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RESUMO

A alta atividade antropica pode elevar os niveis de elementos traco em um ambiente. Uma vez
absorvidos pelas plantas, estes elementos, como é o caso do cadmio, podem ser translocados e
bioacumulados em diferentes 6rgaos e tecidos, inclusive nas sementes. As etapas de germinacao
e estabelecimento de plantulas constituem pontos altamente sensiveis no desenvolvimento de
plantas e podem ser impactadas pelas condi¢cbes ambientais externas. Todavia, plantas podem
transmitir informagdes que garantam melhor aclimatacdo de seus descendentes quando estes
enfrentarem condicdes similares as vivenciadas pela geracdo parental, através de um
mecanismo denominado plasticidade transgeracional. Neste trabalho, objetivou-se
compreender se sementes de quatro origens distintas possuem algum mecanismo que possibilite
melhor aclimatacdo em ambientes adversos similares aos que a planta-mde que gerou tais
sementes havia sido cultivada, acompanhando a etapa de germinacdo e estabelecimento de
plantulas. O experimento foi realizado em esquema fatorial inteiramente casualizado com 4
origens de sementes (Controle, 0CdOMn, 5Cd e 5d400Mn) e 3 condi¢des de cultivo (Controle,
5Cd e 5Cd400Mn) com 4 repeticOes cada e dividido em 2 etapas. Na primeira etapa, as sementes
foram caracterizadas quanto sua germinacdo e curva de embebicao e foram realizadas analises
bioguimicas como o teor de H202, MDA, acUcares soluveis e redutores, proteinas, aminoécidos,
prolina, além da atividade de SOD, CAT e APX em sementes coletadas em 8 e 24 horas ap0s
inicio da embebicdo. Na segunda etapa, as sementes foram cultivadas em solo por um periodo
de 25 dias seguida de coleta para as mesmas analises bioguimicas da primeira etapa, aléem da
quantificacdo de cadmio e manganés, fluorescéncia da clorofila a e de biomassa. De forma geral
foi possivel evidenciar a atividade de SOD e APX principalmente como possiveis indicadores
de plasticidade transgeracional, além de verificar a influéncia da origem das sementes nos
estagios de germinacdo e estabelecimento. Para sementes, a origem do material promoveu
atrasos na embebi¢do e germinagdo, principalmente nas sementes ‘5SCd400Mn’ em relacdo as
demais. Nas plantas, os efeitos da planta-mde embora pouco evidenciados, foram menos
preponderantes do que a condi¢do de cultivo. Porém, plantas de origem ‘5Cd’ e ‘5Cd400Mn’
mostraram diferencas na capacidade fotoquimica em relacéo as demais na presenca de cadmio.

Palavras-chave: Planta-mé&e. Helianthus annuus. Transmissdo transgeracional. Elemento

traco.



ABSTRACT

High anthropogenic activity can elevate the levels of trace elements in an environment. Once
absorbed by plants, these elements, such as cadmium, can be translocated and bioaccumulated
in different organs and tissues, including seeds. The stages of germination and seedling
establishment are highly sensitive points in plant development and can be impacted by external
environmental conditions. However, plants can transmit information that ensure better
acclimation of their offspring when they face conditions similar to those experienced by the
parental generation, through a mechanism called transgenerational plasticity. In this work, the
objective was to understand if seeds from four different origins have some mechanism that
allows them a better acclimatization in adverse environments similar to those in which the
mother plant that generated such seeds was grown, monitoring the stage of germination and
establishment of seedlings. The experiment was performed in an entirely randomized factorial
scheme with 4 seed origins (Control, 0CdOMn, 5Cd and 5d400Mn) and 3 conditions (Control,
5Cd and 5Cd400Mn) with 4 repetitions each and divided into 2 stages. In the first stage, seeds
were characterized as to their germination and imbibition curve and biochemical analyses were
performed as to the content of H.O., MDA, soluble and reducing sugars, proteins, amino acids,
proline, besides the activity of SOD, CAT and APX in seeds collected 8 and 24 hours after the
beginning of imbibition. In the second stage, the seeds were grown in soil for a period of 25
days followed by collection for the above biochemical analyses, in addition to cadmium and
manganese quantification, chlorophyll a fluorescence and biomass. In general, it was possible
to evidence the activity of SOD and APX mainly as possible indicators of transgenerational
plasticity, besides verifying the influence of the origin of the seeds in the stages of germination
and establishment. For seeds, the origin of the material promoted delays in soaking and
germination, especially in seeds '5Cd400Mn' in relation to the others. In plants, the effects of
the parent plant although little evidenced, were less preponderant than the cultivation condition.
However, plants of '5Cd" and '5Cd400Mn' origin showed differences in photochemical capacity
relative to the others in the presence of cadmium.

Keywords: Mother-plant. Helianthus annuus. Transgenerational transmission. Trace element.
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1. INTRODUCAO

A presenca de diferentes elementos potencialmente toxicos no ambiente constitui um
dos principais impactos negativos das atividades antropicas como 0 uso excessivo de
fertilizantes, atividade mineradora e descarte incorreto de residuos (ALI; KHAN; ILAHI,
2019). A concentracdo elevada destes elementos no solo aumenta a probabilidade de serem
absorvidos por plantas, bioacumulados e se inserirem na cadeia alimentar. Dentre estes
poluentes, elementos traco como cobre, cadmio, chumbo, niquel, entre outros requerem uma
atencdo devido ao risco a satde humana, além de serem fitotdxicos a maior parte das espécies

de plantas.

Altas concentracdes de elementos traco no ambiente sdo capazes de afetar
negativamente o crescimento e o desenvolvimento de plantas, inclusive a germinacao,
promovendo atrasos nestes processos e estresse oxidativo. Elementos traco como o cadmio, séo
capazes de competir por sitios de absor¢do com nutrientes essenciais, Como 0 manganés, zinco,
fosforo, magnésio, entre outros (QIN et al., 2020). Uma vez absorvidos pelas células vegetais,
0 cadmio pode também interagir com moléculas de DNA, alterando o padrdo de condensacao
da cromatina (RIZWAN et al., 2016). Além disso, a capacidade de bioacumulacdo do caddmio
em Orgdos reprodutores e nas sementes e sua interacdo com o material genético constitui uma
via de transmissao e heranca de informacdes e respostas fisiologicas decorrentes do cddmio aos

descendentes de plantas cultivadas em ambientes contaminados com este elemento.

Efeitos provenientes da planta-mée sdo definidos como alteragdes fenotipicas nos
descendentes devido as condi¢Ges ambientais diferenciais vividas pelos individuos maternos
(FERNANDEZ-FARNOCCHIA et al., 2019). A transmisséo transgeracional de informagdes
sobre ambientes estressantes pode estar atribuida a heranca materna de plastidios e sementes,
bem como o particionamento de proteinas, agcUcares, nutrientes e outros metabdlitos durante o

desenvolvimento de sementes (WEISS et al., 2013).

Nesse contexto, poucos estudos abordam o uso de descendentes de plantas
fitorremediadoras em uma matriz contaminada. Espécies como o girassol (Helianthus annuus
L.) podem ser consideradas como planta modelo para este tipo de estudo, haja vista sua
capacidade de se desenvolverem e gerarem uma grande quantidade de sementes nestes
ambientes adversos, passiveis de bioacumularem cadmio e outros elementos como 0 manganés.
Considerando ainda a presenca de caddmio no ambiente, sdo ainda incipientes trabalhos

envolvendo a capacidade deste elemento traco em propiciar a transmisséo transgeracional de



caracteristicas fisioldgicas que possibilitem melhor aclimatacdo da progénie nestas condicdes,
denominada plasticidade transgeracional.

Com isso o trabalho parte da hipdtese de que plantas provenientes de sementes de
girassol contendo cddmio tendem a apresentar uma melhor aclimatagdo em um ambiente
também contaminado com este elemento. Desta forma, este trabalho objetivou compreender
como a presenca de cadmio e manganés em sementes de girassol oriundas de plantas cultivadas
em solo contaminado, pode influenciar na germinacdo, estabelecimento, crescimento e
desenvolvimento de descendentes quando sujeitos a condi¢cdes de cultivo similares as

enfrentadas pela planta-mae durante a formagé&o da progénie.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Impactos antropogénicos e fitorremediagdo

A intensificacdo da atividade antropogénica constitui um dos fatores capazes de
propiciar impactos negativos no ambiente, pelo aumento do despejo de poluentes no solo e
cursos d’agua. Em grande parte, esses elementos poluentes sdo decorrentes de atividades como
a mineracgdo, metalurgia e pelo uso excessivo e/ou incorreto de fertilizantes durante 0 manejo
agricola (YOUSAF et al., 2016). Dentre estes poluentes, pode-se citar os elementos traco como
principais contaminantes do solo. De forma geral, estes elementos s&o absorbidos pelo sistema
radicular, podendo ser armazenados nesta regido ou transportados até a parte aérea das plantas,
onde podem ser acumulados e propiciar a introducdo destes metais toxicos na cadeia
heterotrofica (TEKLIC et al., 2013; BALDANTONI et al., 2016).

Segundo CHEN et al. (2014), uma vez instaurada a contaminacdo por elementos traco
em um ambiente, estes podem afetar negativamente a biodiversidade e atividade microbiana,
assim como a fertilidade do solo a longo prazo. A retencdo destes metais no solo pode
influenciar no ciclo do carbono organico do solo, afetando também a fertilidade do mesmo (XU
etal., 2018). Desta forma, a contaminacao por elementos traco pode propiciar um desequilibrio
ecoldgico, influenciando na produtividade agricola do local contaminado. Além disso, pode-se
ainda expor o ser humano a niveis tdxicos destes elementos pelo consumo direto ou indireto,
através da cadeia alimentar (MAO et al., 2015).

Considerando os impactos negativos da contaminagdo do solo por elementos trago,
estratégias que visam a diminuicdo e/ou remocdo destes elementos tém sido consideradas para
recuperacdo destes ambientes. Ao longo do tempo, métodos quimicos e fisicos tém sido

implementados para remediar o local contaminado, porém estes requerem um custo elevado e
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apresentam alta complexidade durante sua aplicacdo (TANGAHU et al., 2011). Além disso,
tais métodos podem alterar a dindmica do solo e gerar poluentes secundarios que, por

necessitarem de gestdo e tratamento, oneram o processo (KHALID et al., 2017).

Outro ponto a ser destacado esta no fato de muitas das tecnologias convencionais de
remocao de contaminantes serem frequentemente ineficientes quando estes encontram-se em
baixas concentrac6es no solo (ALI; KHAN; SAJAD, 2013; DALCORSO et al., 2019). Apos a
proposta de criagdo de um conceito de gestdo sustentavel do solo em 2002 (VIK; EILEN;
BARDOS, 2002), aliado & necessidade de tecnologias rentaveis e eficientes de remediacéo,
houve uma crescente do chamado movimento GSR (green and sustainable remediation). Este
movimento incentivou o desenvolvimento e ado¢do de metodologias ecologicamente amigaveis
de remediacdo focadas no equilibrio das implicacGes ambientais, sociais e econdmicas, a curto
e longo prazo, e ndo somente na remediacdo dos contaminantes (HOU et al., 2018; JIA et al.,
2019).

A fitorremediacéo, inserida nesse contexto, consiste em uma estratégica baseada no uso
de plantas capazes de extrair poluentes do solo ou reduzir a sua biodisponibilidade no ambiente
(BERTI; CUNNINGHAN, 2000). E considerada uma técnica eficiente, economicamente viavel
e ajustavel ao ambiente (JACOB et al., 2018; NEDJIMI, 2020). A fitorremedia¢do pode ainda
ser classificada em fitodegradacdo, fitofiltracdo, fitoextracdo, fitoestabilizacdo e
fitovolatilizacdo, de acordo com as condi¢Ges do solo, os poluentes e as espécies vegetais
utilizadas.

A fitoestabilizacdo consiste no uso de plantas resistentes para reduzirem a
biodisponibilidade de elementos traco no solo através de imobilizacdo por precipitacdo ou
reducdo da valéncia destes elementos, alterando assim a mobilidade e absor¢do pelas células
radiculares (GINN; SZYMANOWSKI; FEIN, 2008; GERHARDT; GERWING;
GREENBERG, 2017). De maneira geral, plantas capazes de fitoestabilizar elementos traco
tendem a apresentar sistemas radiculares bem desenvolvidos, capacidade de producdo de
biomassa elevada e baixa taxa de translocacdo de metais da raiz a parte aérea (ALKORTA;
BECERRIL; GARBISU, 2010). Além disso, € comum observar nestas espécies associacdes
simbidticas com fungos micorrizicos, capazes de auxiliar no processo de fitoestabilizacéo
(SIDDIQUEE et al., 2015).

A fitovolatilizagdo é uma estratégia onde as plantas removem os contaminantes do solo

e os liberam na atmosfera pelas folhas, através do fluxo transpiratorio, apds os converterem em



formas volateis menos toxicas (YAN et al., 2020). Dentre os principais contaminantes
elementos traco, o selénio, mercurio e arsénio sdo os principais alvos da técnica de
volatilizacdo, por apresentarem facil volatilizacdo apds metabolizacéo pelas plantas (MAHAR
et al., 2016). Entretanto, a fitovolatilizacdo constitui uma alternativa que apenas transfere os
contaminantes do solo para atmosfera em formas volateis menos téxicas, mas que podem

novamente retornar ao solo através de precipitacdo (VANGRONSVELD et al., 2009).

Entende-se por fitofiltracdo o processo onde contaminantes de cursos dagua ou
superficies de aguas residuais sdo removidos pelas plantas, principalmente através do sistema
radicular destas (rizofiltracdo) (YAN et al., 2020). Nesta técnica, as raizes adsorvem/absorvem
0S contaminantes presentes na matriz aquatica, os precipitando através da liberacdo de
exsudatos que alteram o pH da rizosfera e, desta forma, reduzem a mobilidade destes
contaminantes (JAVED et al., 2019). Apds este processo, as plantas sdo entdo coletadas e
eliminadas (WUANA; OKIEIMEN, 2011). Algumas espécies terrestres como a mostarda
oriental (Brassica juncea) e, a espécie em estudo neste trabalho, o girassol (Helianthus annuus)
apresentam raizes mais longas e com grande area superficial quando comparadas com plantas
aquaticas no geral e, por isso, tém sido estudadas como alternativas para acumulo de
contaminantes durante a rizofiltragido (TOME; RODRIGUEZ; LOZANO, 2008; REZANIA et
al., 2016).

Na fitodegradacéo, os contaminantes absorvidos pelas plantas sdo degradados a formas
menos complexas e tdxicas, através do metabolismo vegetal no interior celular ou por acdo de
enzimas secretadas pelas plantas (SIVARAMAKRISHNAN et al., 2018). Apos degradacéo,
estes compostos mais simples serdo incorporados e destinados ao crescimento da planta. Esta
estratégia € bastante comum para tratamento de pesticidas, solventes organicos, além de
compostos organicos ou inorganicos presentes no meio (NEWMAN; REYNOLDS, 2004). A
eficiéncia do processo relaciona-se com a eficiéncia da planta utilizada em absorver tais
contaminantes, a concentracdo deles no meio e a atividade de enzimas comumente utilizadas
para degradacdo dos compostos, como nitroredutases, desalogenases, lacases, peroxidases,
entre outras (SIVARAMAKRISHNAN et al., 2018). Espécies como a mostarda oriental
(Brassica juncea) e até mesmo arboreas como o tulipeiro (Liliodendron tulipifera) tém sido
estudadas biotecnologicamente como estratégia de plantas geneticamente modificadas com
melhor potencial de fitodegradacdo (KARENLAMPI et al., 2000).

J& a fitoextragdo constitui uma das principais estratégias de fitorremediagéo e baseia-se

no uso de plantas capazes de absorver contaminantes do meio e acumula-los naturalmente como



biomassa nos tecidos acima do solo (ALI et al., 2013; SARWAR et al., 2017; JACOB et al.,
2018). No contexto de elementos traco, estes sdo mobilizados para a rizosfera destas espécies,
absorvidos pelas células radiculares, translocados para a parte aérea e compartimentalizados
nestes tecidos (ALl et al., 2013).

N&o somente para fitoextracdo, mas também nas demais vertentes da fitorremediacao, a
escolha e utilizacdo das plantas em ambientes contaminados requer que estas apresentem
elevada resisténcia aos efeitos celulares nocivos decorrentes da presenca dos elementos traco.
Outros aspectos desejaveis consistem em alta capacidade de extracdo e acimulo de elementos
traco nos tecidos da parte aérea, alta producdo de biomassa com crescimento rapido desejado,
sistemas radiculares bem desenvolvidos, facil aclimatacdo as condi¢fes ambientais no qual a
contaminacdo esteja instaurada e facil cultivo. Além disso, é recomendavel que tais plantas
sejam repulsivas a herbivoros visando a ndo inser¢do de contaminantes na cadeia alimentar
(ALl et al., 2013; SARWAR et al., 2017).

Plantas hiperacumuladoras tém ganhado destaque nas Ultimas décadas pelo seu
potencial uso em ambientes contaminados por elemento tragos, sendo mais recentemente alvos
de estratégias biotecnoldgicas, como transformacdo genética e edicdo génica, para melhorar
suas performances frente tais contaminantes (RAI et al., 2020). Naturalmente,
hiperacumuladoras podem acumular cerca de 100 vezes mais metais do que espécies nao
acumuladoras nas mesmas condig¢des (RASCIO; NAVARI-1ZZ0O, 2011). Atualmente, mais de
450 especies de plantas, divididas em no minimo 45 familias de angiospermas, j& foram
identificadas como hiperacumuladoras de metais (SUMAN et al., 2018), incluindo desde ervas
anuais a arbustos e arvores perenes (SALT; SMITH; RASKIN, 1998; DUSHENKOV, 2003).
Espécies com alto rendimento de biomassa, como girassol, Cannabis sativa, tabaco e milho ja
foram relatadas com eficiente capacidade de remog&o de elementos traco do solo (TLUSTOS
et al., 2006).

O girassol (Helianthus annuus L.) € uma planta oleaginosa nativa da América do Norte
e posteriormente difundida mundialmente. O interesse econdmico na espécie se destaca
principalmente em suas sementes, que podem ser destinadas ao uso como ragdo animal, a
extragdo de oleo de valor agregado para fabricacdo de biodiesel ou até mesmo no consumo
humano (LEITE et al., 2005). A versatilidade em seu uso estd associada a sua adaptacdo a
diferentes condic¢Oes edafoclimaticas e caracteristicas agrondmicas de interesse, como 0 seu
rapido ciclo de cultural (entre 90 a 130 dias apds semeadura) e alto potencial de produtividade

agricola atrelada a sua flexibilidade no periodo de semeadura (CASTRO et al., 1997). Além
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disso, o girassol consiste em uma das espécies mais estudadas para a fitorremediacao de solos
contaminados por elementos trago, com maior potencial de absorcéo e tolerancia aos mesmos
(GAJDOS et al., 2012; BOONYAPOOKANA et al., 2005).

2.2. Elementos traco e os efeitos do cAdmio em plantas

A contaminacao de cursos d’agua e do solo com elementos traco, inicialmente definidos
como elementos de densidade acima de 5 g.cm™® (HAWKES, 1997), potencialmente toxicos
constitui uma grande preocupagédo ambiental, tendo em vista o efeito negativo no crescimento
e desenvolvimento de plantas aliado ao risco para a saide humana através da cadeia alimentar
(RIZWAN et al., 2016; SHAHEEN; RINKLEBE, 2015). Segundo a Resolucdo n° 420 do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), valores de cadmio superiores a 3 mg.kg™
e 5 mg.kg? ja sdo considerados acima do limite praticavel para solo e aguas subterraneas
respectivamente, representando risco a salude humana. Sabe-se que a presenca de elementos
traco nas células vegetais € capaz de afetar negativamente etapas cruciais do ciclo de vida de
uma planta, como a germinacdo das sementes, fotossintese e absorcéo de nutrientes minerais,
além de levar a um desequilibrio redox podendo culminar em estresse oxidativo (ANWAR et
al., 2016; JABEEN et al., 2016; RIZWAN et al., 2016).

De forma geral, plantas podem absorver elementos trago encontrados na rizosfera por
via simpléastica, onde estes elementos atravessam a membrana plasmatica das células por canais
ibnicos especificos, ou por via apoplastica entre as paredes celulares (THAKUR et al., 2016;
CHAUDHARY; AGARWAL; KHAN, 2018). Alguns transportadores de metais ja foram
relatados no envolvimento de absorcéo celular de elementos traco, como € o caso de permeases
Zn/Fe (ZIP), as proteinas macrofégicas associados a resisténcia natural (NRAMP), os
trocadores catidnicos (CAXSs), os facilitadores de difusdo cationica (CDF), entre outros (PINTO
et al., 2014; SARWAR et al., 2017; CHANDRA; KUMAR; SINGH, 2018). Além disso, 0
acumulo de elementos traco nas plantas é influenciado por caracteristicas inerentes aos
elementos traco como a solubilidade e mobilidade destes no solo ou &4gua, taxa de translocagéo
do elemento e também pela espécie (LASAT, 2002), podendo ocorrer em diferentes 0rgaos
vegetais (KANWAR et al., 2020).

O cadmio, dentre os elementos traco, destaca-se pela sua alta mobilidade no solo e
apresenta elevada toxidez para plantas e animais, devido sua alta solubilidade em condicdes
fisiolégicas (CHANEY, 2015; KABATA-PENDIAS, 2011). Em plantas, o cadmio ¢

considerado um elemento ndo essencial e, devido sua configuracdo eletrénica, compete por
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canais de absorcao radicular como outros elementos divalentes essenciais, como por exemplo

magnésio, zinco, ferro, célcio e manganés (QIN et al., 2020).

Uma vez dentro das células, o cadmio é capaz de desencadear um aumento na producéo
de espécies reativas de oxigénio (EROS) por diferentes mecanismos. O cddmio pode interagir
com proteinas substituindo o sitio de interacdo do ferro, o liberando no meio (MOULIS, 2010).
Este por sua vez, € passivel de sofrer reacdes de Fenton e Haber-Weiss que sdo fontes direta de
geracdo de EROS, aumentando, assim, os seus niveis (CUYPERS et al.,, 2012). Qutra
possibilidade consiste na atuacéo inibitoria de enzimas do sistema antioxidante ou estimulante
de NADPH oxidases por cddmio, culminando no desbalanco entre a geracéo de EROS e atuacdo
dos mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos e consequente dano oxidativo
(CUYPERS et al., 2012; SCHUTZENDUBEL; POLLE, 2002).

Alguns estudos mostram que a reducdo de biomassa de plantas cultivadas na presenca
de cadmio no solo pode ser um resultado indireto de um desbalanco nutricional. Segundo
CARVALHO BERTOLI et al. (2012), a presenca de cadmio em plantulas de tomate promoveu
menores niveis de potassio, calcio, manganés e zinco nos tecidos da parte aérea, menor
quantidade de potéassio nas frutas e teor reduzido de manganés no sistema radicular. Além disso,
elementos como cobre e fésforo tiveram seu indice de translocacdo afetado na presenca deste

elemento traco.

Durante 0 processo germinativo, a medida que a semente é embebida e o tegumento
torna-se mais permeéavel, a exposicdo ao cadmio nesta fase pode propiciar um incremento nos
niveis deste metal nos tecidos internos da semente (SFAXI-BOUSBIH; CHAOUI; FERJANI,
2010). Sabe-se que o cadmio pode inibir a germinacdo de sementes por dois mecanismos
principais (HUYBRECHTS et al., 2019). O primeiro consiste no comprometimento da absorgéo
de agua, limitando a disponibilidade de dgua nos tecidos embrionarios em desenvolvimento,
além de inibicdo da mobilizacdo de amido do endosperma acompanhada de uma translocacao

deficiente de agUcares solUveis para o eixo embrionario (HUYBRECHTS et al., 2019).

O segundo mecanismo de atua¢do do cadmio na germinacdo consiste na inducao de
estresse oxidativo por elevacdo dos niveis de EROS (HUYBRECHTS et al., 2019). De acordo
com SMIRI e colaboradores (2013), este estresse induzido foi capaz de oxidar isoformas de
tiorredoxina em sementes de ervilha (Pisum sativum), alterando o status redox celular. Além

disso, SMIRI e colaboradores (2011) também verificaram que estas sementes apresentavam
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niveis menores de glutaniona reduzida (GSH) e atividade da glutationa redutase (GR) reduzida

nas sementes sob exposi¢do ao cadmio, indicando a presenca de estresse oxidativo intracelular.
2.3. O papel do manganés nas plantas

O manganés é um elemento essencial para as plantas e estd presente em diferentes
processos do metabolismo vegetal, atuando como cofator enzimético, molécula antioxidante e
até como catalizador de reagdes essenciais, como a fotossintese. Estima-se que as plantas
necessitam de cerca de 20 a 40 mg de Mn kg de matéria seca (MENGEL; KIRKBY, 1987),
porém a maioria das plantas absorvem além do requisitado deste elemento, chegando a exibir
entre 30 a 500 mg de Mn kg* de matéria seca (MILLALEO et al., 2010).

Sintomas de deficiéncia por manganés, principalmente a clorose intervenal, acontecem
quando a concentracéo deste elemento ¢ inferior a 10 a 20 mg kg™ de matéria seca em laminas
foliares completamente expandidas, de maneira independente da espécie ou cultivar (EATON,
2015). Por outro lado, as plantas apresentam diferentes formas de responder ao excesso de
manganés, resultando em valores de toxicidade distintos de acordo com a espécie ou cultivar.
Por exemplo, plantas de milho apresentam inibi¢do de crescimento em concentragdes de 200
mg kg de matéria seca (EDWARDS; ASHER, 1981). No caso de plantas de girassol, a
concentracdo toxica do elemento encontra-se proxima de 5300 mg kg de matéria seca
(EDWARDS; ASHER, 1981).

O manganés é um dos principais elementos divalentes constituintes das enzimas do
metabolismo vegetal. Considerando o genoma de Arabidopsis, cerca de 398 enzimas ja foram
previstas em conter o manganés como elemento presente no sitio de ligacdo a metais e que 20%
o0 requeriam como cofator enzimatico (ALEJANDRO et al., 2020). Em relacdo a atividade
enzimatica, grande parte destas enzimas podem utilizar outros elementos divalentes, como
calcio, cobalto, magnésio, cobre ou zinco. Porém, ha enzimas cuja atividade € induzida
exclusivamente quando o manganés é o cofator, sendo o caso da MnSOD, oxalato oxidase e 0
complexo OEC (Oxygen Envolving Center) do PSII responsavel pela oxidagdo da molécula de
agua durante a fotossintese (ALEJANDRO et al., 2020).

O manganés possui um papel importante na manutencdo da homeostase redox dentro
das células (ALEJANDRO et al., 2017). Na mitocondria e peroxissomos, atua como cofator de
uma isoforma de SOD exclusiva destes compartimentos (CORPAS et al., 2017). Além disso,

sua forma divalente é capaz de atuar como molécula antioxidante seja atuando sozinha ou
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através da formacgdo de complexos com moléculas de fosfato, a depender das concentracbes
locais dos dois elementos (REDDI et al., 2009; MCNAUGHTON et al., 2010).

Dentre as rea¢Bes no qual o manganés participa, a mais estudada consiste na fotolise de
moléculas de dgua no fotossistema Il durante a fotossintese (ALEJANDRO et al., 2020). Neste
processo, 0 manganés, associado a moléculas de célcio, formam um complexo (MnsOsCa) onde
duas moléculas de H>O sdo oxidadas a oxigénio molecular com liberagdo de quatro protons e
dois pares de elétrons (BRICKER et al., 2012). A presenca do manganés no complexo permite
uma geometria adequada para receber as moléculas de agua, permitindo também um turnover
de liberacdo de 25 a 90 moléculas de O por segundo (NAJAFPOUR et al., 2016). Outro aspecto
importante relacionado a fotossintese, consiste na possibilidade de moléculas de Mn
substituirem o magnésio do sitio ativo da RUBISCO, modulando sua atividade (BLOOM,;
LANCASTER, 2018).

A absorcdo e transporte de manganés pelas células vegetais ocorre majoritariamente por
transportadores ndo especificos deste metal e isso, se relaciona com o transporte de outros
elementos divalentes como ferro (Fe?*), zinco (Zn?*), cadmio (Cd?*), calcio (Ca?"), cobalto
(Co?"), cobre (Cu®") e niquel (Ni**) (SOCHA; GUERINOT, 2014). Dentre os principais
destaca-se os transportadores da familia NRAMP (Natural Resistance Associated Macrophage
Protein), ZIP (Zinc/iron-regulated transporter-like protein), YSL (Yellow Stripe-Like
Transporter) e canais permeaveis ao célcio (SOCHA; GUERINOT, 2014; SHAO et al., 2017).

4. Transmissao transgeracional e o ‘efeito da planta-mae
24. T t 1 ‘efeito da plant ’

Durante o crescimento e desenvolvimento, as plantas apresentam respostas fisioldgicas
decorrentes das condi¢fes que sdo submetidas durante seu ciclo de vida (KNUDSEN et al.,
2018). Este desempenho dindmico em resposta ao ambiente € denominado plasticidade
fenotipica e pode ser definido como a capacidade de um organismo de modificar caracteristicas
fisiologicas, morfoldgicas e/ou respostas em decorréncia de oscilagdes ambientais abioticas e
biéticas (WHITMAN; AGRAWAL, 2009).

Nesse contexto, quando as alteracfes de caracteristicas fenotipicas sdo transmitidas
verticalmente e expressas nos descendentes das plantas em funcdo do ambiente, ha o que se
chama de plasticidade transgeracional (LATZEL; KLIMESOVA, 2010). Inicialmente,
acreditava-se que este tipo de plasticidade resultava apenas em efeitos negativos em resposta
de ambientes parentais estressantes, como a producdo de sementes menores por plantas em

limitag&o nutricional ou por estresse térmico (HERMAN; SULTAN, 2011). Posteriormente,
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verificou-se que em alguns casos, este tipo de transmissdo pode incluir alteracfes especificas
que variam desde o particionamento de sementes e altera¢fes bioquimicas até modificacGes
epigenéticas, como a metilacio do DNA (HERMAN; SULTAN, 2011; FERNANDEZ-
FARNOCCHIA et al., 2019).

Pressupde-se que a transmisséo transgeracional de informag&o ocorra em situa¢des onde
0 ambiente parental preveja de forma confiavel o ambiente dos descendentes e a possibilidade
de que a nova geracdo enfrente situacbes especificas similares aos seus antecessores
(GALLOWAY, 2005). Do ponto de vista evolutivo, acredita-se que a plasticidade
transgeracional aumenta a probabilidade de que os fenétipos dos descendentes sejam
compativeis com as condicdes do ambiente no qual ele sera inserido (SIMON, 2011). Além
disso, estima-se que a maior ocorréncia deste tipo de transmissdo ocorra em virtude de

alteracdes vivenciadas pela planta-mée (SIMON, 2011).

Em relacdo a transmissao transgeracional decorrente de fatores abidticos, WHITTLE e
colaboradores (2009) verificaram possiveis respostas transgeracionais persistentes por até duas
geracOes de plantas de Arabidopsis thaliana submetidas a estresse térmico. Neste estudo, foi
evidenciado que a progénie F3 aumentava a producdo de sementes em até 5 vezes se as geracoes
FO e F1 também tivessem sido expostas ao estresse térmico. Alteracdes edaficas também ja
foram avaliadas quanto a capacidade de transmissdo entre geracdes. Plantas de Arabidopsis e
de arroz, cultivadas sob limitacdo de nitrogénio e sob estresse salino, apresentaram
descendentes mais tolerantes a estas condi¢fes e com maior biomassa, por até duas geracbes
no caso das plantas de arroz (BOYKO et al., 2010; KOU et al., 2011).

Um dos mecanismos de transmissdo de informacdo entre geragOes consiste no
particionamento das sementes e alocacdo diferencial de carboidratos, lipidios, proteinas e/ou
biomoléculas como horménios e mRNAs pela planta-mae (HERMAN; SULTAN, 2011). Este
processo é bastante influenciado pelas condi¢cdes ambientais, geralmente limitantes como a falta
de luz ou de nutrientes, e pode promover o desenvolvimento anormal dos descendentes
(FENNER; THOMPSON, 2005). Algumas plantas conseguem manter ou otimizar o
particionamento das sementes, de forma a garantir ou aumentar o sucesso da ambientagéo da
progénie no ambiente (HERMAN; SULTAN, 2011). Todavia, a plasticidade transgeracional
mediada por particionamento de sementes depende do cenario ecologico especifico enfrentado
pela nova geracio (FERNANDEZ-FARNOCCHIA et al., 2019).
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Em relacdo a elementos traco, alguns estudos em sementes de feijdo-fava (Vicia faba)
mostraram que a presenca de cddmio € capaz de alterar o contetdo de agUcares, proteinas e
outros metabolitos (MOHSEN; GHORABA, 2016). No entanto, ha poucos indicios e estudos
que possam afirmar a ocorréncia de transmissdo transgeracional especifica ao estresse por
elementos traco. Utilizando duas cultivares (sensivel e tolerante a Cd) de tomate, CARVALHO
et al. (2018) verificaram que sementes originarias de plantas cultivadas na presenca de cddmio
mantiveram o contedo de elementos como magnésio, zinco, calcio, entre outros inalterado em
relacdo a plantas ndo expostas ao elemento traco. Além disso, durante reexposi¢ao ao cadmio,
sementes oriundas de plantas previamente em contato com o elemento trago apresentaram
germinacdo similar (cultivar sensivel) ou superior (cultivar tolerante) em comparacdo as

sementes cuja planta-mée ndo teve contato prévio com o elemento (CARVALHO et al., 2018).

CARVALHO et al. (2018) também verificaram alteracfes na comunidade endofitica de
sementes em resposta ao cddmio que podem estar relacionadas a melhor adaptacdo em regides
contaminadas por este elemento traco. TRUYENS et al. (2013) estimam que alteracdes na
populacdo endofitica de sementes de Arabidopsis thaliana podem constituir um mecanismo de
transmissao transgeracional capazes de promover descendentes melhor adaptados as condi¢des
enfrentadas pelas geracGes anteriores.

3. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Crescimento e Desenvolvimento de
Plantas e em casa de vegetacdo localizados no Setor de Fisiologia Vegetal, na Universidade
Federal de Lavras (UFLA). A UFLA esta situada na latitude 21°14” Sul e longitude 45°00°
Oeste, a uma altitude de 918 m. De acordo com Koppen, a classificacdo do clima é Cwa,
considerado quente e temperado, com uma temperatura média de 19,9 °C e pluviosidade anual
de 1486 mm.

3.1. Descricdo das condicGes de origem das sementes

As sementes utilizadas neste experimento sdo do hibrido simples de girassol HEL10250.
Sendo uma parcela proveniente do lote comercial 04, produzidas no ano de 2019 pela empresa
Heliagro Agricultura e Pecuaria LTDA e outra proveniente da primeira geracdo de plantas
oriundas deste lote cultivadas em latosssolo vermelho, pH 6.4, contaminado com cadmio (Cd)
em temperatura média de 22 + 2 °C e umidade relativa de 24 + 1 %. Para o experimento utilizou-
se quatro grupos experimentais que diferem entre si quanto a origem das sementes utilizadas.

Sao eles:
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= Sementes ‘Controle’: sdo sementes do lote comercial original,

=  Sementes ‘0CdOMn’: primeira geracdo de sementes provenientes de plantas
cultivadas em solo sem adi¢céo de cddmio ou de manganés.

= Sementes ‘5Cd’: primeira geracdo de sementes provenientes de plantas
cultivadas em solo contaminado com 5 mg. L™ de cadmio;

= Sementes ‘5Cd400Mn’: primeira geracdo de sementes provenientes de plantas
cultivadas em solo contaminado com 5 mg. L de cadmio, porém acrescido de

400 mg. L™! de manganés.

Estas sementes, além da origem, diferem entre si em relacdo ao teor de cadmio e

manganés encontrados em seus tecidos, conforme descrito na Tabela 01.

Tabela 01 — Teor de cadmio e manganés nas sementes de origem Controle, 0CdOMn, 5Cd e

5Cd400Mn.
IDENTIFICACAO/ORIGEM CADMIO (mg.kg?) MANGANES (mg.kg?)
CONTROLE nd 28.6980 + 1.5519®8
0CDOMN nd 25.1860 + 0.35628
5CD 3.6390 + 0.5052°5 43.1500 + 0.1628"
5CD400MN 8.1460 + 0.2286" 682.8205 + 9.3268"

Os valores representam média + erro padrdo. Letras comparam a diferenca estatistica entre as origens
das sementes. Letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica entre as variaveis a nivel de
significancia de 5%. (nd) = nao detectado.
Fonte: Do autor (2021).

3.2. Curva de embebicéo

Para construcdo da curva de embebicdo de cada origem das sementes, quatro repeticoes
contendo 25 sementes cada tiveram seu peso fresco inicial aferido e posteriormente embebidas
em placas de Petri contendo papel de germinacdo umedecido com agua destilada. Durante este
procedimento, as sementes foram retiradas, tiveram suas superficies secas com papel toalha,
pesadas e posteriormente mantidas a temperatura ambiente (25 + 2 °C). A cada intervalo de
uma hora, 0 peso das sementes era novamente aferido até que houvesse estabiliza¢cdo do mesmo

ou germinacéo das sementes.

A curva de embebicgéo foi construida com base no peso das sementes ao longo do tempo
em horas. Apds a construcdo da curva, o padrdo trifasico de embebicéo foi tracado para cada

uma das origens analisadas e definiu-se 8 horas como sendo o periodo equivalente a metade da
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fase Il de germinacdo e 24 horas como sendo o periodo equivalente a terceira fase da

germinacdo. Foi considerada a protrusdo da radicula (2mm) como critério para germinacao .

3.3. Conducdo do experimento
3.3.1. Experimento 1: Efeito da origem das sementes na germinagéo em condigdes
similares as condigdes de cultivo da planta-mée

Nesta primeira etapa, foram realizadas analises nas sementes coletadas nos dois tempos
definidos ap0s a obtencédo da curva de embebic&o (8 e 24 horas). Nesta etapa, as quatro origens
de sementes foram cultivadas em placas de Petri contendo papel de germinacdo e umedecidas
com trés solugdes: (i) controle (Agua deionizada); (ii) 5Cd (solucdo de cadmio a5 mg L) e (iii)
5Cd400Mn (solucéo de cadmio a 5 mg L™ + solugdo de manganés a 400 mg L1), gerando um
esquema fatorial 4x3 sendo 4 origens e 3 condi¢des com 4 repeticdes cada. Estas entdo foram
acondicionadas em cAmara de germinagio em fotoperiodo de 12 horas a 40 pmol fotons m? s~
! temperatura de 25 °C e umidade relativa de 60%. As amostragens foram realizadas nos

periodos de 8 e 24 horas ap6s semeadas nas placas.

3.3.2. Experimento 2: Efeito da origem das sementes no crescimento de plantulas

cultivadas em condicdes similares as condi¢6es de cultivo da planta-mae

Nesta segunda etapa, as quatro origens de sementes foram cultivadas em vasos de 10 L,
contendo latossolo vermelho de pH 6.4 em temperatura média de 23 + 2 °C e umidade relativa
de 24 + 1 %, em trés condicdes de cultivo, sendo elas: (i) controle (solo ndo contaminado); (ii)
5Cd (solo contaminado com 5 mg. L-1 de cadmio) e (iii) 5Cd400Mn (solo contaminado com 5
mg. L-1 de cadmio acrescido de 400 mg. L-1 de manganés), gerando um esquema fatorial 4x3
sendo 4 origens e 3 condi¢des com 4 repeticdes cada. Os solos foram contaminados e mantidos
em incubacdo antes que houvesse a semeadura e apds 25 dias de cultivo foi realizada a coleta

de material para as analises.
3.4. Andlises biogquimicas

As andlises bioquimicas foram realizadas em sementes coletadas as 8 horas e 24 horas
de cada tratamento apds o inicio da embebicdo (Experimento 1) e também em raizes e folhas
das plantas coletadas apds 25 dias (Experimento 2), quando atingiram o estagio fenoldgico V3
(trés pares de folha completamente expandidos), cultivadas igualmente nos tratamentos

supracitados. Todo o material coletado foi armazenado em freezer a -80 °C até 0 momento das
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andlises. No caso de sementes, foram retirados os tegumentos antes de serem maceradas para

0s ensaios bioquimicos.
3.4.1. Peroxidacao lipidica e teor de peroxido de hidrogénio

A quantificacéo de peroxidacdo lipidica em plantas ocorreu conforme o método do acido
tiobarbiturico, descrito por HEATH E PACKER (1968) e modificado por PEIXOTO et al.
(1999). 100 mg de cada uma das amostras vegetais foram maceradas em nitrogénio liquido e
polivinilpolipirrolidona (PVPP) e posteriormente homogeneizado em 1 mL de TCA 1% (v/v)
e centrifugado a 12000 g por 15 min a 4 °C. Uma aliquota do sobrenadante foi submetida a
reacao com um meio de reacdo composto por acido tiobarbitdrico 0,5% e TCA 20% e mantida
em banho maria a 95 °C durante 30 min. Apds resfriamento e paralizacdo da reacdo em banho
de gelo, as amostras foram lidas em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 535 nm e
600 nm e através de calculos especificos a peroxidacao lipidica foi estimada.

Para sementes utilizou-se protocolo de DU E BRAMLAGE (1992), onde a extracdo é
realizada com etanol 80% acrescido de BHT, centrifugado a 10000g por 10 min a 4 °C, sendo
este procedimento realizado 3 vezes. Posteriormente, adicionou-se uma aliquota de
sobrenadante ao meio de reagdo composto por acido tiobarbiturico 0,65%, BHT 0,01% e TCA
20% e mantida em banho maria a 95 °C durante 25 min. Logo ap06s resfriamento, fez-se a leitura
nos comprimentos de onda de 400, 532 e 600 nm, estimando a concentragdo de MDA através
de célculos especificos.

Os niveis de peroxido de hidrogénio (H202) foram quantificados pelo método de
VELIKOVA et al. (2000). Pelo método, 100 mg de material vegetal foram maceradas em
nitrogénio liquido, homogeneizados com 1 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1% e
centrifugadas a 12000g por 15 minutos a 4 °C. A aliquota do sobrenadante resultante da
centrifugacdo foi solubilizada com tampéo fosfato de potéssio (KH2PO4) 10 mM, pH 7,0 e
iodeto de potéssio (KI) a 1M. Posteriormente, estas amostras foram analisadas em
espectrofotdbmetro com leitura da absorbancia a 390 nm e os niveis de H20, foram quantificados

por meio de comparagdo com curva padrao.
3.4.2. Atividade enzimatica do sistema antioxidante

Para a extracdo enzimética de catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e ascorbato

peroxidase (APX), cerca de 100 mg de matéria fresca foram maceradas em nitrogénio liquido
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e polivinilpirrolidona (PVPP), homogeneizadas com 1 mL de tampéo fosfato (100 mM pH 7,8)
contendo acido etilenodiaminatetracético (EDTA) 100 mM e acido ascérbico 1 mM.

O meio de reacdo para CAT consistiu em tampéo fosfato de potassio 67 mM (pH 7,0),
H.0, 10 mM e a aliquota do extrato enzimatico. O consumo de H20> foi mensurado seguindo
sua absorbancia a 240 nm (ANDERSON; PRASAD; STEWART, 1995).

A atividade da SOD foi mensurada em meio de reacdo contendo 50 mM de tampéo
fosfato (pH 7,8) 50 mM, L-metionina 13 mM, EDTA 0,1 mM, riboflavina 0,002 mM e NBT
0,075 mM, segundo descrito por GIANNOPOLITIS E RIES (1977). A reagéo ocorreu em luz
fluorescente (15 W) durante 7 minutos. O composto azul de formazan, derivado da reducéo do
NBT, foi quantificado espectrofotometricamente a 575 nm. Uma unidade de SOD foi definida

como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a reducdo do NBT.

A atividade da APX foi aferida em meio composto por tampéo fosfato (pH 7,0) 50 mM,
acido ascoérbico 0,5 mM, H>0> 2 mM e a aliquota do extrato enzimético. A oxidacdo de
ascorbato foi acompanhada a 290 nm seguindo o descrito por NAKANO E ASADA (1981).

3.4.3. Proteinas totais, aminoacidos totais e prolina

Para extracdo de proteinas, aproximadamente 100 mg de matéria fresca de cada parcela
experimental de sementes e plantulas foram maceradas juntamente com nitrogénio liquido e
polivinilpolipirrolidona (PVPP) antes da homogeneizacao, realizada em 10 mL de tampao
fosfato de potassio (KH2PO4) (100 mM, pH 8), acrescido de &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA) 0,1 mM e &cido ascorbico (CsHsOs) 10 mM. O material resultante foi centrifugado a
13000 g durante 10 min, em temperatura de 4 °C, sendo o sobrenadante utilizado para as

analises especificas.

A determinacdo de proteinas se deu de acordo com o método de BRADFORD (1976),
utilizando o corante Comassie Blue G-250, H3PO4 85% (v/v) e etanol 95% (v/v). Durante o
procedimento, 100 mg de Comassie Blue G-250 foram diluidos em 50 ml de etanol 95%,
acrescendo 100 mL de H3PO4 85% e posteriormente tendo o volume completado para 1 L com
agua destilada. Para a quantificacdo, 100 pL do extrato enzimatico bruto foram acrescidos de 5
mL do reagente preparado, seguindo de agitacdo em vortex e repouso por 5 minutos a
temperatura ambiente ap0Os agitacdo. A absorbéncia de cada amostra foi lida em um

espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 595 nm. Ao final, o teor de proteinas péde ser
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determinado por intermédio de curva de calibragdo, fazendo uso de albumina de soro bovino
(BSA) 1 mg. mL* como padrao.

A quantificacdo de aminoacidos totais foi feita segundo YEMM E COCKING (1955).
Segundo este método, a 1 mL de extrato adiciona-se 500 uL de tampdo citrato de sodio 0,2 M
pH 5.8, 200 pL de uma solucdo de ninhidrina 5% (m/v) diluida em éter monometilico de
etilenoglicol acrescido de 1 mL de solugdo KCN 0,0002 M. Este mix foi entdo aquecido a 100°
C em banho-maria por 20 minutos e, apds resfriamento, acrescentou-se 1 mL de alcool etilico
60%. Posteriormente realizou-se leitura de aliquota deste ensaio em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 570 nm, sendo os resultados expressos em pmol.g™ MS.

O método utilizado para quantificacdo de prolina foi o descrito por CARILLO E
GIBBON (2011) contendo algumas modificagbes. 100 mg de matéria fresca foram
homogeneizadas com etanol 60% e centrifugadas a 14000g durante 5 minutos. Em um tubo de
ensaio contendo 500 pL do sobrenadante, foi adicionado 1 ml de ninhidrina 1% em acido
acetico 60% e etanol 20%. Posteriormente, foi aquecido por 20 minutos em banho-maria a 95°
C, seguido de resfriamento em banho de gelo. Apo6s resfriada, a solugdo foram acrescidos 1 mli
de etanol 60% e depois realizada leitura em espectrofotdbmetro a 520 nm. As absorbancias
obtidas foram comparadas com uma curva-padrao de prolina e os resultados foram expressos

em pg.mgMF.
3.4.4. Acucares sollveis e agucares redutores

A quantificacdo de acucares solUveis totais ocorreu de acordo com o método de antrona
(hidroxiantranceno). 40 mg de antrona foram pesadas e adicionadas a 1 mL de &gua destilada,
seguido de um incremento de 20 mL de &cido sulfarico concentrado (H2SO4) a solucéo.
Posteriormente, aliquotas do extrato bruto foram submetidas a reacdo com a solucéo de antrona
mantendo-se o sistema em banho de gelo. Em seguida, a solucdo resultante foi levemente
agitada e levada a banho-maria a 100 °C durante trés minutos. Por fim, fez-se a leitura da

solucéo em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 620 nm.

A quantificacdo de agucares redutores foi baseada na metodologia por DNS, que contém
0s seguintes reagentes: acido dinitrossalicilico (DNS), hidréxido de sodio, tartarato de sodio e
potéssio (KNaCsH40s-4H20) (sal de Rochelle) e glicose 10 mM. O preparo da solugéo estoque
consistiu na adicdo de 50 mL de hidroxido de sédio a 2,5 g de DNS e 125 mL de agua destilada,
sendo esta agitada até a sua total dissolucdo. Posteriormente, foram adicionados 75 g de sal de
Rochelle, completando o volume da solucdo para 250 mL utilizando agua destilada. O
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recipiente contendo esta solucéo foi coberto com papel aluminio devido a sua instabilidade na
presenca de luz e CO2. Apds o preparo da solucdo de DNS, adicionou-se o extrato bruto sob
agitacdo em vortex. Posteriormente, esta solucdo foi mantida em banho-maria a 100°C durante
cinco minutos. Apos o resfriamento, as leituras em espectrofotdmetro foram realizadas no

comprimento de onda de 540 nm.
3.4.5. Pigmentos fotossintéticos

Para a quantificacdo dos pigmentos, aproximadamente 100 mg de tecido foliar foram
macerados em 5 mL de acetona 80% (v/v) e filtrado em Ia de vidro. Os extratos de cada parcela

foram completados para o volume de 10 mL e mantidos em condic¢des de baixa luminosidade.

As concentragdes de clorofila a e b foram determinadas utilizando-se a medida da
absorbancia dos extratos, lidas em espectrofotdbmetro a 663 e 646 nm, enquanto que 0s
carotenoides fazem uso de leitura a 470 nm. A determinacdo das clorofilas a e b e dos
carotenoides totais ocorreu de acordo com os célculos propostos por LICHTENTHALER
(1987).

3.5. Fluorescéncia da clorofila a

As anélises fotoquimicas foram realizadas em folhas totalmente expandidas com o
fluorémetro portéatil Mini-PAM (Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Alemanha). A florescéncia
inicial (FO) foi obtida apds exposicdo de 0,3 pmol de fétons.m?2.st a tecidos foliares
previamente aclimatados ao escuro por 40 minutos. Posteriormente, a fluorescéncia maxima
(Fm) foi obtida por meio de pulso de luz saturante (10.000 pmol de fotons.m2.s1). A eficiéncia

quéantica maxima do FSII foi calculada pela relacdo descrita abaixo.

Fv  (Fm—F0)

Fm Fm

Ja o rendimento quéntico efetivo do fotossistema Il foi obtido pela equacdo descrita
abaixo:

(Fm' — F)

4

DIl =
Fm

As medicdes foram realizadas ao término de 25 dias apds a semeadura das sementes,

com as plantas de girassol em seu estagio V3 de desenvolvimento.

3.6. Analises morfoldgicas
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Quatro repeticBes de plantas de cada tratamento foram coletadas ap6s 25 dias de
crescimento para as anélises de massa fresca e matéria seca e medidas de comprimento da parte

aérea e das raizes.
3.7. Quantificacdo de cadmio e manganés

Amostras de solo e plantas, bem como as sementes de diferentes origens, foram
utilizadas para quantificar caddmio e manganés. A quantificacdo destes metais ocorreu por uso
de espectrometria de emissdo Optica em plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) ap0s
digestdo com é&cido nitroperclorico concentrado. Os resultados sdo expressos em mg.kg™ de

material.

O fator de bioacumulagéo (FB) foi calculado baseado no proposto por ZAYED et al.

(1998) segundo a férmula a seguir:

FB = concentracdo de metal na plantula (mg.kg=! MS)

concentracio de metal no solo (mg.kg=1 MS)
3.8. Analise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado em fatorial 4x3,
contando com 4 origens de sementes e trés condi¢Bes de cultivo, com 4 repeti¢Ges cada. Os
dados foram verificados quanto sua distribuicdo por meio da andlise de variancia (ANOVA) e,
em caso de normalidade, tiveram suas médias comparadas por teste de Tukey a nivel de
significancia de 5%, através do software estatistico RBio. Dados ndo paramétricos foram
avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis e analisados pela correlacdo de Spearman ou pela

Andlise de Componentes Principais (PCA).
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A origem das sementes influenciou o processo de embebicdo (FIGURA 1B) e
germinacdo das sementes (FIGURA 1A). As sementes ‘5Cd400Mn’ apresentaram um atraso
durante a embebicdo, estendendo o periodo correspondente a fase Il da germinacdo em
aproximadamente 16 horas, enquanto que para as sementes ‘Controle’ esta fase durou cerca de
8 horas. Quando verificado a porcentagem de germinacdo, este atraso refletiu em uma menor

porcentagem de germinacéo (36%).

Esta baixa porcentagem de germinacdo das sementes ‘5Cd400Mn’ pode estar

relacionada a maior presenca de manganés que possivelmente acelerou a ligninificacdo do
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tegumento, atrasando a absorcdo de &gua e consequentemente reduzindo a germinagdo. O
manganés envolve-se na rota de biossintese de lignina em dois momentos. Primeiramente, pode
atuar como cofator enzimatico da fenilalanina amoénia liase (PAL), alem do magnésio,
aumentando a sintese de monolignois pela via de fenilpropanoides (Engelsma, 1972).
Posteriormente, os ions manganés em sua forma trivalente (Mn®*") podem oxidar os
monolignois, gerando compostos que serdo adicionados a grupos fenois que resultam nas
cadeias de lignina (ONNERUD et al., 2002). Outra possibilidade consiste na atuacéo inibitoria
do cadmio, que também encontra-se elevado nesta origem de semente, aos canais de
aquaporina, limitando por sua vez a permeabilidade da agua aos tecidos das sementes
(PRZEDPELSKA-WASOWICZ; WIERZBICKA, 2011).

Figura 1 — Germinacdo acumulada (A) e curva de embebicéo (B) de sementes de girassol das
origens Controle, 0CdOMn, 5Cd e 5Cd400Mn.
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Valores expressos como media + erro padrdo. Fonte: Do autor (2021).

Quando avaliados os niveis endogenos de peroxido de hidrogénio (H20.), verificou-se
que, com 8 horas de embebicdo (FIGURA 2A), as sementes de origem ‘5Cd400Mn’
apresentaram valores inferiores quando submetidas ao tratamento contendo 5 mg. L™ de cadmio
acrescido de 400 mg. Lt de manganés (5Cd400Mn). A presenca de manganés no meio externo
contribuiu para a reducdo de H>O2 nas sementes ‘5Cd400Mn’, enquanto que para sementes
“5Cd” esta presenca estimulou um aumento de perdxido de hidrogénio. As 24 horas (FIGURA
2C), a presenga de cadmio no meio promoveu os menores valores de H>O> nas sementes de

origem ‘5Cd400Mn’ e ‘Controle’, independente da presenca de manganés ou ndo associado ao
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meio. Por outro lado, sementes ‘5Cd’, assim como a origem ‘0CdOMn’ apresentaram valores

superiores de H202 nestas mesmas condigoes.

A peroxidacdo lipidica, mensurada melo marcador malondialdeido (MDA), nas
sementes avaliadas as 8 horas demonstrou um comportamento antagdnico entre as origens
‘SCd’ e ‘5Cd400Mn’ (FIGURA 2B). Sementes ‘5Cd’ apresentaram maiores quantidades de
MDA em relacdo ao tratamento controle, enquanto que sementes ‘5Cd400Mn’ tiveram valores
de MDA inferiores comparado aos valores das sementes do tratamento controle. Quando
avaliadas em 24 horas de embebicdo, este comportamento se mantém apenas para a origem
‘5Cd400Mn’ (FIGURA 2D). Ja a origem 5Cd’ apresentou niveis de MDA similares nas demais
condicdes avaliadas.

Figura 2 - Peroxido de hidrogénio (A e C) e peroxidacdo lipidica (B e D), mensurada pelo
marcador malondialdeido (MDA), em sementes de girassol das origens Controle,
0CdOMn, 5Cd e 5Cd400Mn, cultivadas em meio sem cadmio (Controle), com

5mg.L* de cadmio (5Cd) e com 5mg.L? de cadmio + 400 mg.L de manganés
(5Cd400Mn), as 8 e 24 horas ap6s o inicio da embebicao.
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(A) e (B) consistem em analises nos materiais coletados 8 horas apds embebigéo. (C) e (D) consistem
em analises nos materiais coletados 24 horas ap6s embebicdo. Barras representam valores de média +
erro padrdo. Letras mailsculas comparam a diferenca estatistica entre as origens de semente dentro de
um tratamento, enquanto que letras mindsculas comparam as origens entre os tratamentos. Letras iguais
indicam que ndo houve diferenca estatistica entre as variaveis a nivel de significancia de 5%. Fonte: Do
autor (2021).

Sabe-se que manganés e cadmio competem pelos mesmos transportadores, como por
exemplo os da familia NRAMP e ZIP e também pelo mesmo sitio de interacdo a outras
moléculas devido a similaridade eletrdnica (SHAO et al., 2017). Desta forma, por possuir um
elevado teor de manganés e em maior quantidade comparado ao cadmio, pode-se inferir que
sementes ‘5Cd400Mn’ tenham evitado maiores efeitos toxicos do metal por competicdo do
manganés com cadmio, evidenciado pelos valores inferiores de H.O, e MDA. Por outro lado,
uma menor quantidade enddgena de manganés nas sementes ‘5Cd’ em comparacao a origem
‘5Cd400Mn’, associado a quantidades similares de manganés e cddmio, pode estar relacionado
a nao competicao entre estes elementos de forma tdo proeminente. Nesta possibilidade, haveria

uma maior interagdo do cadmio a outras moléculas, levando a maiores efeitos toxicos por
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estresse oxidativo, uma vez que os niveis de perdxido de hidrogénio e MDA mantiveram-se

elevados tanto as 8 e 24 horas, na condicdo contendo cddmio e manganés no meio externo.

Para a atividade da SOD, observou-se que as 8 horas, as principais origens afetadas
negativamente pela condi¢do ‘5Cd’ foram as sementes ‘5Cd’ e ‘5Cd400Mn’ que apresentaram
as menores atividades especificas nesta condi¢do (FIGURA 3A). Na condi¢cdo com manganés
no ambiente (5Cd400Mn), ambas as sementes apresentaram um incremento da atividade da
SOD. Para as sementes avaliadas em 24 horas em todas as condi¢des submetidas, as sementes
‘Controle’ apresentaram atividade superior comparadas as demais origens de sementes
(FIGURA 3D). Sementes ‘5Cd400Mn’ também apresentaram atividade superior de SOD na
condi¢ao ‘5Cd400Mn’, o que segundo MULLER et al. (2009), pode estar relacionado com o

incremento de ROS decorrente do crescimento da radicula e posterior protrusao.

Quanto as atividades especificas de CAT, apds 8 horas de embebicdo, sementes de
origem ‘Controle’ apresentaram atividades superiores em todos os tratamentos, e apenas esta
origem apresentou diferenca nas condi¢des distintas (FIGURA 3B). Em 24 horas, destaca-se
que as sementes de origem ‘5Cd400Mn’ apresentaram os menores valores de atividade em
todas as condigdes estudadas, no entanto, quando na presenca de manganés associado ao
cadmio, verificou-se uma elevacdo na atividade desta enzima, assim como nas sementes de
origem ‘5Cd’ (FIGURA 3E).

Em relagdo a atividade da APX, as sementes de origem ‘0CdOMn’ e ‘5Cd’ apresentaram
maiores atividades na presenca de cadmio e caddmio+manganés, ap6s 8 horas de embebicédo
(FIGURA 3C). As 24 horas, as sementes de origem ‘5Cd400Mn’ mostraram um padrdo de
resposta semelhante ao observado para atividade da CAT (FIGURA 3F), onde na presenca de

manganés verificou-se maior atividade enzimatica em comparagdo com a condigdo ‘5Cd’.

Figura 3 — Atividade das enzimas constituintes do sistema antioxidante enzimatico: superdxido
dismutase (A, D), catalase (B, E) e ascorbato peroxidase (C, F) em sementes de
girassol das origens Controle, 0CdOMn, 5Cd e 5Cd400Mn, cultivadas em meio sem
cadmio (Controle), com 5 mg.L™* de cadmio (5Cd) e com 5mg.L™* de cadmio + 400
mg.L de manganés (5Cd400Mn) as 8 e 24 horas ap0s o inicio da embebicéo.
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(A), (B) e (C) consistem em anélises nos materiais coletados 8 horas ap6s embebicdo. (D), (E) e (F)
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dentro de um tratamento, enquanto que letras mindsculas comparam as origens entre os tratamentos.
Letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica entre as variaveis a nivel de significancia de
5%. Fonte: Do autor (2021).

Durante a fase Il do processo de embebicédo, correspondente ao periodo de 8 horas nas
plantas avaliadas, ocorre a reativacdo metabdlica posterior a hidratacdo inicial dos tecidos da
semente, com aumento da atividade respiratdria e provavel aumento dos niveis de ROS (DIAZ-
VIVANCOS; BARBA-ESPIN; HERNANDEZ, 2013). Para manutencio dos niveis destas
espécies reativas dentro de uma ‘janela oxidativa’ com fins de sinalizagdo, durante a embebicao
ocorre um aumento dos niveis de alguns componentes do sistema antioxidante celular
(BAILLY; EL-MAAROUF-BOUTEAU; CORBINEAU, 2008). Assim como verificado neste
estudo, BICALHO e colaboradores (2019), analisando a germinacéo de Butia capitata, também
verificaram um aumento da atividade de SOD, como estratégia da especie em manter a

homeostase redox apos a embebicdo das sementes.

Na fase Il da embebicdo, um dos sitios ativos de geracdo de EROS consiste na

mitocondria durante o metabolismo respiratorio. Nesta organela, ha predominancia de atuacdo
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de SOD, dentre elas uma isoforma de SOD dependente de manganés (CORPAS et al., 2017).
Os resultados de SOD podem indicar que sementes ‘5Cd400Mn’ tem uma maior atividade da
enzima, tanto as 8 quanto 24 horas, devido ao maior teor de manganés interno que atuaria
competindo com o cadmio pelo sitio de cofator da SOD, atenuando os efeitos inibitorios deste
elemento traco a atividade enzimatica. Além disso, a maior disponibilidade de manganés no
meio externo ¢ capaz de aumentar a atividade de SOD nas sementes de origem ‘5Cd’ durante o
processo de embebicdo, também pela atenuacéo da acdo do cadmio sobre a atividade das SODs

encontradas nestes sitios ativos de geracdo de ROS.

Em relacdo as concentracdes de proteinas solUveis totais, no periodo de 8 horas,
observou-se um decréscimo nos valores em rela¢do as condigdes para as origens ‘0CdOMn’ e
*5Cd400Mn’ (FIGURA 4A). A condicdo contendo 5 mg.L™ de cadmio (‘5Cd’) propiciou os
maiores niveis de proteinas para as origens ‘5Cd’ e ‘5Cd400Mn’. Este mesmo comportamento
pode ser observado apds 24 horas de embebic&o para ambas as origens. As 24 horas, a origem
‘Controle’ apresentou um decréscimo dos niveis de proteina quando submetidas as condigdes
contendo cadmio (FIGURA D).

Associado aos niveis de aminoacidos é possivel perceber que a reducdo verificada nos
niveis de proteinas para a origem ‘5Cd400Mn’ da condigdo contendo cadmio e manganés em
relacdo aquela contendo apenas cadmio refletiu em um aumento nos niveis de aminoacidos as
8 horas, indicando que a presenca de manganés no meio contribuiu para uma maior protedlise
ou que tenha comprometido a sintese proteica (FIGURA 4B). De forma contréria, ainda as 8
horas, verificou-se que as sementes de origem ‘5Cd’ apresentaram uma redugdo dos niveis de
aminoacidos na presenca de manganés no meio, indicando que possivelmente a presenca deste
elemento tenha atenuado a protedlise para esta origem. As 24 horas, o maior nivel de
aminoacidos foi verificado nas sementes de origem ‘5Cd’ em todas as condi¢des (FIGURA
4E).

Os niveis de prolina mostraram que na condicdo ‘Controle’, sementes de origem
‘5Cd400Mn’ apresentam os maiores niveis deste aminoacido as 8 horas (FIGURA 4C). De
forma geral, todas as origens reduziram os niveis de prolina quando expostas a condig¢ao ‘5Cd’
e somente a origem ‘0CdOMn’ apresentou incremento de prolina no meio contendo manganés
tanto as 8 quanto em 24 horas. As 24 horas, sementes de origem ‘5Cd’ na condicdo controle,
tiveram um pico de prolina que, assim como as demais, diminui na condi¢do com 5 mg.L™* de
cadmio (FIGURA 4F).



29

Figura 4 — Conteudo de proteinas (A, D), aminoacidos (B, E) e prolina (C, F) em sementes de
girassol das origens Controle, 0CdOMn, 5Cd e 5Cd400Mn, cultivadas em meio sem
cadmio (Controle), com 5mg.L* de cadmio (5Cd) e com 5mg.L™* de cadmio + 400

mg.L* de manganés (5Cd400Mn) as 8 e 24 horas ap6s o inicio da embebicéo.
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(A), (B) e (C) consistem em analises nos materiais coletados 8 horas ap6s embebicdo. (D), (E) e (F)
consistem em anélises nos materiais coletados 24 horas apds embebicéo. Barras representam valores de
média + erro padrdo. Letras mailsculas comparam a diferenca estatistica entre as origens de semente
dentro de um tratamento, enquanto que letras mindsculas comparam as origens entre os tratamentos.
Letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica entre as variaveis a nivel de significancia de
5%. Fonte: Do autor (2021).

Considerando que o cadmio pode competir com estes trés elementos, pode-se inferir que
as sementes de origem ‘5Cd400Mn’, mesmo apresentando niveis elevados de cadmio, ndo
apresentaram impactos na atividade destas proteases, devido aos niveis de manganés enddgeno
elevado que atuaram mitigando o efeito inibitorio do elemento traco. Por outro lado, a origem
‘5Cd’, quando exposta ao meio contendo cddmio e manganés pode ter absorvido maior
quantidade de cddmio que, por competicdo, reduziu ou inibiu a atividade das proteases, levando
aum menor nivel de amino&cidos. Além disso, acredita-se que o cadmio esteja relacionado com

uma menor alocacao de nitrogénio (pelos aminoéacidos livres) destinadas ao desenvolvimento
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das plantas, devido a inibi¢do de peptidases e proteases ainda na fase de semente (JAOUANI
etal., 2018).

A prolina é um aminoacido que também atua como osmolito regulador da homeostase
celular por apresentar um carater antioxidante capaz de interagir com EROS, reduzindo seus
niveis, atuando na manutencdo da integridade de membranas, na regulacdo do pH entre outros
(SHARMILA et al., 2017). De forma geral, a presenca de cadmio é capaz de induzir maiores
niveis de prolina como estratégia adaptativa a esta condicao adversa (SHARMILA et al., 2017),
porém, neste estudo os niveis de prolina ndo apresentaram respostas tdo proeminentes,

provavelmente devido a maior atividade da SOD e CAT nestas condigdes.

Considerando os niveis de agucares soluveis totais (AST), verificou-se que, as 8 horas,
a condi¢do ‘5Cd’ promoveu redugdo de agucares para as origens ‘5Cd’ e ‘Controle’, enquanto
que esta mesma condicdo propiciou um incremento de AST nas origens ‘0CdOMn’ e
‘5Cd400Mn’ (FIGURA 5A). As origens que tiveram redugdo na condigdo ‘5Cd” (5Cd e
Controle), na presenca de manganés no meio (condi¢do 5Cd400Mn), aumentaram a quantidade
de AST. Dentre as origens que tiveram um aumento na condicdo com cadmio apenas
(5Cd400Mn e 0CdOMn), a presenca de manganés reduziu os niveis de AST (origem
“5Cd400Mn’). As 24 horas, o padrio de resposta da origem ‘5Cd’ evidenciado em 8 horas se
manteve em relacdo as condicOes avaliadas (FIGURA 5C). Neste periodo, a origem ‘0CdOMn’

apresentou incremento de AST na condigdo ‘5Cd400Mn’.

Em relacdo aos acucares redutores (AR), verificou-se que apds 8 horas de embebicédo
ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos estudados (FIGURA 5B). Apds 24 horas,
a origem ‘5Cd’ apresentou incremento na presenca de manganés em comparagao a condicao
‘5Cd” (FIGURA 5D). As sementes de origem ‘Controle’ aparentam ser mais sensivel ao
cadmio, uma vez que demonstram menor quantidade de AR nas condicBes contendo cadmio
em relacdo a condicdo controle. Para esta origem, a presenca de manganés nao foi suficiente
para mitigar os efeitos toxicos do elemento traco, resultando no menor valor de AR.

Figura 5 — Conteudo de agUcares solUveis totais (A, C) e aglcares redutores (B, D) em sementes
de girassol das origens Controle, 0CdOMn, 5Cd e 5Cd400Mn, cultivadas em meio

sem cadmio (Controle), com 5mg.L™ de cadmio (5Cd) e com 5mg.L* de cadmio +
400 mg.L* de manganés (5Cd400Mn) as 8 e 24 horas ap6s o0 inicio da embebicao.
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(A) e (B) consistem em analises nos materiais coletados 8 horas ap6s embebicédo. (C) e (D) consistem
em analises nos materiais coletados 24 horas ap6s embebicdo. Barras representam valores de média +
erro padrdo. Letras mailsculas comparam a diferenca estatistica entre as origens de semente dentro de
um tratamento, enquanto que letras mindsculas comparam as origens entre 0s tratamentos. Letras iguais
indicam que ndo houve diferenca estatistica entre as variaveis a nivel de significancia de 5%. Fonte: Do
autor (2021).

KURIAKOSE e PRASAD (2007) verificaram que o cadmio altera o perfil de agucares
pela retencdo da translocacdo dos agucares solUveis para o eixo embrionario, associada a uma
inibigdo parcial da atividade de a-amilase. Com isso, os efeitos benéficos do manganés podem

estar associados a atenuacdo da inibi¢do enzimatica ao cadmio por competicao de sitio ativo.
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Assim como para os AST, o incremento de AR na origem ‘5Cd’ na presenca de
manganés e a pouca alteracdo dos niveis destes agucares na presenca de cadmio em relacdo a
condicdo controle mostra uma maior mobilizacédo de agucares. Além disso, a maior presenca de
AST nesta origem na condicdo ‘Controle’ pode explicar a alta porcentagem de germinacéo
desta origem, decorrente de maiores teores de agucar para serem metabolizados pela respiragdo

e destinados ao crescimento do embrido, culminando na germinagéo em si.

Em relacdo ao acimulo de metais nas plantulas ap6s o Experimento 2, foi possivel
perceber que houve um acimulo diferencial de cAddmio e manganés em relacéo as origens das
plantas, conforme pode ser visualizado na Tabela 02. De forma geral, na condigao ‘5Cd400Mn’,
todas as origens absorveram mais cddmio em comparacdo as demais condigdes (‘5Cd’ e
‘Controle’). Por outro lado, a condi¢do ‘5Cd’ limitou a absor¢do de manganés em relacdo a
condicdo ‘Controle’ para todas as origens, exceto a ‘Controle’.

Tabela 02 — Teor de cadmio e manganés acumulados em plantas de girassol das origens
Controle, 0CdOMn, 5Cd, 5Cd400Mn, cultivadas em solo sem cadmio (Controle),

com 5mg.L-1 de cadmio (5Cd) e com 5mg.L? de cadmio + 400 mg.L? de
manganés (5Cd400Mn), ap0s 25 dias.

ORIGEM  CONDICAO CADMIO (MG.KG?) FBco MANGANES (MG.KG?) FBumn
CONTROLE Controle nd nd 63.7580 + 1.9861 5.3132 £ 0.1655
CONTROLE 5Cd 15.4220 + 0.3649 3.0844 £ 0.0730 75.4710 £ 2.3550 6.2893 + 0.1963
CONTROLE 5Cd400Mn 21.3390 £ 2.4670 4.2678 £ 0.4934 5708.9690 + 66.8947 13.8567 + 0.1624

0CDOMN Controle nd nd 91.9540 + 3.3198 7.6628 + 0.2766

0CDOMN 5Cd 16.0350 + 1.0456 3.2070 + 0.2091 87.5630 + 2.5987 7.2969 + 0.2166

0CDOMN 5Cd400Mn 20.3915 + 3.6878 4.0783 £0.7376 4196.5755 + 261.422 10.1859 £ 0.6345

5CD Controle nd nd 108.1260 + 2.5646 9.0105 + 0.2137

5CD 5Cd 18.9840 + 1.7205 3.7968 £ 0.3441 97.1780 £ 0.9134 8.0982 + 0.0761

5CD 5Cd400Mn 20.7885 + 4.2069 4.1577 £ 0.8414 5147.93 + 106.6291 12.5192 + 0.2588
5CD400MN Controle nd nd 122.5870 + 4.8769 10.2156 + 0.4064
5CD400MN 5Cd 26.4320 £ 0.6997 5.2864 £+ 0.1399 103.2490 + 0.6334 8.6041 + 0.0528
5CD400MN 5Cd400Mn 29.1575 + 0.6787 5.8315 + 0.1357 6258.2620 + 0.8250 15.19 + 0.0020

Os valores na tabela representam a média + erro padréo. FBcp = fator de bioacumulacdo de cddmio
nas plantas. FBun = fator de bioacumulagéo de manganés nas plantas (nd) = ndo detectado. Fonte:

Do autor (2021).

Figura 6 - Analise de componentes principais (PCA) do acimulo de metais em plantas de
girassol das origens Controle, 0CdOMn, 5Cd, 5Cd400Mn, cultivadas em solo sem
cadmio (Controle), com 5mg.L™* de cadmio (5Cd) e com 5mg.L ! de cadmio + 400

mg.L* de manganés (5Cd400Mn), apds 25 dias.
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A analise de PCA (FIGURA 6) demonstra que o acimulo de metais nas plantas se
diferenciou majoritariamente em relacdo a condi¢cdo do solo na qual as sementes foram
cultivadas, onde as duas componentes explicaram 97,2% dos dados avaliados. Analisando 0s
valores para os fatores de bioacumulacdo (Tabela 02), é possivel verificar que a presenca de
cadmio no solo contribuiu para menor acimulo de manganés em todas as origens, com exce¢ado
das plantas de origem ‘Controle’. Esta reducdo se deve provavelmente a competigdo existente
entre os dois metais pelos mesmos transportadores. Além disso, na condicao ‘5Cd400Mn’,
todas as origens absorveram uma maior quantidade de cadmio em relacédo as condic¢des ‘5Cd’

e ‘Controle’.

Algumas espécies sdo capazes de tolerar maiores quantidades de manganés, como é o
caso de plantas de arroz e girassol que acumulam por volta de 5000 mg Mn.kg MS™ (SHAO et
al., 2017). Estas espécies possuem pouca regulacdo da captacdo de Mn a nivel transcricional,
com os genes codificadores para os principais transportadores, OSNRAMP e OsMTP9,
constitutivamente expressos e pouco influenciados por altas quantidades de manganés
(SASAKI et al., 2012; UENO et al., 2015), o que, por consequéncia, levaria a um incremento

na absorcdo de cadmio.

Em relagdo ao acimulo de biomassa (FIGURA 7), a condigdo ‘5Cd400Mn’ resultou nos
menores valores de massa de raiz, independente da origem das plantas. A origem ‘5Cd400Mn’
reduziu a massa das raizes nas condi¢des ‘5Cd’ e ‘5Cd400Mn’ em comparagdo a condicéo
‘Controle’ e também apresentou decréscimo da parte aérea em massa, na condigdo

‘5Cd400Mn’. Na condicdo 5Cd, as plantas de origem ‘5Cd’ apresentam um investimento de
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biomassa radicular em detrimento da parte aérea. A relagdo parte aérea/raiz apresentou um

comportamento distinto para todas as condigfes, sendo que valores superiores foram

observados para as plantas de origem ‘0CdOMn’ sob a condi¢do 5Cd400Mn.

Figura 7 — Matéria seca de raizes (A), parte aérea (B) e a razdo PA/R (C) de plantas de girassol
das origens Controle, 0CdOMn, 5Cd, 5Cd400Mn, cultivadas em solo sem cadmio

(Controle), com 5mg.L* de cadmio (5Cd) e com 5mg.L™ de cadmio + 400 mg.L™ de
manganés (5Cd400Mn), apds 25 dias.
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Barras representam valores de média + erro padrdo. Letras maitsculas comparam a diferenca estatistica
entre as origens de semente dentro de um tratamento, enquanto que letras minusculas comparam as
origens entre os tratamentos. Letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica entre as variaveis
a nivel de significancia de 5%. Fonte: Do autor (2021).

As alteracdes de acimulo de biomassa evidenciadas na origem ‘5Cd400Mn’ podem
estar relacionadas a limitacdo de crescimento estimulada pela presenca de cadmio. Uma vez
gue o cadmio consegue limitar a absor¢do de nutrientes e a permeabilidade hidrica das células,
esta origem ndo conseguiu investir em crescimento tanto radicular quanto em parte aérea na
condi¢do ‘5Cd400Mn’ mesmo com disponibilidade de manganés que pudesse mitigar os efeitos
negativos da acdo do cadmio (PRZEDPELSKA-WASOWICZ; WIERZBICKA, 2011). A
relacdo de biomassa pode também ser relacionada a modificacdes na captacdo de energia pelas

folhas que comprometam a longo prazo a sintese de carboidratos.

O paré@metro Fv/Fm ndo apresentou diferenca estatistica para as condi¢fes em todas as
origens (FIGURA 8A). J& na avaliagdo do rendimento quantico efetivo (®u) houve diferenca
estatistica entre as origens na condicdo controle (FIGURA 8B). As plantas de origem
‘5Cd400Mn’ apresentaram redu¢dao do rendimento quando na presenca de cadmio (condigdes

‘5Cd’ e ‘5Cd400Mn’) em relagdo ao controle.
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Figura 8 — Eficiéncia fotoquimica maxima (A) e rendimento quantico efetivo (B) do
fotossistema 1l de plantas de girassol das origens Controle, 0CdOMn, 5Cd,
5Cd400Mn, cultivadas em solo sem cadmio (Controle), com 5mg.L™ de cadmio
(5Cd) e com 5mg.L* de cadmio + 400 mg.L* de manganés (5Cd400Mn), ap6s 25

dias.
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Barras representam valores de média + erro padréo. Letras maitsculas comparam a diferenca estatistica
entre as origens de semente dentro de um tratamento, enquanto que letras mindsculas comparam as
origens entre os tratamentos. Letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica entre as variaveis
a nivel de significancia de 5%. Fonte: Do autor (2021).

O menor rendimento quantico da origem ‘5Cd400Mn’, evidencia que a presenga de
cadmio enddgena nas sementes estimulada por uma condicdo com cadmio no meio externo
(condicao ‘5Cd400Mn’) durante o estabelecimento de plantula, tornaram esta origem mais
sensivel a presenca deste elemento traco no ambito do funcionamento e eficiéncia
fotossintética. Este fato pdde ser evidenciado mesmo havendo valores altos de carotenoides e
ndo decaimento dos niveis de clorofila B que pudessem atuar na manutencdo da atividade

fotossintética e protecdo de foto-inibicéo.

Para os pigmentos fotossintéticos (FIGURA 9) houve uma maior concentracdo de
carotenoides nas plantas de origem ‘5Cd400Mn’ submetidas a condigdo ‘5Cd400Mn’ em
relacdo as demais. Nesta mesma condigéo, a origem ‘5Cd400Mn’ apresentou o maior conteudo
de clorofila B em relacdo as demais origens no mesmo tratamento. Este contetddo de clorofila
b (chl b) foi significativamente maior nas plantas sob condigdo controle para a origem

‘Controle’ e ‘5Cd400Mn’, sendo também observado em relagdo ao conteudo de clorofila a (chl
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a) para plantas de origem ‘Controle’ apenas. A origem ‘5Cd’ apresentou o mesmo padrao de

resposta em relacdo as condi¢Oes de cultivo para todos os pigmentos, exibindo os maiores

valores na condicao ‘5Cd’.

Figura 9 — Conteldo total de clorofila A (A), clorofila B (B) e carotenoides (C) de plantas de
girassol das origens Controle, 0CdOMn, 5Cd, 5Cd400Mn, cultivadas em solo sem

cadmio (Controle), com 5mg.L* de cadmio (5Cd) e com 5mg.L* de cadmio + 400
mg.L de manganés (5Cd400Mn), apos 25 dias.
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Barras representam valores de média + erro padréo. Letras maitsculas comparam a diferenca estatistica
entre as origens de semente dentro de um tratamento, enquanto que letras mindsculas comparam as
origens entre os tratamentos. Letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica entre as variaveis
a nivel de significancia de 5%. Fonte: Do autor (2021).

A reducéo do contetdo de clorofilas a e b, assim como de carotenoides, nas plantas de
origem ‘5Cd400Mn’ submetidas a condigdo ‘5Cd’, pode estar relacionado a capacidade do
cadmio em inibir a sintese de acido 5-aminolevulinico, que é um precursor da biossintese de
clorofilas (MARQUES et al., 2011). Além disso, como muitas enzimas da via de sintese destes
pigmentos fotossintéticos requerem manganés como cofator, os menores pigmentos verificados
nesta condi¢do podem estar associados a uma reducdo da atividade enzimatica (HOSEINI,
ZARGARI, 2013) por competicio entre Cd* e Mn?*. Tal fato ainda explicaria o
comportamento de recuperacdo dos niveis de carotenoides e clorofila B na condicdo
*5Cd400Mn’, situag¢do que ndo propiciaria a redugdo da atividade das enzimas da rota, devido

a alta quantidade de manganés verificada nestas plantas.

Em relacdo ao contetdo de perdxido de hidrogénio (FIGURA 10), verificou-se que ha
uma resposta diferencial das origens em relacdo a presenga de caddmio em diferentes tecidos.

Nas raizes, todas as origens mantiveram niveis similares ou reduziram os niveis de H202 nos
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meios contendo cddmio em relagdo ao controle, com exce¢do da origem ‘0CdOMn’ que
apresentou aumento nas condigdes ‘5Cd’ e ‘5Cd400Mn’ em relagdo ao controle (FIGURA
10A\). Ja nos tecidos foliares, o aumento de peroxido de hidrogénio foi observado em todas as
origens nas condicdes contendo cadmio em relacdo ao controle, com excec¢do da origem
*5Cd400Mn’ que ja possuia altos niveis de H202 na condig@o ‘Controle’ (FIGURA 10C).

Analisando o conteido de MDA em raizes (FIGURA 10), as plantas de origem
‘0CdOMn’ que apresentaram altos niveis de H.O2, apresentaram alta peroxidacdo somente na
condi¢do ‘5Cd400Mn’. Com excegdo deste tratamento da origem ‘Controle’ cultivada na
condic¢do ‘Controle’, de forma geral, as raizes apresentaram baixos niveis de MDA, indicando
pouca peroxidacdo lipidica (FIGURA 10B). Por outro lado, analisando o contetido de MDA na
parte aérea, percebeu-se que a origem ‘Controle’ nas condi¢des ‘Controle’ e ‘5Cd’ tiveram a
maior peroxidacdo nestas condigdes (FIGURA 10D). Nos tecidos foliares houve maior
tendéncia de que o H20, formado causasse danos as membranas, enquanto que nas raizes estas
EROS tenham provavelmente um papel sinalizador.

Figura 10 — Peroxido de hidrogénio (A e C) e peroxidacgdo lipidica (B e D), mensurada pelo
marcador malondialdeido (MDA) em plantas de girassol das origens Controle,
0CdOMn, 5Cd, 5Cd400Mn, cultivadas em solo sem cadmio (Controle), com

5mg.L? de cadmio (5Cd) e com 5mg.L* de cadmio + 400 mg.L™* de manganés
(5Cd400Mn), apobs 25 dias.



38

1.0 - 35 4
Aa . A o Aa B
3.0
08 - Aab
o T 25 -
= - ABD =
"o 0.6 TD_-, 20 4
©° Ba Ba o
B
g ) °l [eo Ba E 15 4 Ba 82
~ 041 Ba Ba < Ab
C)N a Bb
T = 1.0 4 42 A
0.2 4 Ba
0.5 A A
coS3 |—j_f|
0.0 0.0 = ‘
Controle 5Cd 5Cd400Mn Controle 5Cd 5Cd400Mn
Condigdo Condicéo
20 - C 18 1 Aa D
1.8 A2 16 - } Aa
aa } Aa
1.6 A 14 | Ab
‘\}Ba ABa —_ Ba } 3
ic 14 Bab L Bb
= Aab B *‘\B& S 12+ B“% g P Bj_E
o 127 - @ 40 4 _I[ %BD
g 10 4 ABb = g
3 ABb £ 8 -
- 0.8 4 <
o, BY O 6
T 06+ =
0.4 4 47
0.2 2 4
00 7 T : 0 T
Controle 5Cd 5Cd400Mn Controle 5Cd 5Cd400Mn
Condigao Condigao

Origem

[ Controle [_] 5Cd
1 0CdOMn [N 5Cd400Mn

(A) e (B) consistem em andlises nas raizes. (C) e (D) consistem em analises nas folhas. Barras
representam valores de média + erro padréo. Letras maitsculas comparam a diferenca estatistica entre
as origens de semente dentro de um tratamento, enquanto que letras minGsculas comparam as origens
entre os tratamentos. Letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica entre as variaveis a nivel
de significancia de 5%. Fonte: Do autor (2021).

Plantas hiperacumuladoras, como é o caso do girassol, sdo geralmente caracterizadas
pela presenca de uma alta taxa de translocacdo de metais da raiz para a parte aérea (ZHAO et
al., 2006). Dessa forma, para as plantas de origem ‘5Cd400Mn’, é provavel que houve um maior
direcionamento deste elemento traco para as folhas, levando a uma maior atuagdo do cddmio
nas células foliares, que pode ser discutida pelo perfil de resposta dos niveis de H.O, e MDA
nestas plantas. Nas folhas o cadmio promoveu maiores danos oxidativos, que se relacionam
também com o decréscimo de clorofilas e do rendimento efetivo do fotossistema II,
evidenciando uma provavel degradacdo das membranas dos cloroplastos que afetou tais

parametros. Nas raizes o padrdo de dano oxidativo ndo ocorreu, evidenciada pelo baixo
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contetdo de MDA. Isto pode significar que a atuacdo de cadmio provavelmente conseguiu ser
atenuada nas raizes e também corrobora com uma provavel maior translocagéo de cddmio para

a parte aérea.

Em relagdo a superoxido dismutase (SOD), percebe-se que na presenca de cadmio houve
maior atividade desta em raizes de plantas de origem ‘5Cd400Mn’ em relacdo ao controle
(FIGURA 11A). Todas as origens aumentaram a atividade de SOD na presenca de manganés
em comparacdo a condicdo ‘5Cd’, evidenciando um estimulo positivo do manganés na
atividade de SOD sob condi¢es de estresse por cadmio, com excegdo da origem ‘5Cd400Mn’.
A origem 5Cd400Mn apresentou o maior valor de atividade enzimatica na condigao
‘5Cd400Mn’ na parte aérea (FIGURA 11D).

Quanto a atividade da catalase (CAT), destaca-se nas raizes atividade superior na origem
‘SCd’ e em condigdo ‘5Cd400Mn’ (FIGURA 11B). No entanto, para as demais origens e
condicdes a atividade desta enzima mostrou-se inferior. J& na parte aérea, foi possivel verificar
que as origens ‘0CdOMn’ e ‘Controle’ apresentaram os maiores valores de atividade da CAT

em todas as condigdes de cultivo (FIGURA 11E).

Considerando a atividade da ascorbato peroxidase (APX), nas raizes a presenca de
cadmio propiciou reducdo da atividade enzimaética nas plantas de origem ‘5Cd400Mn’ em
relacdo ao controle, independente da presenca de manganés ou ndo (FIGURA 11C). Na parte
aérea, houve um comportamento inverso, onde a origem ‘5Cd400Mn’ apresentou aumento da
atividade de APX nas duas condicdes contendo cadmio em comparacgdo ao controle (FIGURA
11F).

Figura 11 — Atividade das enzimas constituintes do sistema antioxidante enzimatico:
superoxido dismutase (A, D), catalase (B, E) e ascorbato peroxidase (C, F) em
plantas de girassol das origens Controle, 0CdOMn, 5Cd, 5Cd400Mn, cultivadas

em solo sem cadmio (Controle), com 5mg.L™ de cadmio (5Cd) e com 5mg.L™*
de cadmio + 400 mg.L™* de manganés (5Cd400Mn), apds 25 dias.
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Com isso, € possivel inferir que, na condi¢do ‘5Cd400Mn’, a origem ‘5Cd400Mn’
mesmo apresentando alta atividade de SOD e APX nas folhas, teve um maior dano oxidativo,
evidenciado pelos valores elevados de H.O2 e MDA, que resultaram provavelmente em maior
peroxidacdo das membranas do tilacoide, além de promover a degradacdo de moléculas de
clorofila a. Estes fatores levaram a um menor rendimento fotoquimico evidenciado nestas

condicdes.

Considerando a analise de proteinas totais, € possivel perceber que, nas raizes, duas
origens apresentam comportamento inverso em relacdo as condigdes de cultivo. Plantas de
origem ‘0CdOMn’ apresentam acumulo de proteinas na presenga de cadmio em relagdo ao
controle. Ja a origem ‘5Cd’, na presenca de cadmio, reduz os niveis de proteinas em relagéo a
condi¢do ‘Controle’. A condigdo ‘5Cd400Mn’ promove os maiores valores para a origem

‘5Cd400Mn’ (FIGURA 12A). Em relacdo a parte aérea, a condi¢do ‘5Cd’ resultou em menores
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niveis proteicos para as origens ‘Controle’ e ‘5Cd400Mn’, sendo esta ultima também afetada

pela condigdo ‘5Cd400Mn’ (FIGURA 12D).

A analise de aminoacidos nas plantas nos mostra que, em relacdo as raizes, a reducao
dos niveis de proteina na presenca de caddmio para a origem ‘5Cd’, ndo refletiu em um aumento
nos niveis de aminoécidos (FIGURA 12B). Esta origem apresentou niveis estaveis durante
todos 0s tratamentos, exceto na condi¢do ‘5Cd400Mn’, onde foi evidenciado uma redu¢do. Nos
tecidos da parte aérea, por outro lado, menores niveis de proteina para a origem ‘0CdOMn’ na
condigdo ‘Controle’ e ‘5Cd’ em relagdo a condi¢ao ‘5Cd400Mn’, mostram que provavelmente
nesta condicdo houve maior degradacédo proteica, uma vez que houve incremento dos niveis de
aminoéacidos livres (FIGURA 12E). Dentro dos aminoacidos totais, verificou-se os niveis de
prolina nas diferentes condicdes estudadas. O conteudo enddgeno de prolina ndo apresentou
diferenca significativa nas raizes em todas as condi¢Ges (FIGURA 12C). Na parte aérea, 0s
maiores conteudo deste aminoacido foram observados em plantas de origem ‘Controle’ sob a
condi¢do de ‘5Cd400Mn’ ¢ ‘5Cd’ (FIGURA 12F).

Figura 12 — Contetdo de proteinas (A, D), amino&cidos (B, E) e prolina (C, F) em plantas de
girassol das origens Controle, 0CdOMn, 5Cd, 5Cd400Mn, cultivadas em solo sem

cadmio (Controle), com 5mg.L™ de cadmio (5Cd) e com 5mg.L?* de cadmio + 400
mg.L? de manganés (5Cd400Mn), ap6s 25 dias.

200 o
3.0 4 A B 06 - C
g 180 -| Az
o 291 Aa = 160 4 05 4
= 4 @
- Aa S 140 i -
@ 2.0+ & £ = 4
2 3 120 T s
E Ba - - o
] Ab ‘@ 100 Ab °
15 © a |
2 o83 ° BaBa E 03
£ S @ 80— Ba -
8 co 8 B g
.% 1.0 4 ‘g 60 Cb ? 0.2
° bc o co o
= Db c 40+
a g5 co £ Ch 01 4
<< 204 ﬁ
0.0 - 0 t ¥ 0.0
Controle 5Cd 5Cd400Mn Controle 5Cd 5Cd400Mn Controle 5Cd  5Cd400Mn
Condigio Condig&o Condic&o
350 -
12 4 D N E 16 F
@ 300 }“” A Aa
—~ 10 - #a = & i 14 =
= K
Aa A
- > 250 — ™ 12 4
o 84 Aa A2 Aa £ =
g B =2 200 Ea =104
BCab o T . o
§ 61 Bo % 2 Bab@ g 8
B co B += 150 Boea 3
- Bb o« o AD
w Bb o cb S g Ea
R g 5
= < 100 | [
] b 2
° g a4
a 5| £ Ao Aa b a2
E 504 5] At
0 0 0 L
Controle 5Cd 5Cd400Mn Controle 5Cd 5Cd400Mn Controle 5Cd 5Cd400Mn
Condigao Condigao Condicéo

Origem

[ Controle [__] 5Cd
] 0CdomMn |EEE 5Cd400Mn




42

(A), (B) e (C) consistem em anélises nas raizes. (D), (E) e (F) consistem em analises nas folhas. Barras
representam valores de média * erro padrdo. Letras mailsculas comparam a diferenca estatistica entre
as origens de semente dentro de um tratamento, enquanto que letras minisculas comparam as origens
entre os tratamentos. Letras iguais indicam que ndo houve diferenca estatistica entre as variaveis a nivel
de significancia de 5%. Fonte: Do autor (2021).

Os maiores niveis de prolina, associado com uma presenca consideravel de H.O> nestas
condic@es, pode indicar a atividade deste aminoacido como molécula antioxidante, na tentativa
de evitar a ocorréncia de dano por estresse oxidativo. Além disso, os niveis de prolina ja foram
relacionados a manutencdo do turgor celular e dos niveis de clorofilas como estratégia de
protecdo a fotossintese em condi¢des adversas (SILVA-ORTEGA et al., 2008). Este incremento
de prolina, pode entdo ter contribuido para manter os aspectos fotoquimicos sob presenca de

cadmio a niveis proximos aos verificados na condi¢ao controle para esta origem.

O contetdo de agucares soluveis totais (AST) apresentou diferenca significativa nas
raizes e parte aérea, sobretudo nas plantas com origem de materiais previamente expostos ao
cadmio (Cd) e manganés (Mn). Nas raizes, sob a condicdo ‘Controle’ e sob re-exposi¢do a
concentracdo de 5Cd pbde-se observar maiores contetdos de AST para a origem 5Cd, além de
alto teor de AST nas plantas de origem ‘5Cd400Mn’ expostas a combinagdo de Cd e Mn
(FIGURA 13A). A concentragdo de AST nas folhas apresenta diferenca estatistica quando os
materiais sdo submetidos novamente as condi¢des em que ha a presenca de 5Cd e 5Cd400Mn.
Nestes 0rgaos € possivel observar um maior acimulo destas moléculas no tratamento onde nédo
houve exposi¢do prévia a nenhuma condicdo estressante (0CdOMn) quando submetido ao
tratamento 5Cd (FIGURA 13C).

Em relacdo a presenca de acgUcares redutores, verifica-se que as raizes das plantas de
origem ‘5Cd400Mn’ apresentam um incremento a medida que sdo submetidas a condigdes de
cadmio ou cadmio+manganés. Plantas de origem ‘5Cd’ também demonstram altos niveis de
AR mesmo na condigdo ‘Controle’ (FIGURA 13B). Nas folhas, a origem ‘0CdOMn’ apresentou
0s maiores niveis de AR, porém a presenca de manganés no meio promoveu uma reducdo destes
acucares (FIGURA 13D). Assim como nas raizes, a origem ‘5Cd400Mn’ obteve um
crescimento de AR a medida que foi exposta a Cd+Mn e Cd apenas, em comparacao a condicdo
Controle.

Figura 13 — Conteldo de acgucares soluveis totais (A, C) e acucares redutores (B, D) em plantas
de girassol das origens Controle, 0CdOMn, 5Cd, 5Cd400Mn, cultivadas em solo

sem cadmio (Controle), com 5mg.L™ de cadmio (5Cd) e com 5mg.L™ de cadmio +
400 mg.L™* de manganés (5Cd400Mn), apds 25 dias.
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A presenga de agucares nas raizes, local preferencial onde o cadmio é retido, ajuda a
ceélula a lidar com o incremento de ROS, além de manter o turgor celular (ROLLAND;
BAENA-GONZALEZ; SHEEN, 2006). No caso das plantas de origem 5Cd400Mn, na
condigdo 5Cd400Mn, a maior presenga tanto de AST quanto AR, associado ao baixo
incremento de biomassa radicular, indica que estes agucares foram deslocados para atuar como
moléculas antioxidantes ao invés de promover o crescimento e expansao celular. Foi observado

que houve acimulo destes agucares, na mesma condic¢do (5Cd400Mn), nos tecidos foliares.
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Também associado com o ndo incremento de biomassa foliar, estes aglcares poderiam estar
sendo utilizados para manutencao do turgor das celulas e atenuacdo dos efeitos prejudicais das
espeécies reativas de oxigénio. Além disso, DIAS et al. (2012) sugerem que o cadmio atua
bloqueando a utilizacdo de agucares e que o seu acimulo pode reduzir ou inibir a atividade da

RUBISCO por feedback negativo, acentuando ainda mais a reducdo de biomassa e crescimento.
5. CONCLUSAO

Em relacdo ao desenvolvimento de sementes, foi possivel concluir que a diferenca na
capacidade de bioacumulacdo da planta-mde, resultando em niveis distintos de cadmio e
manganés nos descendentes, foi decisiva para o desempenho destas nas mesmas condi¢des de
cultivo. As diferentes respostas das sementes de diferentes origens foram percebidas logo na
fase de germinacgéo e embebicdo de sementes, principalmente para as sementes de origem ‘5Cd’
em comparacdo a origem ‘5Cd400Mn’. Ainda em relacdo as origens, respostas distintas entre
as origens podem indicar informacdes distintas transmitidas pela planta-mée a sua progénie.
Macromoléculas como proteinas totais e aglcares redutores, osmoprotetores como a prolina em
sementes de origem ‘5Cd’ foram menos influenciados pela condi¢cdo do ambiente e constituem
possiveis recursos de terem sido transmitidos transgeracionalmente aos descendentes como

forma de garantir melhor sobrevivéncia nestes ambientes.

Quanto ao crescimento e desenvolvimento das plantas provenientes das origens
estudadas, foi possivel constatar que a maior parte das respostas foi influenciada
majoritariamente pela condicédo de cultivo. No entanto, deve ser destacado a maior sensibilidade
aparente das plantas de origem ‘5Cd400Mn’ ao cadmio em relag@o ao rendimento quéantico do
fotossistema 1l, enquanto que plantas de origem ‘5Cd’ pouco foram afetadas por estas
condigdes. Plantas de origem ‘5Cd’ apresentaram um conteudo de pigmentos pouco afetado

pelo meio de cultivo e, de forma geral, superiores as plantas de origem ‘5Cd400Mn’.

E possivel perceber que mesmo em plantas capazes de tolerar maiores quantidades de
cadmio e manganés, como é o caso do girassol, a extensdo dessa tolerancia demonstra-se
altamente variavel em estagios mais iniciais do crescimento vegetativo. Além disso, 0
manganés pode apresentar tanto carater sinérgico quanto antagdnico, quando associado ao
cadmio, que sdo dependentes da origem da semente ou plantula, das condi¢bes do meio e da
localizacdo tecidual.

Os mecanismos de plasticidade transgeracional ainda necessitam serem completamente

elucidados, assim como a busca por marcadores que possam indicar a ocorréncia deste evento
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nos descendentes de plantas cultivadas em ambientes adversos. No presente trabalho, plantas
oriundas de sementes de origem ‘5Cd’ e ‘5Cd400Mn’ apresentaram um perfil de resposta de
atividade de enzimas do sistema antioxidante, principalmente SOD e APX, bastante
proeminentes uma vez que eram cultivadas em condicdes similares em relagcdo a presenca de
cadmio e manganés. Nessa situacdo, poderiam ser vistos como indicadores da transmissao
transgeracional do efeito do cddmio em sementes e plantas da progénie de plantas de girassol

cultivadas em solo contaminado com este elemento trago.
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