, em baixas concentrações, aumenta o crescimento, a 

taxa fotossintética e melhora características anatômicas, promovendo o aumento da espessura 

dos tecidos fotossintéticos e da densidade estomática nas plantas de milho sob contaminação 

pelo Cd.  
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