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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a formacdo de aerénquima radicular e reducdo da
toxicidade pelo cAdmio em plantas de milho saracura submetidas ao dxido nitrico. Plantas de
milho Saracura foram submetidas a alagamento por 30 dias. Semanalmente, foram aplicados
solucdo de nitrato de cadmio Cd (NO3), a 0; 10puM; 50uM, e nitroprussiato de sédio Na; [Fe
(CN)sNQO].2H,0 como doador de 6xido nitrico (NO) a 0,5 uM; 0,1 uM; 0,2 uM. Foram
analisadas a biometria das raizes, indicadores de estres oxidativo peroxido de hidrogénio
H.O, e malondialdeido MDA, enzimas do sistema antioxidante catalase-hidroperoxidase
CAT, superoxido dismutase SOD, ascorbato peroxidase APX, além de analises anatémicas
radiculares, analise de crescimento, trocas gasosas e analises anatdmicas foliares. Laminas
semipermanentes com cortes transversais radiculares e regido mediana da folha, secOes
paradérmicas da folha, foram confeccionadas e submetidas aos procedimentos usuais de
microtécnica vegetal. As l[aminas foram observadas em microscépio éptico com sistema de
captura de imagens acoplado, as fotomicrografias foram analisadas no software UTHSCSA-
ImageTool. Os parametros avaliados foram: espessura da epiderme, espessura do cortex,
proporcéo do cortex, espessura da endoderme, didmetro de vasos de xilema e proporcao do
cilindro vascular, area e espessura do mesofilo, espessura da epiderme abaxial e adaxial, area
do feixe vascular, diametro dos vasos do xilema, didametro polar e equatorial dos estdmatos,
funcionalidade dos estdmatos, densidade estomaética, indice estomatico e densidade das
células estomaticas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 3x3 com cinco repeticdes. Os dados foram submetidos a anélise de variancia e ao teste
de Scott-Knott para p< 0,05. Contudo, apenas a massa fresca teve interacdo entre 0s
tratamentos. Embora os indicadores de estresse oxidativo H,O, ndo tivessem interacéo,
observou-se uma queda gradual em maiores concentracbes de NO, no entanto MDA
apresentou interacdo nas concentragdes de Cd. Na atividade de enzimas antioxidantes, a SOD
reduziu em maiores concentracbes de NO, enquanto a CAT observou-se interacdo nos
tratamentos de Cd e NO. Nas analises anatbmicas radiculares, o aerénquima cortical radicular,
espessura da epiderme, espessura do clrtex, proporcao do cortex, espessura da endoderme,
didametro de vasos de xilema e proporcdo do cilindro vascular apresentaram interacéo entre 0s
tratamentos de Cd e NO, no entanto maiores concentracdes de Cd e NO reduziram a massa
seca total, massa seca da folha e do caule, porém a alocacdo de biomassa de raiz aumentou.
Houve aumento das trocas gasosas em maiores concentracdes de Cd e NO, entretanto, em
menores concentragdes de Cd e NO, observou-se aumento das varidveis anatdmicas
analisadas, porém, em maiores concentragcBes, essas variaveis foram reduzidas. Por
conseguinte, o NO desenvolveu um papel como molécula antagbénica ao Cd, diminuiu a
concentracdo de H,O,, por meio da reducdo da atividade da SOD e o aumento da CAT. O
H,O, esta diretamente ligado a formacdo de aerénquima. Contudo o NO em baixas
concentra¢fes diminuiu a toxicidade do Cd e atribuiram-se as plantas de milho saracura
caracteristicas fisiologicas e anatdmicas semelhantes as plantas tolerantes ao Cd. Maiores
concentracdes de NO podem contribuir a efeitos negativos ou toxidez nas plantas de milho
saracura.

Palavras-chave: Anatomia vegetal. Nitroprussiato de s6dio. 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),
to 0; 10uM; 50uM, and sodium nitroprusside Na2 [Fe (CN) 5NO].2H,0 as a 0.5 uM nitric
oxide (NO) donor; 0.1 puM; 0.2 uM. 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 H,O, 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 H,O, 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 H,0,,
by reducing the activity of SOD and increasing CAT. H,0; 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 INTRODUCAO

Hoje em dia, uma das probleméticas no crescimento e desenvolvimento das plantas
nas culturas tropicais se deve a contaminacdo ambiental pela acdo antropica, decorrente do
aumento na concentracdo dos gases efeito estufa como dioxido de carbono (CO,), metano
(CH,), oxido nitroso (N2O), 0zonio (O3) e das alteragbes no clima, aumento da temperatura,
entre outros (GHINI et al.,, 2011). Dita probleméatica no meio-ambiental reflete no
desenvolvimento das plantas e, consequentemente, na producdo para fins agricolas e na
economia global (LI et al., 2019).

De acordo com Li et al., (2019), fatores abidticos, como metais pesados, por exemplo
0 cadmio (Cd), produto das atividades antropogénicas, alagamento, seca, entre outros e 0s
fatores bidticos, sdo causa das constantes mudancas nas plantas, provocam um desvio
significativo das suas condicbes Otimas para a vida, chamado estresse, causando o
desequilibrio em todos os niveis funcionais dos vegetais (LARCHER, 1995).

Em resposta a essas mudancas, as plantas podem reagir as agressdes, por meio de
respostas de defesa constitutiva que pode ser de maneira mecanica, quimica ou fisica (DIAS;
RANGEL, 2007). As barreiras mecanicas consistem no aumento da producdo e depdsito de
substancias capazes de reter a penetracdo dos patdgenos, enquanto as barreiras quimicas sao
produzidas pelo aumento da sintese de compostos fendlicos e fitoalexinas, provocando o
aumento da atividade de proteinas de defesa nas plantas (BRAGA E DIETRICH, 1987). As
barreiras fisicas incluem a presenca de tricomas ou ceras na superficie dos 6rgdos, espessura e
dureza da cuticula e da parede externa das células epidérmicas, do tamanho e forma dos
estdmatos, na presenca e distribuicdo do esclerénquima (BRAGA E DIETRICH, 1987).

Entretanto, além dos fatores biéticos e abioticos, que alteram o estado fisiologico nas
plantas, é importante levar em consideracdo que o fator tempo, intensidade da exposic¢éo da
planta ao estresse, 0 gendtipo, entre outros detém um papel importante no desenvolvimento
dos mecanismos ou estratégias para a adaptacdo (PUGNAIRE et al., 1999; SOTELO et al.,
2008). Segundo Bhattacharjee and Saha (2014), quando as plantas estdo submetidas ao
estresse ambiental, reagem por meio de respostas celulares e moleculares que transmitem
sinais subsequentes a maquinaria celular e modular e ativam as respostas adaptativas
fundamentais para a sobrevivéncia da planta. Essas respostas adaptativas tanto bioquimicas

como fisiolégicas podem ocorrer em curto prazo e se caracterizam por se manifestar, como
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uma rapida modificacdo reversivel, o que é chamada como resposta fisiologica ou de
modulacdo; a acdo em meio prazo envolve mudancgas tanto reversiveis como irreversiveis
chamadas respostas de aclimatacdo (PUGNAIRE et al., 1999). As respostas em longo prazo
sdo chamadas de respostas de adaptacdo ou morfoldgicas, que incluem padrbes fixos como
aspectos geneticamente dependentes, como 0s anatdmicos ou mecanismos fisiolgicos
complexos (PUGNAIRE et al., 1999; SOTELO et al., 2008).

Contudo, em resposta a essas situacdes desfavoraveis, as plantas ajustam
homeostaticamente seu sistema, para minimizar os impactos negativos do estresse e se
manterem vivas. Reagem desenvolvendo mecanismos, mediante as alteragdes nos processos
bioquimicos, fisiolégicos e morfoldgicos os quais permitirdo lidar com o estresse ao qual
estiverem submetidas (KOLB & JOLY, 2009).

Pesquisas feitas com relacdo a tolerancia das plantas a diferentes estresses ambientais
atribuem a producéo do oxido nitrico (NO), seja pela producgdo de forma natural da planta em
niveis muito baixos, ou pela aplicacdo exdgena por doadores de NO que desenvolveram o
papel do agente protetor sob essas condi¢des ambientais (BELIGNI E LAMATINA, 2001).
Tal molécula sinalizadora é capaz de impedir ou reduzir o estresse oxidativo causado pelos
fatores abioticos 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 a regulacdo de numerosos processos fisioldgicos nas plantas e desempenhar um
papel crucial na sinalizacdo as respostas de defesa nas plantas quanto a fatores estressantes
(BELIGNI E LAMATINA, 2001), ainda, € indispensavel conhecer a fundo os mecanismos de
funcionamento do Oxido nitrico nas plantas sob diferentes estresses ambientais como é a
toxicidade do cadmio.

Diante o exposto e para a contribuicdo com o conhecimento cientifico da funcdo do
oxido nitrico, na adaptacdo das plantas a fatores ambientais, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a formacao de aerénquima radicular e reducdo da toxicidade pelo cadmio em

plantas de milho saracura submetida ao 0xido nitrico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Adubacéo fosfatada e sua relacdo com o cadmio

Os fertilizantes fosfatados sdo utilizados intensamente na agricultura, os quais
apresentam uma composicdo de elementos-traco ETs ou comumente denominados metais
pesados como o cadmio (GONCALVES, et al., 2008). Esses elementos estdo naturalmente
presentes nas rochas fosfaticas e sdo levados ao produto final pelo processo industrial
(GUILERME & MARCHI, 2007). No entanto a concentracdo do cadmio nos fertilizantes
fosfaticos vai depender do tipo da rocha fosfatica da qual foram obtidos (BIZARRO et al.,
2008). Segundo Edelstein & Bem-Hurt (2018), dentre as principais fontes de contaminacao
por Cd, estdo as atividades antropogénicas, como agricultura, inddstria, mineracéo, etc, além
das fontes naturais. Segundo McBride & Spiers, (2001), os fertilizantes nitrogenados e
potéssicos, geralmente, também contém concentracdes de metais pesados em muito menores
concentracdes que as encontradas nos fertilizantes fosfatados, sendo os fertilizantes fosfatados
a principal fonte de contaminacdo de Cd em solos agricolas (RODRIGUEZ-GONZALEZ et
al., 2020).

A baixa disponibilidade de fosforo no solo limita o rendimento das culturas, nas
regibes tropicais e subtropicais, nas quais os fertilizantes fosfatados sdo utilizados
intensamente na agricultura (FREITAS et al., 2009). O uso de fertilizantes tem tido impacto
positivo para a nutricdo e producdo dos cultivos, porém aplicacdes excessivas podem ter
impactos negativos no ambiente (JIAO et al., 2012). Entretanto as adubacOes fosfatadas
sucessivas podem contribuir ao incremento das quantidades de elementos altamente
perigosos, como o cadmio, arsénio e chumbo que podem se acumular nos solos agricolas e,
consequentemente, causar danos por sua alta toxicidade ao ambiente, como na agua, solo,
plantas e pode ser transferido pela cadeia alimentar, prejudicando assim a salude humana
(GONCALVES et al., 2008; JIAO et al., 2012). Contudo, hoje em dia, o conteido de cadmio
no solo aumenta por atividades antropogénicas, entre elas, 0 uso excessivo de fertilizantes
fosfatados na agricultura, o que torna o ambiente mais poluido com a liberacdo de metais

toxicos.
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2.2 Cadmio

A contaminacdo do solo e do meio ambiente tém aumentado constantemente pelo uso
inconsciente dos metais pesados. Esse problema tem se elevado dia a dia, e a contaminacéo
por metais pesados tornou-se uma dificuldade meio-ambiental que reflete na producéo
agricola e, por conseguinte, na economia global (LI et al., 2019). As atividades
antropogénicas, como a induastria, mineracdo, agricultura, uso de hidrocarbonetos e as de
origem natural (geogénica), dentre outras, sdo fontes de contaminacdo por cadmio (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, 0s essenciais ao
crescimento das plantas pelos toxicos em concentracdes excessivas, como € o boro, cobre,
ferro, molibdénio, manganés, niquel e zinco e aqueles ndo essenciais a plantas ou animais e
que, em concentragdes muito baixas, sdo altamente toxicos como € o arsénio, cadmio,
mercurio e chumbo (GUPTA et al., 2010; EDELSTEIN & BEM-HUR, 2018; RODRIGUEZ-
GONZALEZ et al., 2020).

O cadmio é um metal pesado ndo essencial e pouco abundante na crosta terrestre e, em
baixas concentragdes, é considerado como uns dos elementos mais toxicos para todo ser vivo,
assim como o mercurio e chumbo (ISMAEL et al., 2019, RODRIGUES-SERRANO et al.,
2008). As fontes naturais do Cd na atmosfera advém da atividade vulcanica, da erosdo de
rochas sedimentarias e fosfaticas (NORVELL et al., 2000). A contaminacdo por Cd pode
causar sérios problemas por causa da acumulacdo nos organismos e se transferir aos niveis
troficos (PERNIA et al., 2008), sendo altamente toxico para 0 ser humano e todo ser vivo
(RODRIGUEZ et al., 2008).

2.3 Absorc¢ao de cadmio nas plantas

As plantas podem absorver facilmente o Cd pelas raizes e acumula-lo nos tecidos
vegetais, em maiores concentragBes nas raizes, j4 que se considera o primeiro 6rgdo a ter
contato com o Cd no solo (KUPPER; ANDRESEN, 2016), em que é capturado, a principio,
no vacuolo das células das raizes e, posteriormente, translocado por intercdmbio idnico ao
interior da planta até chegar a 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 acimulo, pode causar danos a saude humana via cadeia
alimentar (ISMAEL et al., 2019; ZENG, et al., 2020).
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Dentre as proteinas responsaveis pela entrada do Cd a célula, atribui-se ao
transportador especifico de célcio LCT1 (transportador de cétions de baixa afinidade) e a
proteina IRT1, pertencente a familia 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 conducdo e absorcdo de metais pesados essenciais ndo ferrosos, em quantidades
minimas, como manganés, zinco e cobalto, além da absorcdo de ions tdxicos de cadmio.
Edelstein & Bem-Hur (2018) asseveram que a conduc¢éo ou translocacdo do Cd na raiz, para o
interior da planta, vai depender do pH, contetdo de matéria organica, entre outros fatores.
Assim, as raizes também podem atuar como barreiras contra a translocacdo do Cd, para a
parte aérea da planta, por imobilizacdo e acumulo de ions toxicos na parede celular (NOCITO
etal., 2011).

Segundo Ismael et al., (2019), a acumulacdo de Cd nas plantas vai depender da entrada
do Cd pelas raizes, do sequestro nos vaclolos das raizes ou por barreira apoplasticas,
mediante as moléculas que formam os quelatos, como as fitoquelatinas, as quais s&o
armazenadas nas células, da translocacdo no xilema e do floema e da diluicdo do Cd na planta
ao longo de seu crescimento (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2020). Depende também das
taxas de aplicacdo de fertilizantes fosfatados no solo e das caracteristicas 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 niveis acima de 0.01% do peso seco da parte aérea, sem
causar sintomas de toxicidade. Porém a sensibilidade das plantas ao cadmio pode variar, em
razdo de concentracdes desse metal, concentracdes de 5-10 g de Cd g-1, peso seco da folha
que se tornaram tdxicas para as plantas, mas plantas hiperacumuladoras podem tolerar
concentracdes de Cd 100 g Cd g-1 peso seca da folha (VERBRUGGEN et al., 2009).

2.4 Efeito do cAdmio nos processos fisioldgicos e anatémicos nas plantas

Estudos tém demostrado que as plantas expostas a estresse expressam respostas
funcionais, por meio de ajustes estruturais, que contribuem a seu crescimento e sobrevivéncia
(MELO JUNIOR & BOEGER, 2016). A capacidade de apresentar diferentes caracteristicas,
em funcdo das condi¢gdes ambientais, é chamada como plasticidade fenotipica dentre as quais
podem ser morfoldgicas, fisiologicas, fenoldgica ou comportamental (LIMA et al., 2017). No
entanto a plasticidade fenotipica pode adotar uma forma modular e afetar meristemas, folhas,
caules, em vez de a planta inteira (KROON et al., 2005). O ajuste morfolédgico, anatomico,

fisiologico e bioquimico, porém permite as plantas e adaptarem e sobreviverem sob a
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influéncia dos fatores abidticos, como metais pesados, entre eles, o cddmio, etc (MELO
JUNIOR & BOEGER, 2016). Segundo Dickison (2000), as folhas sio consideradas como o
orgdo da planta com mais plasticidade, embora seu alto nivel de plasticidade e adequacéo a
diferentes condicdes ambientais permita melhores adaptacGes ao crescimento e sobrevivéncia
das plantas (CABRAL et al., 2018).

Diversos estudos tém demostrado que metais pesados como o cadmio interferem em
muitas funcdes celulares e moleculares nas plantas (HALL, 2002), sendo a membrana
plasmatica a primeira estrutura viva a ser afetada (RODRIGUES et al., 2016). Dentre os
primeiros danos fisiologicos causados pelo metal estd a inativacdo de diversas enzimas
citoplasmaticas (LASAT, 2002). Os processos fisiologicos, entretanto sdo afetados pelo dano
nas enzimas do Ciclo de Krebs na mitocéndria (SHAW, et al., 2004); dissociacdo na
RuBisCO (KURDZIEL et al., 2004), reducdo da fotossintese, respiracdo, transpiracao,
mudanga na taxa de clorofila, tornando o aparato fotossintético mais sensivel ao efeito
negativo do cadmio (GILL et al., 2012; L1 et al., 2014, SACRAMENTO, et al., 2016); além
das mudancas nas relacdes hidricas, como diminuicao e pressdo de turgéncia (BENAVIDES,
et al., 2005), inibicdo do crescimento tanto das raizes quanto da parte aérea, reduzindo o
acumulo 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), inducdo da senescéncia prematura em folhas (DJBALLI, et al., 2005),
reducdo da germinacdo de sementes (CHUGH & SAWHNEY, 1996; GUILERME;
OLIVEIRA; SILVA, 2015), inibi¢do do eixo embrionério e da radicula (KABATA-PENDIAS
& PENDIAS, 2000; SHAW, et al., 2004).

Dentre os aspectos anatdmicos, o Cd pode afetar na diminuicdo do mesofilo (SOUZA,
et al., 2009), diminuicdo dos espacos intercelulares das folhas (SRIDHAR et al., 2005),
reducdo do tamanho da epiderme (SRIDHAR et al., 2005), reducdo do indice estomatico
(MARQUES et al., 2011), inducéo do fechamento estomatico (PERFUS-BARBEOCH et al.,
2002, além de alteragbes estruturais dos tecidos vasculares, células epidérmicas e
colenquimaticas, entre outras alteracfes (DA CUNHA et al., 2008)).

Além da desnaturacao de proteinas e reducéo da atividade enziméatica (KURDZIEL et
al., 2004; LOSCH, 2004), reducdo da CAT, SOD (GUIMARAES et al., 2008; ROMERO-
PUERTAS et al., 2006), danos associados ao DNA (GICHNER, et al., 2004; KOPPEN &
VERSCHAEVE, 1996), alteracdes nos sistemas antioxidantes, estimulando o acumulo de

especies reativas de oxigénio (ERO), como o hidroxila (OH"), anion superoxido (O;") e o
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peroxido de H,0, o que podem levar a uma morte celular (DEVI & PRASAD, 2004;
SCHUTZENDUBEL et al., 2001).

Contudo estudos tém demostrado que 0s ajustes estruturais que as plantas apresentam
sdo modularizados, dependendo da espécie e da intensidade do estresse, ao qual estdo
submetidas, sendo as alteragdes morfologicas, em geral, mais expressivas que as respostas
anatdmicas (MELO JUNIOR & BOEGER 2016). Embora a plasticidade fenotipica que cada
planta possui, permite lidar com possiveis mudancas ambientais de origem natural ou
antropica (VALLADARES et al., 2014).

2.5 Cadmio na formacéo de aerénquima

Autores relatam que a deficiéncia de oxigénio promove a producdo de etileno pelos
estimulos anaerdbicos, o que causa um aumento na atividade da producdo de espécies reativas
de oxigénio ERO, levando a desintegracdo de células pela morte celular, que, em
consequéncia, estimula o desenvolvimento de aerénquima (FAHN, 1982, GEISLER-LEE et
al., 2010; PIRES et al., 2015). Nesse caso, 0 desenvolvimento de aerénquima nas plantas é
indispensavel, para tolerar ambientes sob hipdxia, que funciona como uma estratégia
alternativa para a obtengdo de CO, (SOUZA et al., 2009; 2011). No entanto autores tém
relatado que a presenca de Cd estimula a producdo de etileno, em espécies vegetais, além do
acumulo de espécies reativas de oxigénio como o H,0,, 0 que desencadeia uma morte celular
estimulando assim o desenvolvimento de aerénquima (SCHUTZENDUBEL et al. 2001;
TOPPI et al., 1998). Segundo Souza et al., (2009), a presenca e as alteragbes das
concentracdes de Cd podem desenvolver modificacBes nas lacunas do aerénquima das raizes e
da nervura central foliar em plantas de P. ferrugineum.

De acordo com Armstrong et al., (1979; 2000), o aerénquima é um tecido vegetal
parenquimatico, constituido com espacos intercelulares interligados longitudinalmente, que
facilita a difusdo de gases pelos tecidos internos das plantas entre a parte area e raiz,
permitindo sua sobrevivéncia em ambientes com pouca disponibilidade de oxigénio. Esse
tecido pode ser formado em Orgdos, como raizes, brotacdes e folhas, principalmente em
plantas aquéticas e algumas espécies terrestres sob condi¢bes adversas (EVANS, 2003).
Dentre as principais funcbes do aerénquima, estdo o armazenamento de ar entre as células,
transporte de gases (O, CO,, etileno e metano), metabolismo aerdbio, respiracéo,
funcionamento da cadeia de transporte de elétrons, reducdo dos custos metabolitos, entre
outros (COLMER, 2003; DANTAS et al., 2001; DIAZ et al., 2018; EVANS, 2003). Autores
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tém relatado que a formac&o desse tecido é uma adaptacdo nas plantas para tolerar diferentes
fatores/estresses ambientais, geralmente, associados a hipdxia como alagamento (PEREIRA et
al., 2010; STEFFENS & RASMUSSEN, 2016), seca (DIAZ et al., 2018; GONCALVES &
LYNCH, 2014), deficiéncia e excesso de nutrientes (DIAZ et al., 2018; POSTMA &
LYNCH, 2011;), compactagdo do solo (SCAPINELLI et al., 2016; SOUZA et al., 2013),
metais pesados como é o cadmio, entre outros (SOUZA et al., 2009).

Segundo Drew et al., (2000) a aerénquima lisigeno € formada pela morte e lise das
células corticais nas raizes, e esse processo ocorre, quando fatores como a hipdxia (reducéo
do oxigénio) ou impedancia mecénica (resisténcia que o solo exerce a passagem da raiz)
ativam a ACC-synthase (enzima que desempenha um papel significativo na sintese de etileno)
e a ACC oxidase (enzima catalizadora), que estimulam a formacéo de etileno, reagindo como
uma cascata de sinalizacdo, desenvolvendo assim a morte celular levando a formacdo de
aerénquima. Pesquisa mais recente feita por Yamauchi et al., (2018), estudando a regulacao
das caracteristicas da raiz, para a aeragdo interna e tolerancia ao estresse de inundacéo e
alagamento do solo, demonstra que, em solos alagados, as plantas sofrem deficiéncia de
oxigénio que reduz a respiracdo. Porém a entrada de oxigénio da atmosfera para o solo é
impedida, o que leva ao avango dos niveis de etileno nas raizes. Aumentando 0s genes,
codificam-se das enzimas biossintéticas de etileno 1-aminociclopropano-1-acido carboxilico
(ACC) sintase (ACS) e ACC oxidase (ACO), tendo como resultado o crescimento dos niveis
de enzimas e a biossintese de etileno nas raizes (STEFENS and RASMUSSEN, 2016;
YAMAUCHI et al., 2018). Além disso, hd um aumento da biossintese de &cidos graxos
(VLCFA), nas células do cortex da raiz; o etileno aumenta a expressao de um gene, que
codifica a isoforma H (RBOHH) do homologo da oxidase de explosédo respiratoria (RBOH),
que converte o oxigénio no radical anion superoxido (O2--) no apoplasto. O influxo de Ca 2+
citosélico do apoplasto € estimulado nas raizes hipoxicas. A RBOHH é fosforilada e ativada
por proteinas quinases, dependentes de Ca 2+ do grupo | (CDPKs), como CDPK5 e CDPK13.
O apoplastico O2- - producdo mediada por RBOH (por exemplo, RBOHH) resulta em um
aumento no peroxido de hidrogénio (H,O,), niveis no apoplasto e/ou citosol. Além disso, a
reducdo da expressdo de genes que codificam a metalotioneina tipo 1 (MT1), que atua como
um necrdfago de ROS, pode contribuir para promover o acumulo de ROS nas células corticais
da raiz. Juntos, as quantidades aumentadas de ROS apoplastico e¢/ou intracelulares (O2-- e/ou
H,O,) induzem PCD e subsequente formagdo de aerénquima lisigeno no cortex da raiz
(YAMAUCHI! et al. 2015, 2017a; YAMAUCHI et al., 2018). As ROS, entretanto

desempenham um papel importante ao desenvolvimento de aerénquima, cujo aumento dessas
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espécies reativas de oxigénio, por meio de mudancas na atividade das enzimas antioxidantes
(catalase, superdxido dismutase e peroxidase), aumenta o etileno, o que desencadeia a
formacéo de aerénquima lisigeno (STEFENS and RASMUSSEN, 2016).

2.6 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é um fator que ocorre em nivel da célula, produto do estresse
abiodtico e biodtico e ocorre, quando hd um desequilibrio entre compostos oxidantes e
antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de radicais livres em detrimento da velocidade
da remocdo (FOYER & NOCTOR, 2003). A formagdo dos radicais livres ocorre,
normalmente, nas mitocondrias, membranas celulares e citoplasma (BARBOSA, et al., 2010).
Dito processo conduz a oxidacdo de biomoléculas com consequente perda das suas funcgdes
bioldgicas e/ou desequilibrio homeostatico (BARBOSA et al. 2010), cuja manifestagdo é o
dano oxidativo potencial contra células e nos tecidos, gerando oxidacdo das moléculas
bioldgicas (HALLIWELL & WHITEMAN, 2004).

A oxidacdo é parte fundamental da vida aerébica e do metabolismo celular,
respondendo a producdo de radicais livres de forma natural ou por disfuncéo bioldgica, que,
consequentemente, origina a formacdo de radicais livres ou espécies reativas de oxigénio nas
plantas (ERO) (BARREIROS et al., 2006).

2.7 Espécies reativas de oxigénio — ERO

As espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés ractive oxygen species), sdo
moléculas com instabilidade fisica e altamente reativas, pois possuem, em seu orbital, um
elétron desemparelhado, que inclui as moléculas precursoras de radicais livres, como: radicais
superéxido (O,-), hidroxila (OH-), peréxido de hidrogénio (H.0,), oxigénio singleto (*Os)
gue sdo as formas mais comuns de serem encontradas nas células (MITTLER, 2002;
SANCHEZ et al., 2011). A ROS é um termo usado para indicar produtos que sio gerados
como intermediarios nos processos redox (oxidagdo — reducdo) (GAMALEY & KLYUBIN,
etal., 1999).

A ROS inclui ions de oxigénio, radicais livres e perdxidos tanto inorganicos como
organicos, sdo moléculas altamente reativas, formadas de maneira natural, como subproduto
do metabolismo normal do oxigénio e servem como sinalizacdo celular, porém o aumento dos

niveis dessas moléculas sob estresse ambiental pode causar danos significativos as estruturas
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celulares, conhecidos como estresse oxidativo (NASCIMENTO & BARRIGOSSI, 2014).
Geralmente as ROS sdo produzidas, especificamente pelo sistema do complexo enzimatico
NADPHO-Oxidase (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase), na membrana
plasmatica, desencadeando uma variedade de funcdes celulares como crescimento celular,
desenvolvimento, sintese, secrecdo e locomog¢do de proteinas (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 funcées (NASCIMENTO &
BARRIGOSI, 2014). Quando as plantas estdo expostas ao estresse, causado por fatores
bidticos ou abidticos, estimula a producdo de ERO que é a forma parcialmente reduzida ou
ativada do oxigénio atmosferico (02), no qual a excitacdo do O2 forma o oxigénio singleto
(102) e, a partir da transferéncia de um a trés elétrons ao 02, forma o radical superoxido
(O2e-), perdxido de hidrogénio (H202) ou radical hidroxilo (*OH) (CABRERA et al., 2007).
Porém, para a protecdo das plantas dessas moléculas toxicas subprodutos do O2, as células e
organulos citoplasmaticos, como os cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos, desenvolvem
um sistema de defesa antioxidante que consiste em enzimas e outras moléculas néo
enzimaticas reagindo na decomposicdo das espécies reativas de oxigénio (DAVAR et al.,
2013; NASCIMENTO & BARRIGOSSI, 2014). Contudo, segundo Cabrera et al., (2007),
além de considerar as ERO como subproduto téxico no metabolismo aerébico, em baixas
concentracgdes, essas moléculas podem atuar como sinais reguladores de processos biolégicos,
como o crescimento, respostas a hormdnios nos diversos tipos de estresses tanto biotico e
abioticos. Sendo assim, inclusive, seu acimulo nos tecidos pode levar a toxicidade e resultar
na morte celular (FORMAN et al., 2010).

2.8 H,0O, e MDA como parte do sistema ndo enzimatico

O perdxido de hidrogénio é uma espécie reativa de oxigénio produzido pelo
metabolismo aerdbico em situacBes de estresse. No estresse oxidativo tem a funcdo de
transpor membranas celulares e gerar o radical de hidroxila (BARREIROS et al. 2006). E
composto in vivo pela dismutacdo do anion-radical superdxido (O,-) por enzimas oxidases ou
pela p-oxidagio de 4cidos graxos (BARREIROS et al., 2006; BARBOSA et al., 2010). E
produzido, predominantemente, nas células vegetais, durante a fotossintese e fotorrespiragcdo

e, em menor grau, nos processos de respiracdo (SLESAK et al., 2007).
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Segundo Sun et al., (2020), o H,O, tornou-se uma molécula de grande importancia
como sinalizadora nas células, é funcionalmente classificada como ROS de funcéo dupla com
comunicacdo de organela e ativacdo de inflamassoma (moléculas de ativacdo enzimatica).
Todavia € pouco reativo quanto as moléculas organicas na auséncia de metais de transicéo.
No entanto sdo de extrema importancia no estresse oxidativo, pela sua capacidade de
translocar as membranas celulares e gerar radical de hidroxila (BARREIROS et al., 2006).

O malondialdeido (MDA), considerado como subproduto da peroxidacéo lipidica, € o
unico aldeido mensuravel, sendo amplamente usado como biomarcador do estresse oxidativo
(POMAR et al., 2017), além de ter grande importancia na salde humana; estudos atribuem
sua funcéo aos processos de aclimatacdo e defesa nas plantas (SLESAK et al., 2007).

O MDA é gerado in vivo pela peroxidacdo de &cidos graxos poli-insaturados, durante
a peroxidacdo; os peroxidos se descompdem em aldeidos como o MDA que sdo considerados
altamente toxicos (MUNIZ et al., 2014). Possuem uma vida média e alta reatividade, o que
Ihes permite atuar tanto no interior como no exterior da célula interatuando com proteinas e
DNA, resultando em diferentes processos fisiopatologicos (DEL RIO et al., 2005; MUNIZ et
al., 2014).

Contudo o sistema ndo enzimatico, além de causar degradacdo de fosfolipidios nas
membranas celulares, caracteriza-se em inativar enzimas e danificar os componentes celulares
(HENDGES et al., 2015). E de grande importancia por desempenhar o papel crucial como

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

2.9 SOD, CAT, APX como parte do sistema enzimatico

As plantas continuamente produzem erro, em suas diferentes organelas celulares e
sucessivamente sdo removidas pelo complexo do sistema antioxidante, no qual interagem
enzimas, proteinas e outros metabolitos que permitam manter a homeostase celular
(SALDIVAR et al., 2016). Considera-se que o aumento da producdo das ERO nas plantas
causa grandes prejuizos (CABRERA et al., 2007). Uma das formas das plantas reagirem e
diminuir esses prejuizos € mediante a ativagdo do sistema antioxidante enzimatico. O sistema
enzimatico € composto pela dismutase do superdxido (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e
catalase (CAT), dentre outras (MITTLER, 2002; NASCIMENTO & BARRIGOSSI, 2014).
Por conseguinte, o ascorbato (AsA), glutationa (GSH), B-caroteno e o a-tocoferol, vitamina E,
ceruloplastina séo antioxidantes ndo enzimaticos, a que se atribuem acgdes protetoras contra as

especies reativas de oxigénio (CARVAJAL, 2019). A atividade desse sistema atua na
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protecédo contra danos oxidativos causados pelas ERO derivado pelo estresse ambiental. Desta
forma, os niveis das ERO sdo controlados pelo complexo enzimético impedindo que danos
sejam causados na célula (SALDIVAR et al., 2016).

De acordo com Nascimento & Barrigossi (2014), o superdxido dismutase (SOD) é
uma das enzimas antioxidantes intracelulares mais eficazes, estd presente em todos o0s
organismos aerdbicos e compartimentos subcelulares propensos a uma explosdo axidativa em
razdo de um estresse abidtico ou bidtico. E considerada a primeira linha de defesa contra as
ROS, catalisam a dismutacdo de dois radicais O,e-, gerando H,O, e O,. Essas enzimas
participam da modulacdo do nivel de H,O, em cloroplastos, mitocondrias, citosol e
peroxissomos (MITTLER, 2002; BHATTACHARJEE, 2010).

A catalase & uma das principais enzimas na eliminacdo do H,0O, atua nos
peroxissomos e glioxissomas e pode ser encontrada também em mitocondrias (DUBEY,
2011). E responséavel pela dismutagéo direta de H,O, em H,0 e O,, removendo o perdxido
gerado nos peroxissomos por oxidases envolvidos na [-oxidacdo de &cidos graxos,
fotorrespiracdo e catabolismo de purinas (GILL & TUTEJA, 2010). Entretanto pode oxidar
substratos, tais como metanol, etanol, formaldeido e acido formico (SHARMA et al., 2012).
Em concentracBes altas de H,O, (mM), a atividade da CAT é muito efetiva, por isso, é
considerada indispensavel para a desintoxicacdo de ROS em condigdes de estresse severo
(DUBEY, 2011). Segundo Prasad et al., (1994), concentracfes baixas podem reagir na
transducdo de sinal nas plantas atacadas por fungos e insetos.

A ascorbato peroxidase € uma heme-proteina, da classe | da superfamilia das
peroxidases, com distintas formas isoenzimaticas, diversamente reguladas. Suas isoformas
podem ser encontradas em citosol, mitocondrias, peroxissomos, cloroplastos (estroma e
ligadas as membranas dos tilacoides) e parede celular. A APX é uma enzima fundamental do
metabolismo antioxidante, catalisa a decomposi¢cdo do H,O, no citosol e cloroplastos
(DABROWSKA et al., 2007; De GARA, 2004).

A ativacdo do sistema antioxidante pode evitar a formagdo de radicais livres,
prevenindo a ocorréncia de danos as células das plantas (SERKEDIEVA, 2011). Porém o
acumulo de ROS pode causar danos irreversiveis que podem levar a morte celular, que ocorre,
quando reagem com moléculas biolégicas (BARBOSA et al., 2014). Segundo Barbosa et al.,
(2014), muitos pesquisadores tém associado 0 nivel de ROS e as atividades de enzimas
antioxidantes a processos de sinalizagéo e defesa contra o estresse, nos quais se podem incluir
respostas ao déficit hidrico, temperaturas extremas, metais pesados, salinidade, patdgenos e a

indugdo de vias morfogénicas (BARBOSA et al., 2014). O sistema de defesa enzimatico,
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porém funciona como um mecanismo de prevencao, impedindo ou controlando a formacgéo de
radicais livres e espécies ndo radicais, evitando a ocorréncia de danos oxidativos a planta
(BARBOSA et al., 2010).

2.10  Oxido nitrico e sua funcéo nas plantas

Os estudos sobre o NO sdo recentes, datam de 1980, produto dos resultados das
pesquisas. Como um importante mensageiro no sistema cardiovascular, identificou-se como a
pressdo sanguinea e regulada (CENTELLES et al., 2004). Mostrou-se a forma como as
celulas sintetizam o NO, a partir do aminoécido L-arginina, pesquisa que, em 1990, permitiu
0 prémio Principe de Asturias ao cientifico hondurenho Salvador Moncada. Nesse momento,
as pesquisas do NO cresceram de maneira exponencial, tanto nos aspectos da satide humana,
como nos animais e plantas (CENTELLES et al., 2004).

O o6xido nitrico (NO, por suas siglas em inglés, Nitric Oxide) é caraterizado, como
uma molécula gasosa essencial a regulacdo de numerosos processos fisioldgicos vegetais.
Aloca-se nas células vegetais e tem estimulo em resposta ao sistema imunolégico da planta, é
importante para o crescimento, resposta de defesa a patdgenos e em situacfes de estresse
(LAMATTINA et al., 2003). O NO esta formado por dois &tomos, um atomo de oxigénio (O)
e outro de nitrogénio (N), quando esses dois &tomos se encontram, seus elétrons se entrelagcam
para formar uma molécula de NO, contendo um elétron separado (BENEZER-BENEZER et
al., 2008). A unido do NO nas proteinas ou outras moléculas é conhecida como nitrosacdo. A
presenca do elétron desemparelhado permite ao NO interatuar rapidamente com outros
atomos que sdo abundantes, nos sistemas bioldgicos, como o nitrogénio (N) ou enxofre (S),
que formam parte das proteinas (BENEZER-BENEZER et al., 2008). As proteinas sdo
fundamentais na regulacdo de diversas fungdes bioldgicas, como a producdo de energia,
transporte e armazenamento do oxigénio e tradugédo de sinais (GOW & ISCHIROPOULOQOS,
2001). Contudo o NO reage rapidamente com o oxigénio molecular (O2) e suas diferentes
formas altamente reativas, como os radicais superoxido (O,".) e hidroxilo (OH"), os quais séo
altamente toxicos (SANCHEZ et al., 2011). A interacdo do NO com o O, gera peroxinitrito e
outras formas reativas do N que também sdo altamente toxicas, porem a combinagdo do NO
com outras formas reativas de O, constitui o principal mecanismo no qual o NO ndo dana as
células, o que é de interesse como mecanismo de defesa em diferentes processos fisioldgicos
nas plantas (BENEZER-BENEZER et al.,, 2008; ROMERO-PUERTAS et al., 2004;
WENDEHENNE et al., 2004).
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A producéo do NO se d& pelos mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos; as enzimas
na sua producdo sdo Oxido nitrico sintase (NOS) e nitrato redutase (NR), a NOS catalisa a
oxidacdo 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 niveis 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 quimicos do NO, tem compostos que eliminam
ou inibem as enzimas envoltas na producdo de NO, porém ha poucos estudos da produgédo do
NO de forma natural. Dentre os compostos doadores de NO mais utilizados sdo o SNP
(nitroprussiato de sdédio), nitrato de potassio (KNOs), e 0s S-nitrosotiois, como SNAP (S-
nitroso-N-acetilpenicilamina) e GSNO (S-nitrosoglutationa). No entanto a resposta biolégica
ao NO aplicado exogenadamente vai ser determinada, em grande parte, pela concentracéo e
pelo tempo de exposicdo ao NO produzido pelos diferentes doadores (BELIGNI E
LAMATINA, 2001; ATAIDE et al., 2015).

Nas ultimas duas décadas, o Oxido nitrico vem sido atribuido a regulacdo dos
processos fisiologicos e patofisiologicos nas plantas (RODRIGUEZ-GONZALES 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 traducdo de
sinais nas vias que conduzem a inducdo de respostas de defesas contra patdégenos e da morte
celular programada. Nos processos fisioldgicos, participa da complexa rede de sinalizacao
celular que induz o fechamento estomatico em resposta ao hormonio vegetal acido abscisico
(ABA), em condicBes de estresse hidrico (DESIKAN et al., 2004; BRIGHT et al., 2006;
RIBERO et al., 2009); atua como estimulador na germinacdo de sementes tanto em condicgdes
normais ou sob estresse (ATAIDE et al. 2015; BELIGNI e LAMATTINA, 2000;); na floracéo
(SELIGMAN et al., 2008), organogénese nas raizes (PAGNUSSAT et al. 2003), formacéo de
raizes adventicias (PAGNUSSAT et al. 2003), desenvolvimento de raizes laterais (CORREA-
ARAGUNDE et al. 2004) e formacdo de pelos radiculares (LOMBARDO et al. 2006) e
senescéncia (MISHINA et al., 2007). Além disso, reage na regulacdo de multiplas respostas a
outros tipos de estresse abidticos, como salinidade (ZHANG et al., 2006; ZHAO et al., 2007),
temperatura, intensidade luminosa, danos mecénicos (CORPAS et al., 2004), radiagdo UV-B
(HE et al., 2007; MACKERNESS et al., 2001), metais pesados (SINGH et al., 2008), estresse
por aluminio (TIAN et al., 2007; WANG et al, 2010), hipoxia, entre outros
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(IGAMBERDIEV Y & HILL, 2004). Estudos recentes mostraram que o NO é importante na
funcdo das interagBes benéficas planta-microorganismo (CANOVAS et al. 2016;
MARTINEZ-MEDINA et al. 2019).
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3 CONSIDERACOES GERAIS

O constante progresso das pesquisas na funcionalidade do oxido nitrico em plantas
tem sido um avanco, hoje em dia, tanto em nivel bioquimico, genético, molecular e quanto a
biologia estrutural. Sendo assim, é importante a realizacdo de mais pesquisas nessas areas e a
sua associacdo para entender e conhecer outras fontes de producdo, interacdo e funcdo do
oxido nitrico nas plantas.

Dentre as plantas domesticadas e cultivadas pelo homem, o milho tem sido utilizado
em muitos estudos de poluicdo como planta modelo. No entanto, apesar de um ndmero
consideravel de investigacdes dos efeitos toxicos e mecanismos de estresse causados pelo
cadmio nas plantas, ainda séo escassos 0s estudos envolvidos ao 6xido nitrico em funcéo da
toxidez do cadmio e relacionado aos aspectos anatémicos, fisiologicos e bioquimicos nas
plantas. Esta investigacdo permitira conhecer a funcionalidade do 6xido nitrico a toxicidade
do cddmio, que, no futuro, poderd estabelecer bases como uma alternativa do uso como

inibidor de toxidez por metais pesados em cultivos agricolas.



30

REFERENCIAS

AGUIAR, Y. V.; MARQUEZ, A. P.; GARCIA, L. F. Nitric oxide and its role in plant
responses to water stress. Cultivos tropicales, v. 36, n, especial, p. 51-58, 20015.

ARMSTRONG, W. Aeration in higher plants. Adv. Bot. Res, v. 7, p. 225-332, 1979.

ARMSTRONG, W.; COUSINS, D.; ARMSTRONG, J.; TURNER, D. W.; BECKETT, P. M.
Oxygen distribution in wetland plant roosts and permeability barriers to Gas-exchange with
the rhizosphere: a microelectrode and modelling study with Phragmites australis. Annals of
Botany, v. 86, n. 3, p. 687-703, 2000.

ATAIDE, G. M.; BORGES, E. E. L.; FLORES, A. V.; CASTRO, R. V. O. Nitric oxide on the
germination of Dalbergia nigra seeds with low vigor. Rev. de Ciéncias Agrarias, Lisboa, v.
38, n. 3, p. 438-444, 2015.

BARBOSA, K. B. F.; COSTA, N. M. B.; ALFENAS, R. de C. G.; PAULA, S. O. de;
MINIM, V. P. R.; BRESSAN, J. Oxidative stress: concept, implications and modulating
factors. Rev. Nutr., Campinas, v. 23, n. 4, p. 629-643, 2010.

BARBOSA, M. R.; SILVA, M. M. A.; WILLADINO, L.; ULISSES, C.; CAMARA, T. R.
Plant generation and enzymatic detoxification of reactive oxygen species. Ciéncia Rural, v.
44, n. 3, p. 453-460, 2014.

BARREIRQOS, A. L. B. S; DAVID, J. M.; DAVID, J. P. Oxidative estress: relations between
the formation of reactive species and the organism’s defense. Quim. Nova, v. 29, n. 1, p. 113-
123, 2006.

BELIGNI, M.V.; LAMATTINA, L. Nitric oxide in plants: the history is just beginning.
Plant, Cell and Environment, v. 24, p. 267-278, 2001.

BENAVIDES, M. P.; GALLEGO, S. M., TOMARO, M. L. Cadmium toxicity in
plants. Brazilian Journal of Plant Physiology, Goytacazes, v. 17, n. 1, p. 21-34, 2005.

BENEZER-BENEZER, M.; CASTRO-MERCADO, E.; GARCIA-PINEDA, E. Production of
reactive oxygen species during the resistance expression of plants to diseases. Rev, mex.
Fitopatol, v. 26, n. 1, p. 56-61, 2008.

BHATTACHARJEE, S. Sites of generation and physicochemical basis of formation of
reactive oxygen species in plant cell. In: GUPTA, S.D. Reactive oxygen species and
antioxidants in higher plants. Enfi eld: Science Publishers, p.1-30, 2010.

BHATTACHARJEE, S.; SAHA, A. K. Plant water-stress response mechanisms. Springer
India, p. 149-172, 2014.

BIZARRO, V. G.; MEURER, E. J.; TATSCH, F. R. P. Cadmium contents of phosphate
fertilizers marketed in Brazil. Ciéncia Rural, v. 38, p. 247-250, 2008.



31

BOUCHER, J. L, et al. Cytochrome P450 catalyzes the oxidation of N-omegahydroxy- L-
arginine by NADPH and O2 to nitric oxide and citrulline. Biochemical and Biophysical
Research Communications, v. 187, p. 880-886, 1992.

BRAGA, M. R; DIETRICH, S. M. Defesas quimicas de plantas: Fitoalexinas. Acta. Bras, v.
1,n.1,p. 3-16, 1987.

BRIGHT, J.; DESIKAN, R.; HANCOCK, J. T.; WEIR, I. S.; NEIL, S. J. ABA-induced NO
generation and stomatal closure in Arabidopsis are dependent on H,O, synthesis. The Plant
Journal, v. 45, n. 1, p. 113-122, 2006.

CABRAL, R. D. C.; MELO JUNIOR, J. C. F.; MATILDE-SILVA, M. Plasticidade
morfoanatdémica foliar em Smilax campestres (Smilacaceae) em gradiente ambiental de
restinga, SC, Brasil. Hoehnea, v. 45, n, 2, p. 173-183, 2018.

CABRERA, F. R.; VOLANTE, B. B.; SANCHEZ, F. D. L.; PEREZ-FLORES, L. J. Especies
reactivas de oxigeno en las plantas. Konisberg, v. 34, p. 493-516, 2007.

CANOVAS, D., MARCOS, J.F., MARCOS, A.T.,.STRAUSS, J. . Nitric oxide in fungi: is
there NO light at the end of the tunnel? Current Genetics, v. 62, n. 3, p. 513-518, 2016.

CARVAJAL, C. C.Reactive oxygen species: training, function and oxidative stress. Revista
Medicina Legal de Costa Rica, v. 36, n. 1, p. 91-100, 20109.

CENTELLES, J. J.; ESTEBAN, C.; IMPERIAL, S. Oxido nitrico: un gas toxico que actua
como regulador de la presion sanguinea. Bioquimica, v. 23, n. 11, p. 96-102, 2004.

CHAN, D.Y.; HALE, B. A. Differential accumulation of Cd in durum wheat cultivars: uptake
and retranslocation as sources of variation. Journal of Experimental Botany, v. 55, p. 2571-
2579, 2004.

CHUGH, L.K.; SAWHNEY, S.K. Effect of cadmium on germination, amylases and rate of
respiration of germinating pea seeds. Environmental Pollution, v. 92, p.1-5, 1996.

COLMER, T.D. Long-distance transport of gases in plants: a perspective on internal aeration
and radial oxygen loss from roots. Plant Cell Environ. V. 26, p.17-36,2003.

CORPAS, F. J. et al. Cellular and Subcellular Localization of Endogenous Nitric Oxide in
Young and Senescent Pea Plants. Plant Physiol, v. 136, p. 2722-2733. 2004.

CORREA-ARAGUNDE, N., GRAZIANO, M., LAMATTINA, L. Nitric oxide plays a central
role in determining lateral root development in tomato. Planta, v. 218, p. 900-905, 2004.

DABROWSKA, G.; KATA, A.; GOC, A.; SZECHYNSKA-HEBDA, M.; SKRZYPEK, E.
Characteristics of the plant ascorbate peroxidase family. Acta Biologica Cracoviensia, v.49,
n.1, p.7-17, 2007.

DA CUNHA, K. P. V. Cadmium and zinc availability, accumulation and toxicity in maize
grown in a contaminated soil. Rev. Bras. Ciénc. Solo, v. 32, n. 3, p. 1319-1328, 2008.



32

DANTAS, B.F.; ARAGAO, C.A.; ALVES, J.D. Célcio e o desenvolvimento de aerénquimas
e atividade de celulase em plantulas de milho submetidas a hipoxia. Scientia Agricola,
Piracicaba, v. 58, p.251-257, 2001.

DAVAR, R.; DARVISHZADEH, R.; MAJD, A. Changes in antioxidant systems in sunflower
partial resistant and susceptible lines as affected by Sclerotinia sclerotiorum. Biologia, v. 68,
p. 821-829, 2013.

DE GARA, L. Class Il peroxidases and ascorbate metabolism in plants. Phytochemistry
Reviews, v.3, n.1-2, p.195-205, 2004.

DELLEDONNE, M.; XIA, Y.; DIXON, R. A.; LAMB, C. Nitric oxide funtions as a signal in
plant disease resistance. Nature, v. 394, p. 585-588, 1998.

DEL RIO, D. STEWART, A. J. PELLEGRINI, N. A review of reccent studies on
maondialdehyde as toxic molecule and biological marker of oxidative stress. Nutr Metab
Card Dis, v. 15, p. 316-328, 2005.

DESIKAN, R.; CHEUNG, M.K.; BRIGHT, J.; HENSON, D.; HANCOCK, J.; NEILL, S. J.
ABA, hydrogen peroxide and nitric oxide signalling in stomatal guard cells. Journal of
Experimental Botany, v. 55, n. 395, p. 205-212.

DEVI, S.R.; PRASAD, M.N.V. Membrane lipid alterations in heavy metal exposed plants.
In: PRASAD, M.N.V. (Ed.). Heavy metal stress in plants: From biomolecules to
ecosystems. 2nd ed. Springer, printed in India, 2004. p. 127-145.

DJEBALI, W. et al. Ultrastructure and lipid alterations induced by cadmium in tomato
(Lycopersicon esculentum) chloroplast membranes. Plant Biology, v. 7, n. 4, p. 358-368,
2005.

DIAS, G. B.; RANGEL, T. B. A. Inducdo de resisténcia em plantas: o papel do 6xido nitrico,
Revista Capixaba de Ciéncia e Tecnologia, Vitéria, n. 3, p.1-8, 2007.

DIAZ, A. S. et al. Aerenchyma development in diferente root zones of maize genotypes under
water limitation and different phosphorus nutrition. Biologia plantarum, v. 62, n. 3, p. 561-
568, 2018.

DICKISON, W. C. Integrative plant anatomy. San Diego: Harcourt Academic Press; 2000.
p. 129-141.

DREW, M. C.; HE, C. J.; MORGAN, P. W. Programmed cell death and aerenchyma
formation in roots. Elsevier Science Ltd, v. 5, n. 3, p. 123-127.

DUBEAUX, G.; NEVEU, J.; ZELAZNY, E.; VERT, G. Metal sensing by the
IRT 1transporter-receptor orchestrates its own degradation and plant metal nutrition.
Molecular Cell, v. 69, p. 953-964, 2018.

DUBEY, R.S. Metal toxicity, oxidative stress and antioxidative defense system in plants. In:
GUPTA, S.D. Reactive oxygen species and antioxidants in higher plants. Enfi eld: Science
Publishers, 2011. Chap.9, p.178-203.



33

DURNER, J.; WENDEHENNE, D.; KLESSING, D. Defense gene induction in tobacco by
nitric oxide, cyclic GMP, and cyclic ADP-ribose, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, v. 95, p.
10328-10333, 1998.

EDELSTEIN, M.; BEN-HUR, M. Heavy metals and metalloids: sources, risks and strategies
to reduce their accumulation in horticultural crops. Scientia Horticulturae, v. 234, n. 2, p.
431-444, 2018.

EVANS, D. E. Aerenchyma formation. New Phytologist, v. 161, p. 35-49, 2003.
FAHN, A. Plant Anatomy. Oxford, Pergamon Press. p.544, 1982.

FORMAN, H. J.; MAIORINO, M.; URSINI, F. Signaling functions of reactive oxygen
species. Biochemistry, v.49, p.835-842, 2010.

FOYER, C. H.; NOCTOR, G. Redox sensing and signaling associated with reactive oxygen in
chloroplasts, peroxisomes and mitochondria. Physiologia Plantarum, v. 119, p. 355-364,
2003.

FREITAS, E. V. S.; NASCIMENTO, C. W. A.; GOULART, D. F.; SILVA, J. P. Cadmium
and lead availability to corn in soil amended with phosphorus fertilizers. R. Bras. Ci. Solo, v.
33, p. 1899-1907, 2009.

GAMALEY, I. A.; KLYUBIN, I. V. Roles of reactive oxygen species: signaling and
regulation of cellular functions. Science Direct, v. 188, p. 203-255, 1999.

GEISLER-LEE, J.; CALDWELL, C.; GALLIE, D.R. Expression of the ethylene biosynthetic
machinery in maize roots is regulated in response to hypoxia. Journal of Experimental
Botany, v.61, p.857-871, 2010.

GHINI, R.; BETTIOL, W.; HAMADA, E. Diseases in tropical and plantation crops as
affected by climate changes: current knowledge and perspectives. Plant Pathology, v. 60, p.
122-132, 2011.

GICHNER, T.; PATKOVA, Z.; SZKOVA, J.; DOMNEROVA, K. Cadmium induces DNA
damage in tobacco roots, but no DNA damage, somatic mutations or homologous
recombination in tobacco leaves. Mutation Research/Fundamental and Molecular
Mechanisms of Mutagenesis, v.559, p.49-57, 2004.

GILL, S. S.; KHAN, N. A.; TUTEJA, N. Cadmium at high dose perturbs growth,
photosynthesis and nitrogen metabolism while at low dose it up regulates sulfur assimilation
and antioxidant machinery in garden cress (Lepidum sativum L.). Plant Sci, v. 182, p.112—
120, 2012.

GILL, S. S.; TUTEJA, N. Reactive oxygen species and antioxidant machinery in abiotic stress
tolerance in crop plants. Plant Physiology and Biochemistry, v. 48, p. 909-930, 2010.

GONGALVES, S.L; LYNCH, J.P. Raizes de plantas anuais: tolerancia a estresses ambientais,
eficiéncia na absorcdo de nutrientes e métodos para selecdo de gendtipos. Embrapa Soja,
ISSN: 2176-2937; n.357, 2014.



34

GOLGALVES, V. C.; MEURER, E. J.; TATSCH, F. R. P.; CARVALHO, S. A;; NETO, O.
A. S. Biodisponibilidade de cadmio em fertilizantes fosfatados. R. Brass. Ci. Solo, v. 32, p.
2871-2875, 2008.

GOW, A. J.; ISCHIROPOULOS, H. Nitric oxide chemistry and cellular signaling. Journal
of Cellular Physiology , v. 187, p. 277-282, 2001.

GUERINOT, M. L. The ZIP family of metal transporters. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA)- Biomembranes, v. 1465, p. 190-198, 2000.

GUILHERME, L. R. G. & MARCHI, G. Metais em fertilizantes inorganicos: Avaliacdo de
risco a saude apds a aplicacdo. 1. ed. S&o Paulo: ANDA, v. 1. 154 p. 2007.

GUILHERME, M. F. S.; OLIVEIRA, H. M.; SILVA, E. Cadmium toxicity on seed
germination and seedling growth of wheat Triticum aestivum. Acta Scientiarum. Biological
Sciences, v. 37, n. 4, p. 499, 2015.

GUIMARAES, M. A.; SANTANA, T. A.; SILVA, E. V.; ZENZEN, I. L.; LOUREIRO, M. E.
Toxicidade e tolerancia ao cadmio em plantas. Revista Trépica — Ciéncias Agrarias e
Bioldgicas, v. 1, n. 3, p. 58-68, 2008.

GUPTA, N.; KHAN, D. K.; SANTRA, S. C. Determination of public Health hazerd potential
of wastewater reuse in crop prodution. Worls Review of Science, Technology and
Sustainable Development, v. 7, n. 4, p. 328-340, 2010.

HALL, J. L. Cellular mechanisms for heavy metal detoxification and tolerance. Journal of
Experimental Botany, v. 53, p. 1-11, 2002.

HALLIWELL, B.; WHITEMAN, M. Measuring reactive species and oxidantive damage in
vivo and in cell culture: how should you do it and what do the results mean?. Br J
Pharmacol, v. 142, n. 2, p. 231-255, 2004.

HI, H.; GENOVESE, K. J.; NISBET, D. J; KOGUT, M. H. Synergy of CpG
oligodeoxynucleotide and double-stranded RNA (poly I:C) on nitric oxide induction in
chicken peripheral blood monocytes. Molecular Immunology, v. 44, n. 12, p. 3234-3242,
2007.

HENDGES, F. et al. Avaliacdo enzimatica e fisiologica de plantulas de milho submetidas a
seca. Rev. Bra. De Energias Renovaveis, v.4, p. 52-63, 2015.

HONG, J. K. et al. Nitric oxide function and signalling in plant disease resistance, Journal of
Experimental Botany, v. 59, n. 2, 2008.

IGAMBERDIEV, A. U.; HILL R. D. Nitrate, NO and haemoglobin in plant adaptation to
hypoxia: na alternativa to classic fermentation pathways. Journal of Experimental Botany,
v. 55, n. 408, p. 2473-2482, 2004.

ISMAEL, M.; ELYAMINE, A.; MOUSSA, M.G.; CAI, M.; ZHAO, X.; HU, C. Cadmium in
plants: uptake, toxicity, and its interactions with selenium fertilizers. Metallomics, v. 11, n. 2,
p. 255-277, 2019.



35

JIAO, X.; CHEN, W.; CHANG, A. C.; PAGE, A. L. Environmental risk of trace elements
associated with long-term phosphate fertilizers applications: a review. Environmnetal
Pollution, v. 168, p. 44-52, 2012.

KABATA-PENDIAS, A.; PENDIAS, H. Trace Elements in Soils and Plants. 3rd ed. CRC
Press, London, 2000. p.123 — 167.

KAISER, W. M, et al. 2002. Modulation of nitrate reductase: some new insights, an unusual
case and a potentially important side reaction. Journal of Experimental Botany, v. 53, p.
875-882, 2002.

KOLB, R. M.; JOLY, C. A. Flooding tolerance of Tabebuia cassinoides: metabolic,
morphological and growth responses. Flora-Morphology, Distribution, Funtional Ecology
of Plants, Oxford, v. 204, n. 7, p. 528-535, 2009.

KOPPEN, G.; VERSCHAEVE, L. The alcaline comet test on plant cell: a new genotoxicity
test for DNA strand breaks in Vicia faba root cells. Mutation Research/Fundamental and
Molecular Mechanisms of Mutagenesis, v.360, p.193-200, 1996.

KROON, H.; HUBER H, STUEFER, J. F.; GROENENDAEL, J. M. A modular concept of
phenotypic plasticity in plants. New Phytol, v. 166, n. 1, p. 73-82, 2005.

KUPPER, H.; ANDRESEN, E. Mechanisms of metal toxicity in plants. Metallomics,
Cambridge, v. 8, n. 3, p. 269-285, 2016.

KURDZIEL, B.M.; PRASAD, M.N.V.; STRZALKA, K. Photosynthesis in heavy metal
stressed plants. In: PRASAD, M.N.V. Heavy metal stress in plants: From biomolecules to
ecosystems. 2nd ed. Springer, printed in India, 2004. p.146-181.

LAMATTINA, L.; GARCIA-MATA, C.; GRAZIANO, M.; PAGNUSSAT, G. Nitric oxide:
the versatility of na extensive signal molecule. Annu. Rev. Plant Biol, v. 54, p. 109-136,
2003.

LARCHER, W. Physiological Plant Ecology. Springer-Verlag, New York. 1995.

LI, C, et al. A review on heavy metals contamination in soil: effects, sources, and remediation
techniques. Soil and Sediment Contamination, v. 28, n. 4, p. 380-394, 2019. 20009.

LASAT, M. Phytoextraction of toxic metals: a review of biological mechanisms. Journal of
Evironmental Quality, v. 31, n, 1, p. 109-120, 2002.

LI, S.; YANG, W.; YANG, T.; CHEN, Y.; NI. W. Effects of cadmium stress on leaf
chlorophyll flourescence and photosynthesis of Elsholtzia argyi — a cadmium accumulating
plant. International Journal of Phytoremediation, v. 17, p. 85-92, 2014.

LIMA, N. R. W et al. Plasticidade fenotipica. Rev. Ciéncia Elem, v. 5, n. 2, p. 1-7, 2017.
LOMBARDO, M.C.; GRAZIANO, M.; POLACCO, J.C.; LAMATTINA, L. Nitric oxide

functions as a positive regulator of root hair development. Plant Signaling and Behaviour,
v.1, p. 28-33, 2006.



36

LUX, A.; MARTINKA, M.; VACULIK, P. J. White, Root responses to cadmium in the
rhizosphere: a review, J. Exp. Bot, v. 62, p. 21-37, 2011.

MACKERNESS, S. A. H.; JOHN, C. F.; JORDAN, B.; THOMAS, B. Early signaling
components in ultraviolet-B responses: distinct roles for different reactive oxygen species and
nitric oxide. FEBS Letters, v. 489, n. 2-3, p. 237-242, 2001.

MAGALHAES, J. R.; PEDROSO, M. C.; DURZAN, D. ““Nitric Oxide Apoptosis and Plant
Stresses’’. Physiology and Molecular Biology of Plants, vol. 5, p. 115-125, 1999.

MARQUES, T. C. L. L. S. M.; SOARES, A. M.; GOMES, M. P.; MARTINS, G. Respostas
fisiologicas e anatdmicas de plantas jovens de eucalipto expostas ao cadmio. Revista Arvore,
Vicosa-MG, v. 35, n. 5, p. 997-1006, 2011.

MARTINEZ-MEDINA, A.; PESCADOR, L.; TERRON-CAMERO, L.C.; POZO, M.J.;
ROMERO-PUERTAS, M.C. Nitric oxide in plant—fungal interactions. Journal of
Experimental Botany, v. 70, p. 4489-4503, 2019.

McBRIDE, M.B. & SPIERS, G. Trace element content of selected fertilizers and dairy
manures as determined by ICP-MS. Comm. Soil Sci. Plant Anal., v.32, p. 139-156, 2001.

McGRATH, S. P.; ZHAO, F. J. Phytoextraction of metals and metalloids from contaminated
soils. Science Direct, v. 14, n. 3, p. 277-282, 2003.

MELO JUNIOR, J. C. F. & BOEGER, M. R. T. Leaf traits and plastic potential of plant
species in a lightedaphic gradient from a restinga in southern Brazil. Acta Bioldgica
Colombiana, v. 21, p. 51-62, 2016.

MISHINA, T. E.; LANB, C.; ZEIER, J. Expression of a nitric oxide degrading enzyme
induces senescence programme in Arabidopsis. Plan Cell and Environment, v. 30, p. 39-52,
2007.

MITTLER, R. Oxidative stress, antioxidants and stress tolerance. Trends in Plant Science, v.
7, p. 405-410, 2002.

MUNIZ, P.; COMA, M. J.; TERAN, J. Estrés oxidativo y dafio vascular en procesos de
hipoxia. Malondialdehido (MDA) como biomarcador de dafio oxidativo. Electron J Biomed,
V. 2, p. 46-49, 2014.

NASCIMENTO, J.B.; BARRIGOSSI, J.A. O papel das enzimas antioxidantes na defesa das
plantas contra insetos herbivoros e fitopatdgenos. Agrarian Academy, v.1, n.01; p.234, 2014.

NOCITO, F. F.; LANCILLI, C.; DENDENA, B.; LUCCHINI, B.; SACCHI, G. Cadmium
retention in rice roots is influenced by cadmium availability chelation and translocation.
Plant, Cell and Environment, v. 34, p. 994-1008, 2011.

NORVELL, W.A., WU, J., HOPKINS, D.G., WELCH, R. Association of cadmium in durum
wheat grain with soil chlorine and chelate-extractable soil cadmium. Soil Science Society of
America Journal. v. 64, p. 2162-2168, 2000.



37

PAGNUSSAT, G.C.; LANTERI, M.L.; LAMATTINA L. Nitric oxide and cyclic GMP are
messengers in the indole acetic acid-induced adventitious rooting process. Plant Physiology,
v. 132, p. 1241-1248, 2003.

PEREIRA, F. J., MAGALHAES, P. C., SOUZA, T. C., CASTRO, E. M., ALVES, J. D.
Atividade do sistema antioxidante e desenvolvimento de aerénquima em raizes de milho
“Saracura”. Pesq. Agrop. Bras, 45: 450-456, 2010.

PERFUS-BARBEOCH, L. et al. Heavy metal toxicity: cadmium permeates through calcium
channels and disturbs the plant water status. Plant Journal, v. 32, n. 4, p. 539-548, 2002.

PERNIA, B.; DE SOUSA, A. REYES, R.; CASTRILLO, M. Boimarcadores de
contaminacion por cadmio en las plantas. INCI, v. 33, n, 2. p, 112-119, 2008.

PIRES, M. F.; CASTRO, E. M.; MAGALHAES, P. C.; NETA, I. C.; MONTEIRO, A. G. D.
P. Etileno e peroxido de hidrogénio na formagdo de aerénquima em milho tolerante a
alagamento intermitente. Pesq. Agropecuaria. Bras., Brasilia, v. 50, n. 9, p. 779-787, 2015.

POMAR, I. G. M.; ERQUICIA, E. B.; COLMENA, L. T.; BARRERA, S. Q.; VARGAS, P.
L. Concentration of malondialdehyde in subjects living at high altitudes: exploratory study.
Rev. Peru. Med. Exp Salud Publica, v. 34, n. 4, p. 677-681, 2017.

POSTMA, J. Aand LYNCH, J. P. Root cortical aerenchyma enhances the growth of maize on
soils with suboptimal availability of nitrogen, phosphorus, and potassium. Plant Physiology,
v.156, p. 1190-1201, 2014.

PRASAD, M.N.V. (Ed.). Heavy metal stress in plants: From biomolecules to ecosystems.
2nd ed. Springer, printed in India, 2004. p.182-200.

PRASAD, T. K.; ANDERSON, M. D.; MARTIN, B. A.; STEWART, C. R. Evidence for
chilling-induced oxidative stress in maize seedlings and a regulatory role for hydrogen
peroxide. The Plant Cell, v. 6, p. 65-74, 1994,

PUGNAIRE, F. I, SERRANO, L., PARDOQOS, J. Constraints by water stress on plant growth.
In: Pessarakli M (ed) Hand book of plant and crop stress, 2nd edn. Marcel Dekker, Inc., New
York, pp 271-283, 1999.

RODRIGUES, A. C. D.; SANTOS, A. M.; SANTOS, F. S.; PEREIRA, A. C. C;
SOBRINHO, N. M. B. A. Mecanismos de respostas das plantas a poluicdo por metais
pesados: possibilidades de uso de macrofitas para remediacdo de ambientes aquéticos
contaminados. Rev. Virtual Quim, v. 8, n. 1, p. 262-276, 2016.

RODRIGUEZ, M. S.; MARTINEZ, N. D.; ROMERO, M. C. P.; Del RIO, L. A;;
SANDALIO, L. M. Toxicidad del cadmio en plantas. Ecosistemas, v. 17, n. 3, p. 139-146,
2008.

RODRIGUEZ-GONZALEZ, A.; TERRON-CAMERO, L. C.; ROMERO-PUERTAS, M. C.
Funciones del 6xido nitrico en la respuesta de la planta a la toxicidad por cadmio.
Ecosistemas, v. 29, n. 2, p. 1-12, 2020.



38

ROMERO-PUERTAS, M.C. et al,. Glutathione reductase from pea leaves: response to abiotic
stress and characterization of the peroxisomal isozyme. New Phytologist, v.170, p.43-52,
2006.

ROMERO-PUERTAS, M. C.; PERAZZOLLI, M.; ZAGO, E. D.; DELLEDONNE, M. Nitric
oxide signaling functions in plant-pathogen interactions. Cell Microbiology, v. 6, p. 795-803,
2004.

RODRIGUES-SERRANO, M.; MARTINEZ- DE LA CASA, N.; ROMERO-PUERTAS, M.
C.; DEL RIO, L. A,; SANDALIO, L. M. Toxicidad del cadmio en plantas. Ecosistemas, V.
17, n. 3, p. 139-146, 2008.

SACRAMENTO, B. L.; NETO, A. D. A.; ALVES, A. T.; MOURA, S. C.; RIBAS, R. F.
photosynthetic parameters as physiological indicators of tolerance to cadmium stress in
sunflower genetypes, Revista Caatinga, v. 31, n. 4, p. 907-916, 2016.

SALDIVAR, R. H. L.; ARGUELLO, B. M.; REYES, I. V. Produccidon de especies reactivas
de oxigeno en plantas elicitadas con nanoparticulas. UAAAN, p. 80-92, 2016.

SANCHEZ, C.; MATAMOROS GALINDO, M. A.; BEDMAR, E. J.; DELGADO, M. J.;
BECANA AUSEJO, M. Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno en nédulos de
leguminosas. 2011.

SCAPINELLLI, A., DEINA, F. R., JUNIOR, D. D. V., VALADAO, F. C. A., PERERIRA, L.
B. Sistema radicular e componente produtivos do girassol em solo compactado. Pesq. Agrop.
Bras, 75:474-486, 2016.

SCHUTZENDUBEL, A et al. Cadmium-induced changes in antioxidative systems, hydrogen
peroxide content, and differentiation in scots pine roots. Plant Physiology, v. 127, p. 887-
898, 2001.

SELIGMAN, K.,; SAVIANI, E.E.; OLIVEIRA, H.C.; PINTO-MAGLIO, C.AF;
SALGADOQO, I. Floral transition and nitric oxide emission during flower development in
Arabidopsis thaliana is affected in nitrate reductase-deficient plants. Plant and Cell
Physiology, v. 49, p. 1112-1121, 2008.

SERKEDIEVA, J. Antioxidant effects of plant polyphenols: a case study of a polyphenol-rich
extract from Geranium sanguineum L. In: Gupta, S.D. (Ed.) - Reactive oxygen species and
antioxidants in higher plants. Enfield, Science Publishers, p. 275-293, 2011.

SHARMA, P.; JHA, A. B.; DUBEY, R. S.; PESSARAKLI, M. Reactive oxygen species,
oxidative damage, and antioxidative defense mechanism in plants under stressful conditions.
Journal of Botany, v.2012, p.1-26, 2012.

SHAW, B.P.; SAHU, S.K.; MISHRA, R.K. Heavy metal induced oxidative damage in
terrestrial plants. In: PRASAD, M.N.V. (Ed.). Heavy metal stress in plants: From
biomolecules to ecosystems. 2nd ed. Springer, printed in India, 2004. p.84-126.



39

SINGH, H. P.; BATISH, D.. R.; KAUR, G.; ARORA, K.; KOHLI, R. K. Nitric oxide (as
sodium nitroprrusside) supplementation ameliorates Cd toxixity in hydroponically grown
wheat roots. Environmental and Experimental Botany, v. 63, p. 158-167, 2008.

SLESAK, I.; LIBIK, M.; KARPINSKA, B.; KARPINSKI, S.; MISZALSKI, Z. The role of
hyrogen peroxide in regulation of plant metabolism and celular signalling in response to
enviromental stresses. Acta Biocimica Polonica, Warszawa, v. 54, N. 1, p. 39-5, 2007.

SOTELO, P. A. et al. Sublethal effects of antibiosis resistance on the reproductive biology of
two spittlebug (Hemiptera: Cercopidae) Species affecting Brachiaria spp., Journal of
Economic Entomologia, v. 101, Ed 2,1, p. 564-568, 2008.

SOUZA, F. R.; BERGAMIN, A. C.; VENTUROSO, L. R.; VIERA, M. C.; PELLIN, D. M.
P.; MONTANARI, R. Estrutura anatomia de raizes de cana de agUcar cultivada em solo
compactado. Pesq. Agrop. Bras, 6:423-428, 2013.

SOUZA, T.C. de; CASTRO, E.M. de; PEREIRA, F.J.; PARENTONI, S.N.; MAGALHAES,
P.C. Morpho-anatomical characterization of root in recurrent selection cycles for flood
tolerance of maize (Zea mays L.). Plant Soil Environment, v.55, p.504-510, 2009.

SOUZA, T.C. de; MAGALHAES, P.C.; PEREIRA, F.J.; CASTRO, E.M. de; PARENTONI,
S.N. Morpho-physiology and maize grain yield under periodic soil flooding in successive
selection cycles. Acta Physiologiae Plantarum, v.33, p.1877-1885, 2011.

SOUZA, V. L., et al. Efeitos do cadmio na anatomia e na fotossintese de duas macrofitas
aquéticas. Acta bot. Bras, v. 23, n. 2, p. 343-354, 2009.

SRIDHAR, B. B. M.; DIEHL, S.V.; HAN, F. X.; MONTS, D. L. & SU, Y. Anatomical
changes due to uptake and accumulation of Zn and Cd in Indian mustard (Brassica juncea).
Environmental and Experimental Botany, v. 54, p. 131-141, 2005.

STEFFENS, B.; RASMUSSEN, A. The Physiology of adventitious roots. Plant Physiolgy,
170: 603-617, 2016.

SUN, et al. ROS systems are a new integrated network for sensing homeostasis and alarming
stresses in organelle metabolic processes. Redo Biologia, p. 01-21, 2020.

TIAN, Q. Y.; SUN, D. H.; ZHAO, M. G.; ZHANG, W. H. Inhibicion of nitrico oxide sentase
(NOS) hundirles aluminum-induced inhibition of root elongation in Hibiscus moscheutos.
New Phytologist, v. 174, p. 322-331, 2007.

TOPPI, L.S.; LAMBARDI, M.; PAZZAGLI, L.; CAPUGGI, G.; DURANTE, M. &
GABBRIELLI, R. Response to cadmium in carrot in vitro plants and cell suspension cultures.
Plant Science, v. 137, p.119-129, 1998.

VALLADARES, F et al. The effects of phenotypic plasticity and local adaptation on
forecasts of species range shifts under climate change. Ecology Letters, v. 17, p. 1351-1364,
2014.



40

VECCHIA, F. D.; LAROCCA, N.; MORO, I.; DE FAVERI, S.; ANDREOLLI, C.; RASCIO,
N. Morfhogenetic ultrastructural and physiological damages suffered by submerged leaves of
Elodea canadensis exposed to cadmium. Plant Science, v. 168, p. 329-338, 2005.

VERBRUGGEN, N.; HERMANS, C.; SCHAT, H. Mechanisms to cope with arsenic or
cadmium excess in plants, Curr. Opin. Plant Biol, v. 12, p. 364-372, 2009.

WANG, Y. S.; YANG, Z. M. Nitric oxide reduces aluminum toxicity by preventing oxidative
stress in the roots of Cassia tora L. Plant Cell Physiology, v. 46, p. 1915-1923, 2005.

WANG, H. H.; HUANG, J. J.; BI, Y. R. Nitrate reductase-dependent nitric oxide production
iIs involved in aluminum tolerance in red kidney bean roots. Plant Science, v. 179, n. 3, p.
281-288, 2010.

WENDEHENNE, D.; DURNER, J.; KLESSIG, D.F. Nitric oxide: a new player in plant
signalling and defence responses. Current Opinion in Plant Biology, v. 7, p. 449-455, 2004.

YAMAUCHI T, et al. Ethylene biosynthesis is promoted by very-long-chain fatty acids
during lysigenous aerenchyma formation in rice roots. Plant Physiol, v. 169, p. 180-193,
2015.

YAMAUCHI T.; FUKAZAWA A.; ANAKAZONO M. METALLOTHIONEIN genes
encoding ROS scavenging enzymes are down-regulated in the root cortex during inducible
aerenchyma formation in rice. Plant Signal & Behavior, v. 12, n. 11, p. 1-4, 2017a.

YAMAUCHI, T.; COLMER, T. D.; PEDERSEN, O.; NAKAZONO, M. Regulation of root
for internal aeration and tolerance to soil waterlogging-flooding stress. Plant Physiology, v.
176, n. 2, p.1118-1130, 2018.

ZENG, F. et al., Cadmium accumulation in plants: Insights from physiological/molecular
mechanisms to evolutionary biology. Authorea, p. 1-25, 2020.

ZHANG, Y.; WANG, L.; LIU, Y.; ZHANG, Q.; WEI, Q.; ZHANG, W. Nitric oxide enhances
salt tolerance in maize seedlings through increasing activities of proton-pump and Na+ / H+
antiport in the tonoplast. Planta, v. 224, p. 545-555, 2006.

ZHAO, M. G.; TIAN, Q. Y.; ZHANG, W. H. Nitric oxide synthase-dependent nitric oxide
prodution is associated with salt tolerance in Arabidpsis. Plant Physiology, v. 144, p. 206-
217, 2007.



41
SEGUNDA PARTE - ARTIGOS
ARTIGO 1 - ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E OXIDO NIiTRICO NA

FORMACAO DE AERENQUIMA RADICULAR EM PLANTAS DE MILHO
SARACURA

Artigo redigido conforme a NBR 6022 (ABNT, 2018) e formatado de acordo com o Manual da
UFLA de apresentacgdo de teses e dissertaces.



42

RESUMO

O desenvolvimento de aerénquima radicular € importante, para plantas sobreviverem a
diferentes tipos de estresses ambientais, como o alagamento, seca, alteragfes nutricionais e
metais pesados. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o papel do cadmio (Cd) e do
oxido nitrico (NO), no desenvolvimento de aerénquima radicular, em plantas de milho
saracura e outras modificacGes anatdmicas e do sistema antioxidante associadas ao processo.
As plantas de milho foram submetidas ao alagamento permanente por 30 dias e sob diferentes
concentragdes de nitrato de cadmio Cd (NOgz), sendo 0, 10 e 50 puM; e nitroprussiato de sodio
Naz[Fe (CN)sNO].2H,0, como doador de oxido nitrico (NO), nas concentragdes de 0,05; 0,1
e 0,2 uM. As plantas foram mantidas em solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon a 40% da
forga ionica. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
3x3 com cinco repeticdes. As seguintes variaveis foram analisadas: biometria das raizes,
quantificacdo do H,O, e malondialdeido, a atividade das enzimas catalase, superoxido
dismutase e ascorbato peroxidase, desenvolvimento de aerénquima e outros parametros da
anatomia radicular. O aumento das concentra¢des tanto de Cd quanto do NO reduziram a
massa seca das raizes. O Cd promoveu estresse oxidativo nas raizes aumentando a producao
de malondialdeido, contudo o NO ndo teve efeito neste parametro. O NO reduziu a
quantidade de H,O, nas raizes. O Cd ndo promoveu modificacdes na atividade da peroxidase
do ascorbato, mas aumentou a atividade da catalase. O NO reduziu a atividade da superoxido
dismutase e aumentou a atividade da catalase, mas néo teve efeito na peroxidase do ascorbato.
O Cd estimulou o desenvolvimento de aerénquima com 0 aumento da area e propor¢do deste
tecido no cortex radicular, enquanto o NO teve efeito contrério, inibindo a formacdo desse
tecido. O Cd e o NO promoveram modificacdes nas espessuras das barreiras apoplasticas e
outros tecidos radiculares. O Cd estimula a producdo de espécies reativas de oxigénio que
estimulam o desenvolvimento de aerénquima radicular no milho saracura, o NO reduz a
formacdo de espécies reativas de oxigénio, principalmente o H,0O, reduzindo o
desenvolvimento de aerénquima.

Palavras-chave: Anatomia radicular. Nitroprussiato de s6dio. 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), being 0, 10 and 50 uM; and
sodium nitroprusside Na, [Fe(CN)sNO].,H,0 as donor of nitric oxide (NO) in concentrations
of 0.05; 0.1 and 0.2 uM. 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 H,O, 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 H,O, 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 H,O,, reducing aerenchyma development.

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

Estudos tém relatado o desenvolvimento de aerénquima cortical radicular, em plantas
sob a influéncia de alagamento (PEREIRA et al., 2008; 2010), compactacdo de solo
(BERGAMIN et al., 2010; SCAPINELLI et al., 2016; SOUZA et al., 2013), seca e restri¢do
de fosforo (DIAZ et al., 2018), nutricdo mineral (COELHO et al., 2006; POSTMA and
LYNCH, 2011; STEFFENS and RASMUSSEN, 2016) e contaminacdo por Cd (LI et al.,
2019). O desenvolvimento de aerénquima € uma adaptacdo que permite as plantas ter maior
tolerancia a baixas disponibilidades de oxigénio (COAN et al., 2002), facilita a difusédo
interna de gases (COLMER, 2003) e reduz custos metabdlitos para o crescimento (DIAZ et
al., 2018). A formacdo desse tecido pode ser induzida pela morte celular das células corticais
(YAMAUCHI, et al., 2017).

A formacdo de aerénquima lisigeno é estimulada pela hipdxia, mediante a producéo de
etileno, que induz a morte celular programada (PIRES et al., 2015; YAMAUCHI, et al.,
2017). No entanto a reducdo do oxigénio induz a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) como o peroxido de hidrogénio (H.0,) (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2020).
Em baixos niveis, as EROs agem como sinalizadoras, em respostas ao estresse, porém geram
estresse oxidativo em altas concentracbes (ROMERO-PUERTAS et al., 2019). Os estresses
ambientais promovem um desequilibrio metabdlico as plantas (FORMSsAN et al., 2010; LIU,
et al., 2020), produzindo moléculas instaveis e altamente reativas, como o perdxido de
hidrogénio H,0, e 6xido nitrico (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 superdxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX), sdo parte
do sistema antioxidante enzimatico e reduzem o estresse oxidativo (NASCIMENTO &
BARRIGOSSI, 2014; SALVIDAR et al., 2016). A presenca de estresse oxidativo, causado
por fatores abidticos como o Cd, produto do resultado de atividades antropogénicas
(EDELSTEIN & BEM-HUR, 2018), afeta processos fisioldgicos, metabdlicos e bioquimicos,
provocando alteragdes estruturais nas plantas (KASIM, 2006).

O NO é uma molécula gasosa capaz de se difundir por intermédio das membranas
celulares (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2020), atuando na protecdo contra estresse
oxidativo e sinalizacdo 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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acumulo de chumbo em gergelim (AMOOAGHAEI et al., 2017) e de arsénio em arroz
(SINGH et al., 2017). O NO desenvolve importante funcdo na regulacdo da toxicidade das
EROs (PIRES et al., 2016), pelo aumento da atividade de enzimas antioxidantes (TERRON-
CAMERO et al., 2019). As EROs e 0 NO sdo necessarios 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 formacdo de aerénquima lisigeno. Niveis
reduzidos de NO podem reduzir a formacédo de aerénquima em plantas cultivadas sob aménio
(Wang, et al., 2013).

Em raz8o da importancia do 6xido nitrico, como uma molécula multifuncional e
citoprotetora, é de importancia nos processos fisiologicos, anatbmicos e bioquimicos nas
plantas. A hipdtese deste trabalho € que o H,O, pode estimular a formacgédo de aerénquima
enguanto o NO atua como um antagonista no processo por reduzir a formacdo de EROs. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o papel do Cd na producdo de H,O, e a relacdo com a
formacéo de aerénquima e crescimento radicular, utilizando o NO como um antagonista do

estresse oxidativo nas raizes de milho e do processo de formacéo de aerénquima cortical.
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2 MATERIAL E METODOS

O material vegetal consistiu em plantulas 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 vegetacdo 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 a capacidade de campo. Plantulas de aproximadamente 10 cm de altura
foram transferidas para vasos plasticos, preenchidos com 3 L de vermiculita e irrigados a
capacidade de campo por 15 dias, para a aclimatacdo das plantulas. Apos esse tempo, 0
substrato foi alagado, formando uma lamina de 1 cm acima do nivel da vermiculita. De sete
em sete dias, foram aplicados: Cd (NOs), a 0, 10 e 50 puM; e Na, [Fe (CN)sNO].2H ,0 como
doador de NO a 0,05; 0,1 e 0,2 uM e, também, foi aplicada solucdo nutritiva (Hoagland e
Arnon, 1950) a 40% da forca i6nica. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 3x3 com cinco repeticdes.

Ap6s 30 dias de experimento, raizes foram coletadas e a massa fresca foi medida em
balanca analitica, posteriormente, as raizes foram secas em estufa a 60°C por 72 horas e a
massa seca foi mensurada em balanca analitica. Parte das raizes ainda frescas foi coletada em
nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C até a data das analises bioquimicas, e raizes
completas foram coletadas aos 30 dias e fixadas em F.A.A. 70% (formaldeido: &cido acético:
etanol 70%, 0,5: 0,5: 9.0 v v'*), por 72 h (JOHANSEN, 1940) e armazenadas em etanol 70%
até a analise anatdmica.

Posteriormente, 200 mg de raizes foram maceradas em solucdo de 1500 uL, contendo
polivinilpolipirrolidona (PVPP) e &cido tricloroacético (TCA) 0,1%. Em seguida, foi
centrifugada a 12000 g por 15 min, a 4°C; o sobrenadante foi coletado e mantido a -20° C até
a data das andlises.

Para a quantificacdo do H,O, foram retirados 45 pL do sobrenadante e adicionados a
45 uL de tampéo fosfato de potassio 10 mM, pH 7, 90 L iodeto de potassio 1 M. Uma curva
padrdo de perdxido de hidrogénio foi preparada com uma solugdo 250 uM de H,0,. As
amostras foram avaliadas em duplicata em espectrofotémetro a 390 nm (VELIKOVA et al.,
2000).

Para a quantificacdo do malondialdeido (MDA), 125 pL do sobrenadante foram

adicionadas a 250 pL de solucgéo de acido tiobarbitarico 0,5% e acido tricloroacético 10% a
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95° C por 30 min. As amostras foram colocadas em placa em duplicata e a reacédo paralisada
por esfriamento rapido e realizada a leitura em espectrofotdmetro a 535 e 600 nm (BUEGE e
AUST, 1978).

Para a extracdo CAT, APX e SOD, 200 mg de raizes foram macerados em nitrogénio
liqguido e PVPP, o material foi adicionado a 1.500 yL de tampédo de extracdo: fosfato de
potéssio 400 mM, pH 7.8 (375 pL); EDTA 10 mM (15 pL); acido ascorbico 200 mM (75 pL),
agua destilada (1.035 pL). A solucdo foi centrifugada a 13.000 g por 10 min e 4° C,
coletando-se o sobrenadante que foi armazenado a -20° C (BIEMEL et al., 1998).

A atividade da CAT foi avaliada, utilizando-se tampéo fosfato de potéassio 200 mM,
pH 7.0 (90 pL), agua destilada (72 pL) e H,O, 250 mM (9 uL), por reacdo. Foram pipetados
6 uL da amostra, em triplicata, e a absorbancia foi avaliada em espectrofotdmetro a 240 nm
de 15 em 15 segundos durante 3 min (HAVIR E MCHALE, 1987).

A atividade da APX foi avaliada, utilizando-se tampdo fosfato de potassio 200 mM,
pH 7.0 (90 pL), acido ascoérbico 10 mM (9 uL), agua destilada (63 pL) e peréxido de
hidrogénio 2 mM (9 pL). Foram pipetados 6 pL da amostra e avaliada em espectrofotdmetro
a 290 nm de 15 em 15 segundos por trés minutos (NAKANO e ASADA, 1981).

A atividade da SOD foi avaliada, utilizando-se tampéo fosfato de potéassio 100 mM,
pH 7.8 (100 pL); metionina 70 mM (40 pL); EDTA 10 uM (3 pL); agua destilada (30 pL);
NBT 1 mM (15 pL) e riboflavina 0,2 mM (2 pL). Foram adicionados 6 pL da amostra, em
triplicata, logo depois, as amostras foram iluminadas durante 7 min, e a absorbancia avaliada
em espectrofotbmetro a 560 nm (GIANNOPOLITIS e RIES, 1977).

Para as andlises anatdmicas, cortes transversais da regido pilifera das raizes (10 cm
distante do apice) foram realizados manualmente. Os cortes foram clarificados em hipoclorito
de sodio 50% (v v'), lavados em agua destilada, durante 10 minutos e corados em safrablau
(1% de safranina e 0,1% de azul de astra na proporc¢do de 3:7), sendo confeccionadas laminas
semipermanentes em glicerol 50% (KRAUS E ARDIUM, 1997).

Foi confeccionada uma lamina por repeticdo, na qual nove campos de nove sec¢des
diferentes foram analisados. Imagens foram obtidas em microscopio Olympus CX31
(Olympus, Tokyo, Japdo) e analisados no programa de imagens ImageTool, verséo 3.0
(UTHSCSA, San Antonio, EUA). Os parametros avaliados foram: espessura da epiderme,
espessura do cortex, proporcdo do cortex, espessura da endoderme, diametro de vasos de
xilema e proporcéo do cilindro vascular e proporcao de aerénquima radicular.

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

duplicada, triplicata ou para os diferentes campos avaliados para os dados anatdbmicos. Os
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dados foram submetidos a analise de variancia, e as médias foram avaliadas pelo teste de
Scott-Knott a 0,05 ou regresséo, utilizando-se o software Sisvar 5.3 (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS

N&o houve interacdo para a massa seca radicular entre os fatores avaliados (p>0.05),
sendo que o Cd e o NO promoveram reducao na massa seca radicular do milho (Fig. 1A e B).
Para a massa fresca, ocorreu interagdo entre Cd e NO. Na concentra¢do de 0.05 pM de NO,
ndo houve efeito do Cd na massa fresca, contudo, nas maiores concentracdes de NO, maiores
concentracdes de Cd reduziram esse parametro nas raizes de milho (Fig. 1C). Além disso, nas
concentracdes de 0 e 10 uM de Cd, maiores concentracdes de NO ndo afetaram a massa
fresca radicular, mas, na concentracdo de 50 puM de Cd, maiores concentracdes de NO
reduziram esse parametro nas raizes do milho (Fig. 1C).

Figura 1 - Biometria das raizes de milho submetidas a diferentes concentracdes de Cd (A),
oxido nitrico (B) e a interacdo desses fatores (C).
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(A e B). As médias seguidas de mesma letra maitscula (Cd) e minascula (NO) ndo diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott para p<0,05 (C). Barras: o erro padrao.

N&o houve interacdo das concentracdes de Cd e NO para o conteudo de H202 ou
MDA (p>0.22). O Cd ndo promoveu modificacdes significativas no conteudo de H202 (Fig.
2A), contudo maiores concentragdes de NO reduziram gradualmente esse parametro (Fig.

2B). O Cd aumentou o conteudo de MDA proporcionalmente a concentragcdo do metal (Fig.
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2C) enquanto o NO n&o teve efeito significativo nesse parametro nas raizes de milho (Fig.

2D).

Figura 2 - Indicadores de estresse oxidativo em raizes de milho saracura submetidas a
diferentes concentragdes de Cd (A, C) e dxido nitrico (B, D).
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Barras: o0 erro padrao.

N&o houve interacdo entre as concentracdes de Cd e NO, para a atividade da APX e
SOD (p>0,59), mas houve interacdo para a atividade da CAT (p<0.0001). O Cd e NO néo
promoveram modificacdes significativas na atividade da APX (Fig. 3A e B). O Cd também
ndo modificou significativamente a atividade da SOD (Fig. 3C), mas o0 NO promoveu uma
reducdo na atividade dessa enzima proporcional a concentracdo do composto (Fig. 3D). Além
disso, o Cd ndo promoveu modificagdes significativas na atividade da CAT, nas
concentracdes de 0.05 e 0.1 uM de NO, mas aumentou a atividade da enzima na concentracao
de 0,02 uM de NO (Fig. 3E). Nas concentracdes de 0 e 10 uM de Cd, o aumento das
concentragdes de NO ndo promoveu modificacdes significativas na atividade da CAT, mas

sob 50 uM de Cd, 0.02 uM de NO aumentou a atividade da enzima (Fig. 3E).
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Figura 3 - Atividade de enzimas do sistema antioxidante em raizes de milho saracura
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si pelo teste de Scott-Knott para p<0,05 (E). Barras: o erro padrao.

Todas as variaveis anatdmicas apresentaram interacdo entre Cd e NO. Na

concentracdo de 0,05 NO, o Cd promoveu um aumento na area de aerénquima em relacdao ao

tratamento sem esse metal (Fig. 4A). A concentracdo de 10 uM de Cd aumentou a area de

aerénquima, na concentracdo de 0,1 pM de NO, mas 50 uM de Cd reduziu esse parametro

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

na auséncia de Cd, maiores concentracdes de NO aumentaram a area de aerénquima, mas, na

presenca de Cd, o 0,2 uM de NO reduziu a area de aerénquima (Fig. 4A). Maiores
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concentragfes de Cd também aumentaram a proporcdo de aerénquima nas menores
concentragdes NO (0,05 e 0,1), contudo 0,2 uM de NO impediram o aumento na proporcao de
aerénquima promovido pelo Cd (Fig. 4B). O aumento no NO aumentou a proporcdo de
aerénquima, na auséncia de Cd, porém, na presenca de 10 uM de Cd, apenas a concentracdo
de 0,1 uM de NO aumentou a proporc¢do de aerénquima, enquanto sob 50 uM de Cd o NO
ndo teve efeito nesse pardmetro (Fig. 4B).

Figura 4 - Modificagdes no aerénquima cortical em raizes de milho submetidas a diferentes
concentragdes de Cd e dxido nitrico.
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Figura 5 - Modificacdes no aerénquima cortical em raizes de milho saracura submetidas a
diferentes concentragdes de Cd e dxido nitrico. 0 Cd (A, B, C); 10 uM Cd (D, E,
F); 50 uM Cd (G, H, I) e 0,05 uM NO (A, D, G); 0,1 uM NO (B, E, H); 0,2 uM
NO (C, F, I).
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O Cd aumentou a espessura da epiderme, nas menores concentracdes de NO, todavia,
sob 0,2 UM de NO, o Cd reduziu esse parametro nas raizes de milho (Fig. 6A). Maiores
concentracdes de NO aumentaram a espessura da epiderme, na auséncia de Cd, enquanto
promoveram oscilacdes na presenca do metal, mas com valores semelhantes ao controle (Fig.
6A). Maiores concentracbes de Cd aumentaram a espessura e propor¢do do cortex, nas
menores concentracbes de NO, entretanto, sob 0,2 pM de NO, o metal ndo teve efeito
significativo (Fig. 6B e C). Sob 0,05 uM de NO, o aumento do Cd ndo modificou
significativamente a espessura do cortex, mas o metal reduziu este parametro nas maiores
concentragdes de NO (Fig. 6B e C). A concentragdo de 50 uM de Cd aumentou a espessura da
endoderme, nas raizes de milho nas menores concentraces de NO, contudo, sob 0,02 uM de
NO, ndo houve efeito significativo do Cd (Fig. 6D). Na auséncia de Cd, as maiores
concentracdes de NO aumentaram a espessura da endoderme, contudo, na presenca do metal,
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maiores concentracdes de NO reduziram esse parametro (Fig. 6D). O Cd aumentou o
didmetro dos vasos de xilema, nas menores concentragdes de NO, mas reduziu esse parametro
na concentracdo de 0,2 UM de NO (Fig. 6E). O NO ndo modificou o didmetro de vasos do
xilema na auséncia de Cd, mas 0,2 UM de NO reduziram esse parametro sob 10 uM do metal
e 0,1 uM de NO aumentou essa varidvel sob 50 uM de Cd (Fig. 6E). O Cd ndo promoveu
modificagOes, na proporcéo do cilindro vascular na menor concentragédo de NO, mas reduziu
esse parametro nas maiores concentracdes (Fig. 6F). O NO promoveu um aumento seguido de
reducdo na proporc¢do do cilindro vascular, nas concentracdes de 0 e 50 uM de Cd, mas nao

teve efeito na concentragdo de 10 uM do metal (Fig. 6F).

Figura6 - Modificacbes anatdbmicas em raizes de milho submetidas a diferentes
concentracdes de Cd e dxido nitrico.
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4 DISCUSSAO

A reducdo 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 presenca
de altas concentracdes 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 ¢ alocado, em
maiores concentragdes no sistema radicular, reduzindo a quantidade desse poluente que é
transportado para as folhas (RODRIGUEZ-SERRANO et al., 2009). A toxicidade do Cd
afeta a producdo de biomassa tanto radicular e da parte aérea das plantas, limitando seu
crescimento e desenvolvimento (BOFFE et al., 2017). Portanto a reducdo do crescimento
radicular pela adicdo de Cd é uma resposta esperada no milho, porém o NO promoveu efeito
semelhante na massa seca quando em altas concentraces.

E importante ressaltar que o NO, na concentragdo de 0,05 puM, inibiu a toxicidade do
Cd na massa fresca radicular do milho. Dessa forma, baixas concentracbes de NO
demonstram exercer protecdo aos efeitos do Cd, enquanto altas concentracdes de NO podem
atuar como agente estressante para as raizes de milho. A reducdo de crescimento promovida
pelo NO pode estar relacionada a menor formacdo de aerénquima radicular, nas plantas de
milho, o que promove estresse por hipdxia. Conforme Kotapati et al. (2017), a utilizacdo do
nitroprussiato de sodio, como doador de NO, inibiu a toxicidade do niquel e aumentou a
proporcdo de massa fresca e seca nas raizes e brotos de milheto. Estudos feitos com arroz,
Singh et al. (2017) e trigo, Tian e Lei. (2006), tém demonstrado que baixas concentragdes de
NO estimulam o crescimento e o aumento de biomassa radicular por reduzir a producdo de
EROs. Segundo Dusse et al. (2003), as altas concentragdes 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 concentragdes, 0 NO pode reduzir a toxicidade do Cd
para a raiz, mas também causa estresse em altas concentracoes.

O Cd ndo aumentou significativamente o conteldo de H,0O, nas raizes de milho, no
entanto esse resultado € interessante e estd relacionado com outras das caracteristicas
avaliadas. O estresse oxidativo é causado por diferentes EROs, como o superédxido (O;-) e
ndo apenas pelo H,O,. O O,-" é considerado como uma das principais EROs produzidas
indiretamente pelo Cd (GUPTA et al., 2016). O Cd gera radicais livres de forma indireta, pela
ligagdo de residuos sulfridrilicos, produzindo indiretamente espécies reativas de oxigénio

(WAALKES 2003). As EROs inibem enzimas e causam danos a membranas, prejudicando a
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cadeia respiratdria e o crescimento (GUPTA et al., 2016; SANDALIO et al., 2012). O Cd
certamente promoveu estresse oxidativo nas raizes de milho, pois o MDA aumentou
significantemente e esse composto esta relacionado com a destruicdo das membranas
celulares pelo estresse oxidativo e houve significativa reducdo de crescimento do 6rgéo.
Segundo Gutiérrez-Martinez et al. (2020), o Cd aumenta os niveis de MDA e H,O, em
plantas de feijdo, em funcdo do estresse oxidativo. No caso das raizes de milho, a auséncia
efeito do Cd, no acimulo de H,O, pode estar relacionado com a presenca de NO em todos 0s
tratamentos.

O NO reduziu o contetdo de H,0, nas raizes de milho e ndo promoveu acimulo de
MDA. E importante destacar que o NO reduz o estresse oxidativo por diminuir o contetido de
H.0, nas raizes de milho, indicando que o0 aumento nos niveis de MDA promovido pelo Cd
tem relacdo com outras EROs. Segundo Gadelha et al. (2017), em Jatropha curcas, o NO
também reduz o contetdo de H,O,. O NO pode reduzir a producdo de EROs induzidas por
metais pesados de duas maneiras: primeira, por ser um radical livre, 0 NO pode neutralizar as
EROs reagindo com elas; a segunda forma é realizando uma sinalizacdo que estimula o
sistema antioxidante (SINGH et al., 2017). No caso das raizes de milho, o NO parece ter
agido diretamente na reducdo de H,O, por estimular a atividade da CAT que reduz essa
substancia.

A atividade da APX ndo foi alterada pelo Cd ou NO e a SOD néo foi modificada pelo
Cd. O NO, contudo reduziu a atividade da SOD o que pode ter tido efeito também na reducéo
do contetdo de H,0,. A auséncia de efeito do Cd na SOD foi também observada em rabanete
(VITORIA et al., 2001), girassol (LASPINA et al., 2005), café (GOMES-JUNIOR et al.,
2006), entre outras espécies. A SOD consome O,-~ como substrato, produzindo H,O, (Moller
et al. 2007), e isso indica que, como o NO reduziu a atividade da SOD, promoveu a reducédo
no conteido de H,O,. Além disso, o NO atuou na reducdo do contetido de H,O, por aumentar
a atividade da atividade da CAT, que consome H,O, como substrato, produzindo &gua e
oxigénio (Moller et al., 2007). Portanto o NO gerou duas respostas que claramente reduziram
o contetido de H,0, que foram a reducio da atividade da SOD e aumento na CAT. E possivel
atribuir aumento no MDA nas raizes de milho a um acimulo de O,-" ou outras EROs e ndo ao
H,0,.

E importante destacar que o desenvolvimento de aerénquima cortical, nas raizes do
milho, demonstrou ter sido diretamente influenciada pelo conteddo de H,O, neste
experimento. Neste contexto, a formacdo de aerénquima foi aumentada pelo Cd e reduzida

pelo NO, mas pela influéncia desses compostos na producdo de H,O,. A formacdo de
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aerénquima radicular, nas plantas de milho saracura, é indispensavel para tolerar ambientes
sob hipoxia (PEREIRA et al., 2008, 2010). Entende-se que a formagdo desse tecido € induzida
por estresses ambientais que estimulam a producéo de etileno, que regula a producao de EROs
levando a morte celular programada (GEISLER-LEE et al., 2010; PIRES et al., 2015). O
presente trabalho ndo questiona essa formacéo, mas acrescenta uma importante novidade que
é o papel direto do H,O, na formacdo do tecido, e metais pesados ou outros fatores, que
geram esse composto, estimulam a formacdo de aerénquima radicular, enquanto moléculas
inibidoras reduzem a formacéo do tecido. A formacédo de H,O, pode ocorrer nas mitocéndrias,
transferindo elétrons para o O, e formando O, que, posteriormente, recebe mais elétrons e €
convertido para H,O; ou € usado pela SOD que também gera H,O, como produto (RAJHI and
MHADHBI, 2019; Moller et al., 2007). O H,0, atua como sinalizador necessario, para a
morte celular programada induzida por etileno e é suficiente para promové-la (STEFFENS &
SAUTER, 2009; STEFFENS, et al., 2011; NI et al., 2019). Segundo Steffens et al., (2011), o
H.O, pode influenciar a morte celular programada e, consequentemente, o aerénguima
lisigeno em caules de arroz. Segundo BASU et al. (2020), EROs e espécies reativas de
nitrogénio podem regular a morte celular programada, facilitando a formacéo de aerénquima
lisigeno em raizes de arroz. Dessa forma, a formacéo de aerénquima radicular nas plantas de
milho estd diretamente relacionada com a concentracdo de H,O, nas raizes da planta e é
estimulada pelo Cd e reduzida pelo NO.

O aumento da espessura da epiderme e endoderme, na presenca do Cd e NO, mostra
plasticidade da raiz para a reducdo da absorcao de Cd. A epiderme pode atuar como tecido de
acumulo de cadmio e evitar sua alocacdo nos tecidos internos da raiz. Segundo Marques et al.
(2011), o aumento na espessura da epiderme pode ampliar o papel de filtro biol6gico para os
ions metalicos 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 modificacdo
benéfica as raizes de milho saracura. Segundo Li et al., (2019), quando a endoderme apresenta
um aumento da suberina, retém mais Cd nas raizes, reduzindo o transporte desse metal. E
importante ressaltar que maiores concentragdes de NO reduziram a espessura da epiderme e
endoderme, demonstrando um efeito antagonico a sinalizacdo pelo Cd que estimula o
espessamento desses tecidos. Como a espessura da epiderme tende a aumentar apenas na
presenca de maiores concentracdes de NO e auséncia do Cd, isso indica que o NO adota uma
funcdo protetora na presenca de Cd, mas causa estresse, em altas concentragcfes, na auséncia

desse metal.
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O cortex, além de ser a maior regido na raiz, serve como uma barreira para a absor¢do
de Cd, pois é um local para a alocacdo do metal nas células da raiz. A presenca de Cd tende a
aumentar a espessura do cértex, com o propoésito de ter maior distancia ao movimento de ions
pela raiz, reduzindo a absorcdo de poluentes, além de permitir e se alocar o Cd na raiz,
evitando problemas na parte aérea. Efeito semelhante foi observado em plantas sob
contaminacgdo por Cd (QI et al., 2020), mercdrio (WANG et al., 2015) e chumbo (RIBEIRO et
al., 2015). O espessamento das barreiras apoplasticas esta relacionado com o acumulo de
metais pesados no sistema radicular (SHARMA &DUBEY, 2005). Porém as maiores
concentragcdes de NO atuam como inibidor do estresse causado pelo Cd e, consequentemente,
reduziu as espessuras das barreiras apoplasticas, podendo favorecer a absorcdo de Cd. A
reducdo da proporcdo do cortex pode beneficiar no aumento do fluxo de agua e nutrientes,
tornando-o mais funcional (CORREA et a., 2017), contudo isso facilita a absor¢do de Cd.
Estudos demostram que o NO pode reduzir a toxicidade por Cd, além de incrementar a
tolerancia das plantas a esse metal (RODRIGUEZ-GONZALES et al., 2020; ROMERO-
PUERTAS et al., 2019). Nas concentracfes menores de Cd, o NO estimulou o0 aumento da
proporcéo e espessura do cortex, com o objetivo de diminuir a absorcdo e transporte de
grandes quantidades de Cd. Segundo Qi et al. (2020) observaram, em plantas de arroz, ocorre
maior acimulo de Cd nas barreiras apoplasticas radiculares. Percebe-se que, em funcdo do
NO possuir um efeito antagénico ao Cd, as respostas radiculares que, normalmente, evitariam
a absorcdo do poluente (aumento da espessura do cortex, epiderme e endoderme) sao
revertidos pelo NO, permitindo maior entrada de Cd nas plantas em altas concentracdes de
NO. Dessa forma, parte da redugdo de crescimento radicular, promovido por maiores
concentracfes de NO, também, decorre desse efeito, que pode ser evitado, aplicando-se
menores concentracles dessa molécula.

A funcdo das barreiras apoplasticas é bloquear o transporte radial de dgua e de solutos,
reduzindo assim a translocacdo de ions dissolvidos ao xilema e, posteriormente, seu transporte
para a parte aérea da planta (KRESZIES et al., 2018; QI et al., 2020). Embora maiores
concentragfes de Cd aumentam a proporcao do cortex, que significa que a raiz apresenta uma
estrutura mais fina com um cortex maior, esse aumento do cdrtex serve como uma estratégia
de defesa, para reduzir o fluxo de Cd ao interior das plantas de milho saracura. No entanto
maiores concentracdes de NO diminuiram a proporcdo do cortex. O NO desenvolveu um
papel antagdnico na presenca do Cd, no qual funcionou como um agente inibidor dos efeitos
do Cd deixando mais susceptiveis as raizes de milho saracura. Pesquisas tém relatado a

funcdo do NO como agente protetor e inibidor dos danos da toxicidade do Cd e outros metais
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altamente contaminantes (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2020). E importante a regulagéo
dos niveis de NO exdgeno, j& 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, a medida que aumentavam as concentracfes de Cd, em
funcdo a menores concentracdes de NO, a espessura desse tecido aumentava com o proposito
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 apoplasticas sub estresse de Cd. No
entanto esse aumento da espessura da endoderme exerce uma funcéo importante a retencéo do
Cd na raiz, diminuindo o transporte desse metal para os 6rgdos aéreos da planta (KRESZIES
et al., 2018; QI et al., 2020), além disso, esse tecido pode apresentar espessamento em
condicdes de estresse (PEREIRA et al., 2008). Essas modificacdes da espessura nas barreiras
apoplasticas sdo adaptagcdes importantes para a tolerancia das plantas a fatores de estresse
(MARQUES et al., 2011).

Em maiores concentracdes de Cd e NO, a endoderme ndo apresenta aumento da
espessura, 0 que facilita maior transporte de Cd para os tecidos de conducdo, como é o
xilema, que, por sua vez, aumentou 0s niveis de estresse toxico na planta, afetando o
crescimento e desenvolvimento radicular nas plantas de milho saracura. Caso contrario 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 presenca de uma endoderme
mais lignificada e suberizada é para evitar a entrada do Cd, ao cilindro vascular, o qual nao
pode ser transportado a parte aérea pelos tecidos de conducdo (KRESZIES et al., 2018).
Todavia a presenca do 6xido nitrico, como Unico fator nas plantas de milho saracura, sem a
presenca de Cd, atua como fator estressante que aumenta a espessura das barreiras
apopléasticas. Tem-se demonstrado que 0 NO em excesso pode causar toxicidade em plantas
(RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2020), no entanto o aumento das barreiras apoplasticas
pode estar relacionado ao acumulo de metais pesados (RIBEIRO et al., 2015). Maiores
concentragdes de NO, na presenca de Cd, a espessura da endoderme tende a reduzir,
entretanto, na reducdo das barreiras apoplasticas, ha menos tecidos radiculares em que o Cd
pode alocar, o que, provavelmente, permitiu maior absorcéo e maior fluxo de Cd, para a parte
aérea da planta e, consequentemente, afetou no crescimento radicular em plantas de milho
saracura.

A presenca de Cd, na funcdo de NO, o diametro 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 acimulo de metais pesados. Os elementos traqueais
do xilema e parénquima cortical radicular apresentam paredes celulares mais grossas com a
finalidade de ligar metais pesados na parede celular, como uma acao de protecdo. Contudo
menores concentracdes de NO podem-se considerar suficientes, para inibir algum estimulo do
Cd, nas plantas de milho saracura. De fato, a reducdo das barreiras apoplasticas permitiria
maior translocacdo 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 translocacdo de Cd, também, é considerado um fator determinante da
varia¢do no acimulo de Cd nas plantas (HUANG et al., 2020). Estudos recentes feitos por Qi
et al., (2020) relatam que menor diametro de xilema e barreiras apoplasticas mais suberizadas
e lignificadas diminuem o fluxo do xilema e menos Cd é transferido para as partes aéreas em
plantas de arroz. O 6xido nitrico, em maiores concentracdes, estimula uma queda no diametro
de vasos de xilemas, em funcdo das maiores concentracdes de Cd, o que mostra como o NO
esta funcionando como uma molécula inibidora de estresse, causado pelo Cd, nas raizes de
milho saracura, mas a reducdo do diametro de vasos de xilema permite controlar o fluxo de
agua para a parte superior da planta. Hacke & Sperry (2001) atribuem essa resposta como
uma forma de evitar a cavitacdo, que diminui 0s espacos propicios para a formacédo de bolhas
de ar.

A proporcdo do cilindro vascular foi reduzida a maiores concentrages de Cd, em
funcdo do NO, no qual a reducdo do cilindro vascular pode afetar a capacidade de transporte
hidrico da raiz, contudo o mesmo comportamento da reducdo 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 proporcdo 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 responsaveis pela tolerancia
ao Cd nas raizes. Nas concentragdes de NO, em funcdo do Cd, o éxido nitrico desenvolve um
papel como uma molécula antagbnica na presenca do Cd, no qual reage como molécula
sinalizadora, fingindo que ndo ha estresse na planta, evitando, assim, a diminui¢éo do cilindro
vascular, dessa forma, a participacdo antagonica do NO evita a absor¢édo de Cd e a produgéo
de ROS, entre elas, 0 H,0,.
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5 CONCLUSOES

O cadmio aumenta a producdo de aerénquima cortical radicular, em plantas de milho
saracura, mas essa funcéo pode ser inibida pela acdo do 6xido nitrico.

O perdxido de hidrogénio esta diretamente ligado a formacdo de aerénquima, embora
maiores concentracbes de H,O, sejam necessarias para desenvolver a formacdo de
aerénquima cortical radicular em plantas de milho saracura.

O oxido nitrico reduz a producéo de H,O,, porém, ainda, reduz o desenvolvimento na
producdo de aerénquima cortical radicular em plantas de milho saracura. No entanto
desenvolve um papel como molécula antagbnica ao Cd, diminuindo a concentragdo de H,0,
por meio da reducdo da atividade da SOD e pelo aumento da CAT em plantas de milho
saracura.

O Oxido nitrico, além ter uma funcdo como molécula sinalizadora, desenvolve a
funcdo como molécula estressora quando tem a presenca de Cd em plantas de milho saracura.
Reduz as barreiras apoplasticas e células do sistema radicular destinadas a alocacéo de metais

pesados, podendo deixar a raiz mais susceptivel a esses fatores estressantes como € o cadmio.
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RESUMO

O cadmio (Cd) é um metal pesado altamente toxico para plantas e animais e pode se acumular
no ambiente em funcdo de atividades industriais e agricolas com alguns tipos de adubacéo
fosfatada. Este trabalho teve como objetivo avaliar o papel do 6xido nitrico (NO) na
atenuacdo do estresse por Cd em plantas de milho saracura. Plantas de milho foram mantidas,
em solo saturado com solugéo nutritiva a 40% da forca ionica, em casa de vegetacdo e foram
aplicadas diferentes concentracdes de nitrato de cadmio Cd(NOs3),, sendo: 0; 10 e 50 uM e
nitroprussiato de sodio Nay[Fe (CN)sNO]..H,O, como doador de éxido nitrico (NO) nas
concentracdes de 0,05, 0,1 e 0,2 uM. Foram realizadas analises de crescimento, trocas
gasosas foliares e anatomia das folhas. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 3x3 com cinco repeti¢cdes. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia e ao teste de Scott-Knott para p< 0,05. As maiores concentracdes de Cd e
NO reduziram a massa seca total, massa seca da folha e do caule, mas aumentaram a alocacéo
de biomassa para as raizes, reduziram a alocacdo para o caule, mas mantiveram esse
parametro para as folhas. A aplicacdo de Cd e NO promoveram aumento das trocas gasosas e
da éarea foliar, além do aumento na espessura dos tecidos foliares e da densidade estomética. A
presenca do NO, em baixas concentracdes, atenuou a toxicidade do Cd, mas, em altas
concentragdes, esse composto pode gerar efeitos negativos ou toxicidade nas plantas de milho
saracura.

Palavras-chave: Anatomia foliar. Metal pesado. Nitroprussiato de sodio. 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 uM, and sodium nitroprusside Naz[Fe (CN) sNO]
.2H,0 as donor of nitric oxide (NO) in concentrations of 0.05, 0.1 and 0.2 uM. 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 INTRODUCAO

Regides tropicais e subtropicais apresentam uma baixa concentracdo de fosforo no
solo, o que é considerado como uns dos fatores limitantes para o desenvolvimento e producao
das plantas (SOUSA et al., 2012). No entanto aplica¢des 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 contém Cd, em concentracfes variaveis, que dependerdo da rocha
fosfatica da qual foram produzidos. O Cd é um metal toxico altamente solivel em agua que se
acumula facilmente na cadeia tréfica (ZHAO et al., 2013), sendo considerado como o terceiro
maior contaminante ambiental quanto a toxicidade, ficando atras apenas do Hg e Pb
(ISMAEL et al., 2018). A contaminacdo do ambiente pelo Cd é constante, em razdo dos
processos litogénicos e antropogénicos (NEVES et al., 2016).

O Cd ndo é um elemento essencial para as plantas, é altamente toxico, mesmo em
baixas concentracGes, podendo causar grandes danos aos organismos (SHAID et al., 2017).
No entanto a toxicidade do Cd inibe processos fisiologicos e promove problemas no
desenvolvimento e morfologia das plantas (ZHAO et al., 2013). Embora os nutrientes sejam
absorvidos pelas membranas, esse sistema de captacdo de elementos ndo é seletivo (MARIA
et al., 2011), absorvendo também poluentes como o Cd. Os elementos sdo absorvidos pelas
raizes, e a endoderme atua como o primeiro filtro, retendo os poluentes nas raizes
(RODRIGUEZ et al., 2020), contudo, quando os poluentes chegam ao cilindro vascular, sdo
transportados via xilema até chegar as folhas (SOARES et al., 2001). A toxicidade do Cd nas
plantas é evidente, reduzindo a fotossintese e a espessura dos tecidos fotossintéticos
(SOARES et al., 2001; Pereira et al., 2016), pode ocorrer ainda diminui¢do da transpiracao;
aumento da taxa respiratoria e clorose foliar (VECCHIA et al., 2005); redugdo no crescimento
e desequilibrio nutricional (HERNANDEZ-BARANDA et al., 2019); inativacio de atividades
enzimaticas e acumulo excessivo de espécies reativas de oxigénio (CLEMENS et al., 2013),
entre outros danos.

Estudos demonstraram que a aplicacdo exdgena de Oxido nitrico reduz a toxicidade de
metais pesados em plantas, promovendo a eliminagéo direta de espécies reativas de oxigénio
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
importancia para as plantas, desempenhando um papel fundamental na mediacdo de uma

ampla gama de processos fisioldgicos e respostas a estresses bidticos e abioticos (JELONEK-
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ARASIMOWICZ et al., 2011; ZHAO et al., 2013). Pesquisas associam 0 NO com a redugéo
da toxicidade de metais pesados em plantas. Neste sentido, 0 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 enddégena e atua na sinalizacdo em
uma serie de respostas fisioldgicas nas plantas (HANCOCK, 2020). A aplicacdo de NO
exogeno ocorre pelos doadores de NO, em que 0 mais comumente utilizado é o nitroprussiato
de s6dio SNP (YAMAMOTO & BING, 2000; DUARTE et al., 2020). As respostas ao NO
aplicado exogenamente é determinada, em grande parte, pela concentracdo e o tempo de
exposicdo ao NO produzido, que sdo variaveis nos diferentes doadores (EDERLI et al., 2009).
A aplicacdo exdgena de NO estimula o sistema antioxidante, enquanto a producdo enddgena
estad relacionada com a regulacdo da sintese de enzimas, hormonios e fatores de transcricdo
(RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2020).

A adubacdo fosfatada é intensamente utilizada para o cultivo de milho que pode
promover aumento dos niveis de Cd nos solos. Sendo o milho sensivel aos efeitos do Cd com
intensa reducdo de crescimento e produtividade (ANJUM et al., 2015), € muito importante
conhecer o efeito de possiveis atenuantes para o estresse. A hipotese deste trabalho é de que a
adicdo de NO exdgeno ira promover a atenuacdo do estresse por Cd em milho por promover
modificacOes favoraveis as trocas gasosas e anatomia foliar, favorecendo o crescimento das
plantas. Portanto o presente trabalho teve como objetivo avaliar as modifica¢fes na anatomia
e trocas gasosas foliares, em plantas de milho saracura, submetidas ao Cd sob diferentes

concentragdes de Oxido nitrico.
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2 MATERIAL E METODOS

A execucdo do experimento foi em casa de vegetacdo 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 plantulas de milho BRS4154. O genotipo 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 solu¢do nutritiva, saturando o
substrato, para permitir melhor difusdo e absorcdo do NO pelas raizes do milho. As sementes
foram fornecidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria (EMBRAPA MILHO-
SORGO) de Sete Lagoas, Minas Gerais, Brasil.

Foram utilizadas plantulas de milho saracura obtidas de sementes germinadas em
bandejas contendo vermiculita como substrato. Apos atingirem aproximadamente 10 cm de
altura, as plantulas foram transferidas, para vasos plasticos preenchidos com 3 L de
vermiculita, mantidas a capacidade de campo por 15 dias para a aclimatacdo das plantulas. A
capacidade de campo da vermiculita utilizada equivale a 40% do volume do substrato,
portanto foram utilizados 1,2 L de dgua por vaso. Apos esse tempo, o substrato foi alagado de
maneira permanente um centimetro acima do nivel da vermiculita. Foram aplicados os
tratamentos que se constituiram de concentragdes de solucdo de nitrato de cddmio Cd (NO3),,
sendo 0, 10 e 50 uM e nitroprussiato de sodio Nay[Fe (CN)sNO].2H,0, conhecido como SNP,
sendo doador de NO nas concentrac6es de 0,05, 0,1 e 0,2 uM. A reposi¢cdo da adgua perdida
pela evapotranspiragdo foi feita diariamente e a solugdo nutritiva (Hoagland e Arnon 1950)
reposta semanalmente. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 3x3 com cinco repeticBes que se constituiram de uma planta por vaso. As
plantas permaneceram nessas condic¢des por 30 dias.

Ao final do experimento, as plantas foram amostradas e separadas em folhas, caule e
raizes. As folhas foram escaneadas, e as imagens usadas para medir a area 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 balanca analitica (AY 220, Shimadzu, Jap&o), para se
obter peso seco dos 6rgdos A alocacdo de biomassa foi calculada, segundo a equacéo:
Alocacédo (%) = (DMO / DMP) * 100, em que: DMO = massa seca do orgéo (folhas, caule ou
raizes) e DMP = massa seca da planta).

As analises das trocas gasosas foliares foram avaliadas, ap6s 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 analises foram realizadas, no periodo da
manhd, a partir das 7 h. A densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos foi fixada
na camara do aparelho para 1.000 pmol ms™, o déficit de pressdo de vapor foi 2.66 kPa, 0
fluxo da bomba foi 500 pmol s™ e a temperatura do bloco foi mantida a 25 °C. As variaveis
avaliadas foram: taxa fotossintética, a condutancia estomética e a taxa transpiratdria. Foram
avaliadas as duas primeiras folhas completamente expandidas em cada repeticdo. O teor de
clorofila foi avaliado, usando um medidor de clorofila SPAD-502 (Konica-Minolta, Japdo),
calibrado de acordo as recomendacdes do fabricante. As folhas foram as mesmas utilizadas
para a andlise das trocas gasosas, sendo avaliadas na base, meio e apice das folhas, e a média
das leituras foi utilizada por folha. Em seguida, a média dos dados foi calculada para cada
repeticéo.

Para as analises anatdmicas foliares, foram coletados fragmentos de aproximadamente
10 cm, na regido mediana da primeira folha, completamente desenvolvida e, logo depois,
fixadas em F.A.A. 70 % (formaldeido: 4cido acético: etanol 70%, 0,5: 0,5: 9.0 v v'*) por 72h
(JOHANSEN, 1940) e armazenadas em etanol 70% até a analise posterior. Foram realizadas
seccdes transversais da regiao mediana e paradérmicas das faces abaxial e abaxial foliares. As
seccOes foram clarificadas com hipoclorito de sodio a 50% (v v, lavadas em &gua destilada
por trés vezes, durante 10 minutos, coradas em solucéo safrablau (1% de safranina e 0,1% de
azul de Astra na proporcdo de 3:7), para 0s cortes transversais, e solucdo de safranina
hidroalcodlica 1% para o0s cortes paradérmicos, sendo confeccionadas laminas
semipermanentes em glicerol 50% (v v') (KRAUS E ARDUIM, 1997). Foi confeccionada
uma lamina por repeticdo, nas quais nove campos de nove secgdes diferentes foram
analisados, a média foi calculada para cada repeticdo. As imagens foram obtidas em
microscopio Trinocular Olympus CX31 (Olympus, Tokyo, Japédo) e analisadas no programa
de imagens ImageTool, versdo 3.0. (University of Texas Health Science Center in San
Antonio, San Antonio, TX, EUA). Os parametros avaliados nas sec¢des transversais foram:
area do mesofilo, espessura do mesofilo, espessura da epiderme abaxial, espessura da
epiderme adaxial, area do feixe vascular, didmetro dos vasos do xilema. Nas secOes
paradérmicas, foram avaliados: comprimento dos estdmatos, largura dos estdmatos,
funcionalidade dos estdmatos, densidade estomatica, indice estomatico e densidade de células
epidérmicas. Foi calculada a funcionalidade dos estdomatos em que: funcionalidade dos
estdmatos (F = diametro polar/didametro equatorial); a densidade estomatica (DE = namero de
estdmatos / unidade de area); indice estomatico (IE% = [nimero de estdmatos / (nimero de

estomatos + numero de células epidérmicas)] x 100).
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Para as analises estatisticas, os dados foram submetidos a andlise estatistica no
software Sisvar 5.3 (FERREIRA, 2011). Foi realizada andlise de variancia (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 distribuicdo normal dos dados e todos

obtiveram significativa distribui¢cdo normal.
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3 RESULTADOS

As diferentes concentracdes de cadmio e 6xido nitrico ndo causaram mortalidade das
plantas. Nas analises de crescimento, o total de massa seca, massa seca das folhas e massa
seca do caule ndo apresentaram interacdo entre os tratamentos P= 0.0929; 0.5589; 0.074,
respectivamente. A massa seca total foi reduzida de forma semelhante nas concentragGes de
10 e 50 puM de Cd, enquanto o NO promoveu uma reducdo desse parametro
proporcionalmente a concentracdo 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 a massa seca total. No
entanto o Cd ndo promoveu modificagOes significativas na massa seca radicular (Fig. 1G) e

apenas observou-se uma reducdo desse parametro na maior concentracdo de NO (Fig. 1H).

Figura 1 - Crescimento de plantas de milho expostas a diferentes concentragdes de Cd e NO.
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N&o ocorreu interacdo entre as concentracbes de Cd e NO, para a alocagdo de

biomassa no caule, folhas ou raizes de milho ou para a area foliar (p>0,16). O Cd ou NO nao

promoveram diferencas significativas para a alocacdo de biomassa nas folhas (Fig. 2A e B).

No entanto a alocacao da biomassa do caule foi reduzida, nas concentracdes de 10 e 50 uM de

Cd, enquanto o0 NO promoveu uma queda nesse parametro proporcional & concentracao (Fig.

2C e D). As maiores concentracdes de Cd e NO aumentaram a alocacdo de biomassa para as

raizes (Fig. 2E e F). A area foliar do milho ndo foi modificada pelo Cd (Fig. 2G), contudo a

concentracdo de 0,1 uM de NO promoveu as maiores médias para esse parametro, que foi

reduzido na concentragédo de 0,2 uM de NO, mas ainda ficando acima da menor concentracdo

utilizada (Fig. 2H).

Figura 2 - Alocagdo de biomassa e area foliar em plantas de milho expostas a diferentes
concentracdes de Cd e NO.
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A taxa fotossintética, condutancia estomatica, transpiracao e contetdo de clorofila ndo
demonstraram efeito significativo para a interacdo entre Cd e NO (P>0,061). O Cd néo
promoveu modificagdes na taxa fotossintética (Fig. 3A), entretanto a maior concentracdo de
NO aumentou esse parametro (Fig. 3B). A maior concentracdo de Cd (50 uM) e de NO (0,2
HM) aumentou a conduténcia estomatica do milho (Fig. 3C e D).
modificada de forma significativa pelo Cd (Fig. 3E) ou NO (Fig. 3F). O Cd (Fig. 3G) e 0 NO

(Fig. 3H) ndo promoveram modificac6es significativas no contetdo de clorofila.

A transpiragdo ndo foi

Figura 3 - Trocas gasosas e conteudo de clorofila foliar em plantas de milho cultivadas sob

diferentes concentracdes de Cd e NO.
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Todas as variaveis referentes a anatomia foliar em secgdo transversal demostraram
interacdo entre as concentragdes de Cd e NO (P<0,0001). O Cd aumentou a espessura (Fig.
4A) e area (Fig. 4B) do mesofilo, em todas as concentracGes de NO, em relacdo ao controle (0
UM Cd), além disso, maiores concentracGes de NO reduziram essas variaveis em todas as
concentracdes de Cd (Fig. 4 e Fig. 5). O Cd aumentou a espessura da epiderme da face
adaxial, nas folhas do milho, exceto na concentracdo de 0,2 UM de NO, em que ndo houve
diferencas significativas nas concentracdes mais baixas de Cd e ocorreu uma reducdo dessa
variavel em 50 uM de Cd (Fig. 4C e Fig. 5). Exceto na auséncia de Cd, o aumento da
concentracdo de NO reduziu a espessura da epiderme adaxial nas folhas de milho (Fig. 4C e
Fig. 5). A concentragdo de 10 de Cd aumentou a espessura da epiderme da face abaxial das
folhas de milho, em relacdo aos demais tratamentos, mas a concentracdo mais alta de Cd néo
promoveu modificacdes significativas em comparacdo com o controle (Fig. 4D e Fig. 5). O
aumento da concentragdo de NO reduziu a espessura da epiderme da face abaxial em todas as
concentragfes de Cd (Fig. 4D e Fig. 5). O Cd aumentou a area dos feixes vasculares, em
relacdo ao controle, exceto pelo tratamento de 50 uM (Fig. 4E e Fig. 5). A area dos feixes
vasculares permaneceu sem modificacdes significativas promovidas pelo NO na auséncia de
Cd, contudo, na concentracdo de 50 UM desse poluente, o aumento do NO reduziu a area dos
feixes vasculares sob 10 uM de Cd; o aumento do NO promoveu um incremento nessa area,
mas reduziu para valores proximos ao controle na concentracdo de 50 pM de Cd (Fig. 4E). O
Cd reduziu o diametro dos vasos de xilema nas concentracdes de 0,05 e 0,1 uM de NO,
contudo promoveu um aumento desse parametro sob 10 uM de Cd e 0,1 uM de NO,
reduzindo para valores semelhantes ao controle na concentragdo de 50 uM de Cd (Fig. 4F). O
aumento da concentracdo de NO reduziu o didametro de vasos de xilema, nas folhas de milho,

em todas as concentracdes de Cd (Fig. 4F).
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Figura4 - Modificacbes em caracteristicas anatbmicas foliares em seccdo transversal de
plantas de milho saracura expostas a diferentes concentragdes de Cd e 6xido

nitrico.
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Figura5- SeccOes transversais em folhas de milho expostas a diferentes concentracGes de
Cd e 6xido nitrico. Barras= 100 pum.
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O Cd aumentou o tamanho dos estématos 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, sdo maiores na presenca de Cd, em comparacdo com o controle (0 uM de Cd). O
comprimento e largura dos estbmatos aumentou, nas maiores concentracdes de NO, para 0 e
10 uM de Cd, contudo, na maior concentracdo desse poluente, o aumento do NO reduziu o
comprimento e largura dos estdmatos (Fig. 6A e B). Maiores concentracfes de Cd e de NO,
de uma maneira geral, reduziram a raz&o largura/comprimento dos estomatos (Fig. 6C).
Maiores concentracdes de Cd aumentaram a densidade estomatica da face abaxial das folhas
de milho, o NO reduziu esse parametro, nas concentracfes de 0 e 10 uM de Cd, mas
promoveu um aumento dessa caracteristica na concentracdo de 50 uM de Cd (Fig. 6D). O
aumento do Cd nao promoveu efeitos significativos, no indice estomatico da face abaxial das
folhas de milho, na concentragdo de 0,1 pM de NO, mas aumentou esse pardmetro nas
concentragfes maiores (Fig. 6E). O aumento da concentracdo de NO reduziu o indice
estomatico da face abaxial das folhas de milho, nas concentracGes de 0 e 10 uM de Cd, mas
aumentou esse parametro na maior concentracdo desse metal (Fig. 6E). O Cd aumentou a
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densidade de ceélulas epidérmicas da face abaxial das folhas de milho em todas as
concentragOes de NO (Fig. 6F). O aumento da concentragdo de NO, contudo néo teve efeito
significativo na densidade de células epidérmicas do milho em nenhuma concentracdo de Cd
(Fig. 6F).

Figura 6 - Modificacdes na estrutura da epiderme da face abaxial das folhas de milho
expostas a diferentes concentracdes de Cd e 6xido nitrico.
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Na face adaxial das folhas de milho, as maiores concentracdes de Cd reduziram o
tamanho dos estdbmatos, como pode ser observado para o comprimento (Fig. 7A) e largura
(Fig. 7B) dessas estruturas, nas maiores concentracdes de NO, contudo sob 0,1 uM de NO, os
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estOmatos aumentaram de tamanho na presenca de Cd. Tanto o comprimento (Fig. 7A) quanto
a largura (Fig. 7B) dos estdmatos aumentaram com o aumento da concentracdo de NO na
auséncia de Cd, porém, na presenca desse metal, o0 aumento do NO reduziu as dimensdes
estomaticas (Fig. 7A e B). A razdo largura/comprimento dos estdmatos demonstrou algumas
variagdes com redugdo e um novo aumento nesse parametro na menor concentragdo de NO,
auséncia de alteraces significativas sob 0,1 uM de NO e uma reduc¢do na maior concentragao
de NO e Cd (Fig. 7C). O aumento da concentracdo de NO reduziu a razao
largura/comprimento dos estdmatos, na face adaxial foliar do milho, nas concentracGes de 0 e
50 uM de Cd, todavia aumentou esse parametro na concentragdo de 10 uM do metal (Fig.
7C). A densidade estomatica foi reduzida pela presenca de Cd nas concentragdes de 0,05 e 0,2
UM de NO, no entanto o Cd aumentou a densidade estomatica na concentracao de 0,1 uM de
NO (Fig. 7D). De uma maneira geral, o0 aumento da concentracdo de NO aumentou a
densidade estomatica em todas as concentracdes de Cd (Fig. 7D). O indice estomatico reduziu
com o aumento do Cd, nas concentracbes de 0,05 e 0,1 uM de NO, mas aumentou na
presenca de Cd e sob 0,1 uM de NO (Fig. 7E). O aumento da concentracdo de NO reduziu o
indice estomatico na auséncia de Cd, mas aumentou esse parametro na presenca do poluente
(Fig. 7E). A densidade de células epidérmicas nas folhas do milho reduziu sob 0,05 uM de
NO e 50 uM de Cd, aumentou com o aumento da concentracdo de Cd sob 0,1 uM de NO e
néo foi alterada pelo Cd sob 0,2 uM de NO (Fig. 7F). O aumento da concentracdo de NO

aumentou a densidade de células epidérmicas em todas as concentragdes de Cd (Fig. 7F).
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Figura7 - Modificaces na epiderme da face adaxial de plantas de milho expostas a
diferentes concentracdes de Cd e o0xido nitrico.
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4 DISCUSSAO

Tanto o Cd quanto altas concentracGes de NO reduziram os parametros de crescimento
do milho, demonstrando que promovem toxicidade para as plantas. De acordo com
Hernandez-Baranda (2019), o Cd é um metal altamente tdxico mesmo em concentracdes
muito baixas. O Cd promoveu reducdo no crescimento das plantas e na biomassa das folhas,
caule, raizes. A reducdo de crescimento, em funcdo da exposicdo ao Cd, é um efeito
comumente encontrado, em vérias espécies de plantas, como tomate (HERNANDEZ-
BARANDA, 2019), pimenta (HUANG, et al., 2014), pinh&do-manso (CHAVES & SOUZA,
2014), milho (CUNHA et al., 2008) e feijoeiro (DOS SANTOS, et al., 2013). E importante
ressaltar que alguns parametros, como a massa seca das raizes e a area foliar ndo foram
prejudicados pela exposicao ao Cd, nas plantas, em funcdo de todos os tratamentos possuirem
uma concentracdo minima de NO que pode ter atenuado a toxicidade pelo Cd. De acordo
com Rodriguez-Gonzalez (2020), a aplicacdo exdgena 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 estimulo ao sistema antioxidante (ROMERO-PUERTAS et
al., 2019). A eficécia do NO, para aliviar a toxicidade do Cd, foi relatada para varias espécies
vegetais, como o arroz (HSU E KAO, 2004; XIONG, et al., 2009; ZHAO, et al., 2013), grdo
de bico (KUMARI et al., 2010) e girassol (LASPINA et al., 2005). Maiores concentracfes de
NO contribuiram na queda do crescimento das plantas de milho, o que demonstra que o NO,
em baixas concentragdes, atua como inibidor do estresse pelo Cd, mas, em maiores
concentrages, é toxico para as plantas. Rodriguez-Gonzélez (2020) relatam que a aplicacdo
enddgena 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 concentracfes de NO podem reduzir a toxicidade pelo Cd podendo possuir importantes
aplicacdes no cultivo dessa espécie em locais onde o Cd esté presente no solo.

Um resultado importante foi o Cd que ndo promoveu modificaces em parametros
biomeétricos foliares, como a &rea foliar e a alocacdo de biomassa para as folhas, e 0 NO
aumentou a area foliar, mantendo condi¢cfes de realizar a fotossintese em taxas adequadas.
Resultados semelhantes foram observados em plantas de tabaco e pimenta para o Cd
(ZEITOUNI et al., 2007). Neste experimento, a auséncia de efeito do Cd, na area foliar, pode
estar relacionada com a presenca de NO, em todos os tratamentos, que reduziu a toxicidade
desse metal. A manutencdo dos parametros de crescimento e rea foliar € comum em plantas

tolerantes ao Cd (Oliveira et al., 2018; Pereira et al., 2017b). Os resultados demonstraram que
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houve uma reducdo da alocacdo de biomassa para o caule e um aumento nesse parametro para
as raizes, o que demonstra um investimento no crescimento radicular que pode estar associado
a uma compensacao a toxicidade do Cd. Essas modificacdes na alocacdo da biomassa do
milho, em funcdo da aplicacdo de Cd e NO, podem ser consideradas como resposta de
compensacdo, em decorréncia da reducdo na biomassa total observada nessas plantas. Uma
vez que menor quantidade de biomassa esta disponivel, houve uma manutencdo da alocagéo
para as folhas (necessarias para fotossintese) e aumento na biomassa radicular em detrimento
do caule do milho sob contaminacdo por Cd ou altas concentrac@es de NO.

A presenca de Cd ndo teve efeito significativo na area foliar, no entanto o NO
aumentou esse pardmetro demonstrando possuir efeito positivo. O NO pode reduzir os
sintomas da toxicidade do Cd, em plantas de arroz, impedindo a reducdo 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, estdo relacionados ao aumento da concentragdo de
clorofila, reducdo do estresse oxidativo e diminuicdo da translocacéo de Cd das raizes 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 area foliar, que
permite uma compensacao

O aumento da taxa fotossintética, nas plantas de milho expostas ao Cd e a maior
concentracdo de NO, pode estar relacionado com o0 aumento da espessura do mesofilo e com
caracteristicas estomaticas. 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 concentracdes de Cd aumentam a area e espessura do mesofilo, possibilitando o
aumento da taxa fotossintética. Esse aumento da taxa fotossintética, nas plantas de milho,
apenas foi possivel pela presenca de NO, em todos os tratamentos com Cd, uma vez que essa
espeécie é sensivel aos efeitos desse metal. Anjum et al. (2015) demonstram que o Cd é toxico
para 0 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 ndo foi suficiente,
para manter o crescimento das plantas de milho que, ainda, sofreram restricdes de
crescimento. Sendo assim, percebe-se que esse aumento da taxa fotossintética pode ter
possibilitado uma compensagdo, em alguns parametros, como a manutencdo do investimento

nas folhas de milho e 0 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 esta
relacionado com a manutencdo de parametros dos 6rgdos fotossintéticos. De acordo com
Rodriguez-Gonzéles (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 manutencdo do crescimento e impedindo a degradacdo da
clorofila (ZHAO et al., 2013). Laspina et al., (2005) demonstraram que o Cd reduziu o
crescimento, a producdo de biomassa e o contedo de clorofila nas folhas de girassol, porém,
a medida que as plantas foram tratadas com NO, o efeito do Cd foi revertido. Além do
espessamento do mesofilo, 0 aumento da conduténcia estomatica, promovido pelo Cd e NO,
permite maior entrada de CO, 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 condutancia e densidade estomaticas, em altas concentracfes de
Cd, limitando a captacdo de CO, e, consequentemente, a fotossintese dessas plantas. Os
resultados do presente trabalho demonstram que, mesmo nas maiores concentra¢des de Cd,
ndo ocorreram modificaces na condutancia estomatica, o que pode ter relacdo com a
presenca de NO, mesmo em uma concentracdo minima (0,05 uM), que promoveu um efeito
de protecdo. O NO pode atribuir tolerancia ao diminuir o contetdo de Cd soltvel nas células
das folhas alocando na parede das células (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2020;
ROMERO-PUERTAS et al., 2019). Plantas tolerantes podem manter a condutancia
estomatica, quando submetidas ao Cd (Oliveira et al., 2018), neste contexto, a presenca do
NO pode ter favorecido o milho por permitir a manutencao da condutancia estomatica.

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
concentracbes (BESSON-BARD et al., 2009; RODRIGUEZ-GONZALES et al., 2020). A
epiderme das faces abaxial e adaxial aumentaram em espessura nas maiores concentracoes de
NO e Cd. Estudos tém 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 alocacdo do Cd neste tecido protegendo tecidos como o parénquima
clorofiliano que realiza a fotossintese. Em razdo do aumento da espessura do mesofilo nas
folhas de milho, nas maiores concentracfes de Cd e NO, o milho possui metabolismo
fotossintético do tipo C4, no qual as dimensdes das células do parénquima clorofiliano sdo téo

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 concentra¢des de Cd e NO.

A reducdo no didmetro de vasos de xilema, promovida pelo Cd e maiores
concentracdes 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 redugdo do
didmetro de vasos e outros parametros do xilema sdo 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 procambio, que origina o xilema sob efeito do Cd (Pereira et al.,
2017a). Segundo Kan et al., (2016), a utilizagdo de nitroprussiato de sédio, como doador de
NO, diminuiu a translocacdo 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 protecdo observado na reducdo do didametro dos vasos de xilema, que reduzem o
transporte do metal para a parte aérea, 0 mesmo efeito pode ser observado para 0s macros e
micronutrientes e, consequentemente, o crescimento.

Menores concentracfes de Cd e NO promoveram um aumento nos diametros polar e
equatorial dos estdbmatos, e esse maior tamanho dos estdmatos pode ter favorecido o aumento
da condutancia estomatica, consequentemente, 0 aumento da taxa fotossintética. Segundo
Pereira et al. (2017b) e Oliveira et al. (2018), a contaminac¢do por Cd, em plantas de aguapé e
taboa, consideradas tolerantes, ndo promove modificacBes significativas em caracteristicas
dos estbmatos, preservando a sua capacidade de captacdo de CO, e a manutencdo da taxa
fotossintética. De uma maneira geral, ocorreu um aumento dos estdmatos, nas menores
concentracdes, seguidas de uma reducdo nas maiores concentragcdes. Dessa forma, parece
haver uma compensagdo também no tamanho dos estbmatos, evitando limitagdes nas trocas
gasosas. Percebe-se que o Cd reduz a densidade estomatica, em ambas as faces foliares, nas
plantas de milho, na menor e maior concentracdo de NO, contudo, no tratamento contendo
0,01 uM de NO, a adicdo de Cd aumentou esse parametro. Além disso, nos tratamentos
contendo Cd, o aumento do NO aumentou a densidade estomatica. Essas modificacdes
promovidas pelo NO, aumentando a densidade estomatica, podem favorecer as trocas gasosas
e a fotossintese das plantas de milho na presenca de Cd, semelhante ao que ocorre com
plantas tolerantes ao metal. O aumento da densidade estomatica foi verificado em Schinus
molle sob baixas concentracdes de Cd o que favoreceu o fluxo de CO, para o interior das
folhas e a fotossintese (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 estomatica e favorecimento das trocas gasosas. Portanto o NO alivia o
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estresse por Cd, em plantas de milho, também, por promover modificacdes foliares na
epiderme, principalmente, pelo aumento da densidade estomética que pode favorecer as trocas

gasosas e captacdo de CO, para fotossintese.
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5 CONCLUSOES

O Cd afeta negativamente a fotossintese e o crescimento de milho, mas a adi¢cdo de o
oxido nitrico, em baixas concentracdes, diminuiu a toxicidade desse metal e promoveu o
desenvolvimento de caracteristicas semelhantes a plantas tolerantes.

Em altas concentragfes, o 6xido nitrico pode promover toxicidade para as plantas de
milho saracura. Mas a aplicacdo de NO, em baixas concentracdes, aumenta o crescimento, a
taxa fotossintética e melhora caracteristicas anatdmicas, promovendo o0 aumento da espessura
dos tecidos fotossintéticos e da densidade estomatica nas plantas de milho sob contaminacgéo
pelo Cd.
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