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RESUMO GERAL

As espécies agricolas enfrentam uma variedade de estresses bidticos e
abidticos que sdo os principais limitantes a producdo das culturas. Neste
contexto, a contaminagdo por elementos-traco caracteriza-se como um estresse
abidtico, que representa um problema ambiental. O cadmio é um potente
inibidor de enzimas e por ser um elemento ndo essencial, pode causar danos as
células vegetais, mesmo quando presente em baixas concentracfes. A exposicao
das plantas a este elemento-traco resulta em varios danos ao metabolismo
fisiologico dos vegetais e danifica o aparelho fotossintético, causando a
producdo de espécies reativas de oxigénio em tecidos fotossinteticamente ativos.
O zinco é cofator de muitas enzimas, estando envolvido tanto na regulacdo
quanto na ativacdo dessas moléculas. Além disso, esta envolvido nos processos
de regulacdo da transcricdo, traducdo e transdugdo dos sinais. Devido a sua
importancia no metabolismo do vegetal, a concentragéo deste elemento deve ser
mantida dentro de uma faixa relativamente estreita para evitar os efeitos de
deficiéncia ou toxicidade. As semelhancas fisicas e quimicas entre cadmio e
zinco permitem a interacdo desses elementos no ambiente, podendo causar
efeitos antagbnicos, em que o zinco atua neutralizando os danos causados pelo
cadmio ao metabolismo, ou efeitos sinérgicos, em que o zinco potencializa os
efeitos do cadmio sobre o metabolismo. Neste sentido, mecanismos fisioldgicos
para excluir, desintoxicar ou compartimentalizar o excesso de elementos-traco
sdo cruciais para a sobrevivéncia dos vegetais quando expostos a elevadas
concentracdes destes elementos. A fim de compreender melhor as respostas das
espécies submetidas ao estresse por Cd e Zn o presente estudo teve como
objetivo avaliar plantas de Zea mays L (milho) sensiveis a contaminacdo por
esses elementos (ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT - OECD, 2006), cultivadas em Latossolo e Cambissolo,
através de andlises bioquimicas, ecofisiologicas. As plantas foram expostas a
doses de Cd e Zn (0,4 +14,89; 0,72+28,80; 1,29+48; 2,3 + 86,64; 4,1+152,64;
13,6+506,89; 24,4+908,61 mg kg™) durante 21 dias. Foram realizadas analises
enzimaticas, ecofisioldgicas, tais como, atividade das enzimas SOD, CAT, APX,
peroxido de hidrogénio, peroxidacdo lipidica, indice de clorofila, taxa
fotossintética, condutncia estomdtica, transpiracdo. Os dados obtidos
evidenciaram comportamento especifico das plantas de milho para cada solo
analisado. O Latossolo disponibilizou em maior quantidade o Cd aplicado as
plantas, resultando em um maior dano oxidativo e outros efeitos prejudiciais. O
Cambissolo, devido a seus atributos, principalmente aos maiores teores de argila
e matéria orgénica, adsorveu o Cd e Zn em maiores propor¢des, o que resultou
em um melhor desenvolvimento das plantas.

Palavras-chave: EROs. Elementos-trago. Enzimas antioxidantes. Fotossintese.



GENERAL ABSTRACT

Agricultural species face several biotic and abiotic stresses that are the
main limiting factors for crop production. In this context, contamination by
trace-elements is characterized as an abiotic stress, representing an
environmental issue. Cadmium is a powerful enzyme inhibitor and, given that it
is a non-essential element, it can damage plant cells, even in low concentrations.
Plant exposure to this trace-element results in many damages to plant
physiological metabolism and injures the photosynthetic system, triggering the
production of oxygen reactive species in photosynthetically active tissues. Zinc
is a co-factor for several enzymes, and is involved in both regulation and
activation of such molecules. In addition, it is also involved in the regulation
processes of signal transcription, translation, and transduction. Because of its
importance for plant metabolism, the concentration of this element must be kept
within a relatively narrow range to avoid the effects of either deficiency or
toxicity. Physical and chemical similarities between Cadmium and Zinc allow
the interaction of these elements in the environment, possibly causing antagonist
effects in which Zinc acts neutralizing the damages caused by Cadmium in the
metabolism, or synergistic effects in which Zinc enhances the effects of
Cadmium over the metabolism. In this sense, physiological mechanisms to
delete, detoxify or compartmentalize the excess of trace-elements are essential
for plant survival when exposed to high concentrations of such elements. In
order to better understand the responses of the species subjected to Cd and Zn
stress, the present study aimed to evaluate Zea mays L (maize) plants sensitive to
the contamination by these elements (Organization for Economic Co-operation
and Development — OECD, 2006), cultivated in Latosol and Cambisol, using
biochemical and ecophysiological analyses. The plants were exposed to doses of
Cd and Zn (0.4+14.89, 0.72+28.80, 1.29+48, 2.3+86.64, 4.1+152.64,
13.6+506.89, 24.4+908.61 mg kg™) during 21 days. We conducted enzymatic
and ecophysiological analyses, such as the activity of enzymes SOD, CAT,
APX, hydrogen peroxide, lipid peroxidation, chlorophyll content, photosynthetic
rate, stomatal conductance and transpiration. The data obtained showed a
specific behavior of the maize plants for each analyzed soil. Latosol released
higher amounts of Cd to plants, resulting in a greater oxidative damage and other
adverse effects. Due to its attributes, especially the higher clay and organic
matter content, Cambisol absorbed Cd and Zn in higher proportions, resulting in
better plant development.

Keywords: ROS. Trace-elements. Antioxidant enzymes. Photosynthesis.
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CAPITULO 1 Introducio Geral

1 INTRODUCAO

A toxicidade por elementos-traco depende da sua concentracdo e
biodisponibilidade no solo, do tempo de exposicdo ao elemento, do gendtipo da
planta, bem como das condi¢fes gerais da mesma. Além disso, a dose-resposta,
ou seja, a concentragdo que causara um efeito especifico (e.g., danos ao
metabolismo vegetal) varia entre os elementos essenciais e ndo essenciais.

O céadmio é um potente inibidor de enzimas e, por ser um elemento ndo
essencial, pode causar danos as células vegetais, mesmo quando presente em
baixas concentracBes. A exposicao das plantas a esse elemento-traco resulta na
degeneracdo das mitocéndrias, aberragdes na mitose, conduzindo a uma inibicao
da proliferacdo e divisdo celular. Além disso, ele danifica o aparelho
fotossintético, causando a producdo de espécies reativas de oxigénio em tecidos
fotossinteticamente ativos.

O zinco é cofator de muitas enzimas, estando envolvido tanto na
regulacdo quanto na ativacdo dessas moléculas. Além disso, ele estd envolvido
nos processos de regulacdo da transcricdo, traducdo e transdugdo dos sinais.
Devido a sua importancia no metabolismo do vegetal, a concentracdo desse
elemento deve ser mantida dentro de uma faixa relativamente estreita para evitar
os efeitos de deficiéncia ou toxicidade.

As semelhancas fisicas e quimicas entre cAdmio e zinco permitem a
interacdo desses elementos no ambiente, podendo causar efeitos antagonicos, em
gue o zinco atua neutralizando os danos causados pelo cadmio ao metabolismo,
ou efeitos sinérgicos, em que o zinco potencializa os efeitos do cAdmio sobre o
metabolismo. Nesse sentido, mecanismos fisioldgicos para excluir, desintoxicar

ou compartimentalizar o excesso de elementos-trago sdo cruciais para
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sobrevivéncia dos vegetais quando expostos a elevadas concentracfes desses
elementos.

A fim de compreender melhor as respostas das espécies submetidas ao
estresse por Cd e Zn o presente estudo teve como objetivo avaliar plantas de Zea
mays L (milho) sensiveis & contaminacdo por esses elementos
(ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT - OECD, 2006), cultivadas em Latossolo e Cambissolo,

através de analises bioquimicas e ecofisiolégicas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Elementos-traco e as respostas fisiologicas das plantas

A toxicidade por elementos-traco induz a producgdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs), tais como superoxido (O;"), radical hidroxila (OH),
peréxido de hidrogénio (H,0O;) e o oxigénio singleto (*O,). Tais moléculas séo
altamente reativas, podendo interagir com varios componentes celulares,
desencadeando danos oxidativos a acidos nucleicos, proteinas, acucares e
lipideos (GADJEV; STONE; GECHEV, 2008). Como protecdo contra os efeitos
oxidativos causados pelo excesso de EROs, as células possuem um sistema
antioxidante composto por enzimas como a dismutase do superdxido (SOD),
catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) (VASQUES et al., 2006).

A enzima antioxidante SOD é uma metaloproteina que catalisa a
dismutacdo do radical superéxido (O,7) em H,O,. Ja as enzimas CAT e APX
desempenham papéis cruciais na eliminacdo e desintoxicacdo do H,O, (GILL;
TUTEJA, 2010; MITTLER, 2002). Assim, a presenca e a atividade dessas
enzimas antioxidantes indicam o estado de defesa antioxidante da célula, uma
vez gque o acimulo de EROs esté relacionado a ruptura do equilibrio entre a sua
producéo e a atividade do sistema antioxidante (TUTEJA et al., 2010).

Em espécies de plantas sensiveis a presenca de elementos-traco, 0s
niveis de EROs tendem a aumentar substancialmente se a atividade das enzimas
antioxidantes ndo for suficiente para a sua remocdo. Consequentemente, o dano
celular causado pelas EROs reflete-se em prejuizos ao crescimento e
desenvolvimento da planta, podendo levar a morte celular (SHARMA; DIETZ,
2009). A producao em excesso de H,O, em resposta ao estresse por elementos-
traco causa danos oxidativos, afetando diretamente as funcdes celulares. No

entanto, essa molécula também é importante na sinalizagdo celular, na regulagédo
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do desenvolvimento vegetal, na sinalizacdo hormonal, no processo de morte
celular programada, bem como nos mecanismos de resposta e tolerancia aos
estresses bidticos e abidticos (MATILLA-VASQUEZ; MATILLA, 2010;
SANDALIO et al., 2012). Diante disso, manter o controle da producéo de EROs
em células vegetais durante a exposicdo ao excesso de elementos-traco €
importante na manutencdo dos processos de desenvolvimento e respostas a essas
condicdes de estresses.

Os elementos-traco entram na planta via simplasto, por meio de difusdo
simples, transporte passivo através de proteinas de canal, ou por transporte ativo
através de proteinas transportadoras, sendo esse Ultimo o que oferece maior
controle sobre a entrada desses elementos no tecido vegetal (LIM et al., 2013).
Essas proteinas transportadoras geralmente apresentam afinidades por elementos
diferentes, justificando assim a competicdo entre eles (KERKEB et al., 2008).
Zinco (Zn) e cédmio (Cd) atravessam a membrana plasméatica via
transportadores da familia ZIP, como a proteina ZRT-ITR (GUERINOT et al.,
2000). Quando as plantas sdo expostas ao excesso desses elementos, ocorre a
inibicdo do influxo excessivo de metal através da regulacdo dos transportadores
a nivel transcricional, pés-transcricional ou pés-traducional, além disso, quando
0 Zn encontra-se em niveis elevados no solo, este € capaz de entrar nas células
das raizes através de outros transportadores, podendo desencadear deficiéncia de
ferro (Fe), pois estes apresentam caracteristicas quimicas e fisicas similares
(BARBERO et al., 2011). O Cd assemelha-se quimicamente ao Zn e ao Fe,
justificando assim, a competicdo e afinidade desse elemento pelos mesmos
transportadores de Zn e Fe (PENCE et al., 2000).
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2.2 Efeito da presenga de cAdmio em plantas

O Céadmio (Cd) é um elemento-traco presente em diversas concentracdes
nos solos e, devido a sua toxicidade, estd na lista prioritaria de substancias
toxicas (AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DESEASE REGISTRY
- ATSDR, 2011).

Considerado um dos elementos mais toxicos liberados no ambiente, o
cadmio ndo apresenta funcBes biol6gicas conhecidas, sendo considerado um
elemento ndo essencial (OK et al., 2011). Os solos de ambientes agricolas
podem apresentar acumulo de Cd, devido a aplicacdo de fertilizantes fosfatados,
adubos, residuos de industrias metallrgicas e aguas residuais ndo tratadas
(AHMAD et al., 2012; LEE et al., 2013; OK et al., 2011). Devido a sua alta
mobilidade no solo, seu acimulo nas plantas cultivadas em solos que estejam
contaminados pode representar uma séria ameaca para a saide humana e animal
(SARWAR et al., 2010).

O principal meio de entrada de Cd na cadeia alimentar sdo as plantas,
uma vez que é absorvido pelas raizes preferencialmente em solos acidos e tende
a se acumular nos tecidos vegetais. Estudos realizados em diferentes espécies de
plantas tém revelado que este acimulo de Cd pode interferir em uma série de
processos metabolicos, uma vez que este altera o estado redox da célula (GILL;
TUTEJA, 2010). Dentre os principais impactos do Cd no metabolismo vegetal,
podemos citar seu efeito no aparato fotossintético (QIAN et al., 2010) e as
modificagdes na condutancia estomatica e na transpiragdo foliar (SOUZA et al.,
2011), bem como na absor¢do de minerais e nas relaces hidricas (HE et al.,
2011). Dessa forma, o excesso de cadmio desencadeia 0 estresse oxidativo,
culminando em perturbagdes na composicéo e fungdes das membranas celulares
(AZEVEDO et al., 2012; CUYPERS et al., 2011; GALLEGO et al., 2012).
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Um dos efeitos de fitotoxicidade ocasionados pela acdo do Cd é a
diminuicdo da absor¢do de dgua e nutrientes, o que resulta em sintomas visuais
como clorose e necrose foliar, redugdo no crescimento e escurecimento das
raizes (LI et al., 2008). A clorose observada é mais intensa em folhas novas,
sugerindo que essas retenham mais Cd, ou seja, sejam mais vulneraveis a
toxicidade causada por este metal (KUPPER et al., 2007). Uma das causas de
ocorréncia desses sintomas é devido a competicio do Cd com o ferro
(KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001) ou com o magnésio (KURDZIEL;
PRASAD; STRSALKA, 2004) por transportadores da membrana plasmatica.
Nesse caso, a estabilidade das clorofilas é afetada, uma vez que o Cd influencia
a atividade das enzimas relacionadas a biossintese desse pigmento, levando a
uma reducdo no namero de cloroplastos por células (KURDZIEL; PRASAD;
STRSALKA, 2004). Além disso, a presenca de Cd pode provocar deficiéncia de
fosforo e de manganés, que estd relacionada ao aparecimento de clorose
(GODBOLD; HUTTERMAN, 1985).

O excesso de Cd pode causar deficiéncia de macro e micronutrientes no
vegetal, uma vez que o Cd bloqueia transportadores especificos de ions da raiz
reduzindo a absorcdo de célcio (Caz*), zinco (Zn?*), ferro (Fez*), manganés
(Mnz*) e magnésio (Mg?*) pela planta (NAZAR et al., 2012). Além disso, 0
apoplasto € uma regido de cargas negativas devido a presenca de grupos
carboxilicos de pectinas, possuindo, assim, alta capacidade de troca cati6nica, 0
que facilita a retencdo de cations como o Cd (GUIMARAES et al., 2008). O
aumento da saturacdo de Cd reduz a capacidade de absorgao de outros cations.

A toxicidade por Cd pode causar a inibi¢do da atividade fotossintética,
devido a inibicdo da cadeia transportadora de elétrons do cloroplasto
(KURDZIEL; PRASAD; STRSALKA, 2004) e do Ciclo de Calvin, bem como
pela reducdo na concentragdo de clorofila (KUPPER et al., 2007). O

fotossistema |1, nos tilacoides, tem sido identificado como o principal alvo da
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acdo do Cd. Altas concentracBes de Cd estdo associadas a ma formacdo do
cloroplasto devido ao empilhamento anormal dos grana, redugdo do nimero e do
tamanho dos grana e dilatagdo da membrana do tilacéide (DEVI; PRASAD,
2004). A reducdo da taxa fotossintética pode também ser uma consequéncia da
menor condutancia estomatica, uma vez que, além de alterar o status hidrico da
planta (PERFUS-BARBEOCH et al., 2002), o Cd pode induzir a liberacdo de
calcio do reticulo endoplasmatico e do vactolo, aumentando os niveis desse
cation no citosol, o que esta relacionado com o fechamento estomatico.

No que diz respeito a acdo do cadmio na atividade enzimatica, as
enzimas antioxidantes tém sua atividade reduzida na presenca deste elemento.
Assim sendo, o aumento dos niveis de EROs, associado com a menor atividade
das enzimas antioxidantes, desencadeia danos oxidativos aos componentes
celulares (ROMERO-PUERTAS et al., 2006). Dentre os danos oxidativos
desencadeados pelas EROs, podemos citar a peroxidagdo lipidica, que esta
diretamente relacionada a alteracGes na permeabilidade e fluidez da membrana
celular (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001), bem como na conformacao
estrutural e na atividade das enzimas ligadas a membrana (DEVI; PRASAD,
2004).

Como protecdo contra os efeitos oxidativos causados pelo excesso de
EROs, as células possuem um sistema antioxidante composto por enzimas como
a dismutase do superdxido (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato
(APX) (VASQUES et al., 2012), bem como por antioxidantes ndo enzimaticos
como ascorbato e glutationa. E justamente a acio dessas moléculas antioxidantes
que permite um bom funcionamento dos mecanismos de remocdo das EROs,
mantendo a homeostase celular (MITTLER et al., 2002; ZENG et al., 2009). A
capacidade de resposta e eficiéncia do sistema antioxidante governa o
desempenho, a resisténcia e a capacidade de sobrevivéncia das plantas sob
condigdes de estresse, tal como, a presenca de Cd (MAHMOOQOD et al., 2009).
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As dismutases do superoxido sdo outro grupo de enzimas antioxidantes
que sdo afetadas pela acdo do Cd. A atividade da Mn-SOD e da CuzZn-SOD,
bem como os niveis de proteinas dessas isoformas sdo reduzidos quando a planta
é exposta ao Cd. Essa menor atividade esta relacionada a modificagdes no estado
redox da glutationa e, ou, a menor disponibilidade de manganés, cobre e zinco, o
que determina a abundancia dos transcritos dessas enzimas na presenga de
cadmio (ROMERO-PUERTAS et al., 2006).

A catalase, uma enzima presente principalmente nos peroxissomos, tem
sua atividade reduzida, principalmente nas folhas. Estudos recentes mostram que
a CAT é oxidativamente modificada pelo Cd, e as proteinas oxidadas podem ser
alvo de proteases especificas do peroxissomo (ROMERO-PUERTAS et al.,
2006).

A peroxidase do ascorbato (APX) apresenta maior afinidade por H,0,
qguando comparada & CAT demonstrando maior importancia no controle de
EROs durante o estresse em plantas (GILL; TUTEJA, 2010). Tende a apresentar
uma reducdo de sua atividade em presenca de elevadas concentracbes de
elementos-traco, devido a oxidacdo do grupo sulfidrila de suas enzimas
(FILIPIC; HEI, 2004).

2.3 Efeitos da presenca de Zn em plantas

O zinco (Zn) é um elemento essencial e estd envolvido em diversos
processos fisioldgicos de crescimento e metabolismo vegetal, incluindo ativacao
enzimatica, sintese de proteinas, metabolismo de carboidratos, lipideos,
horménios e acidos nucleicos (CAKMAK, 2000; CHANG; WIN LIN; HUANG,
2005; MENGEL,; KIRKBY, 2000). Sua absorcdo pelo vegetal é mediada pelos
transportadores da familia ZIP localizados na membrana plasmatica dos tecidos
vegetais (LEE et al., 2010).
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O Zn ¢ indispensavel para a atividade de vérias enzimas, sendo parte
estrutural da anidrase carbénica, alcool desidrogenase, Cu/Zn SOD e da RNA
polimerase. Além disso, atua como cofator das enzimas das classes das
oxidoredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases
(BROADLEY et al., 2007). O Zn apresenta ainda um efeito estabilizador e
protetor sobre as biomembranas, mantendo sua integridade e permeabilidade
(ARAVIND; PRASAD, 2005). Essa manutengdo da integridade funcional das
membranas bioldgicas (SADEGHZADEH; RENGEL, 2011) esta relacionada
principalmente as ligacOes sulfidricas estabelecidas entre o zinco e varios outros
compostos.

Apesar de suas diversas funcdes no metabolismo vegetal, quando em
concentragdes elevadas, o0 zinco torna-se toxico, com efeitos negativos no
transporte de ions e em processos metabolicos tais como fotossintese,
transpiracdo e atividades de diferentes enzimas, podendo inibir o crescimento
vegetal (VAILLANT et al., 2005). A toxicidade por Zn depende da espécie e do
estadio de desenvolvimento do vegetal e, em geral, 0s seus sintomas estdo
relacionados com a inibicdo do crescimento, menor acumulo de biomassa e
aparecimento de clorose (CAMBROLLE et al., 2013). O excesso de Zn também
pode comprometer a germinacdo de sementes e o desenvolvimento radicular
(LINGUA et al., 2008). Em nivel celular, altas concentracdes de Zn podem
alterar a integridade e a permeabilidade da membrana (STOYANOVA;
DONCHEVA, 2002), levando a morte celular (CHANG; LIN; HUANG, 2005).

Elevadas concentracbes de Zn podem causar inibicdo da atividade
fotossintética, devido a reducdo da atividade da ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase (Rubisco), causada pela competicdo do zinco com o
magnésio no sitio de ativacdo da Rubisco. Também podem reduzir a atividade
do fotossistema Il em fungdo do deslocamento de manganés pelo excesso de Zn
na membrana do tilacéide (FAGERIA, 2001).
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No que se refere ao metabolismo redox das células, o Zn desempenha
um papel duplo no estresse oxidativo: quando em excesso conduz & producédo de
EROs e em concentragBes favoraveis ¢ um cofator importante da SOD, a qual
catalisa a remogéo de O, e assim protege as células contra danos induzidos por
essa espécie reativa de oxigénio (CAKMAK, 2000). O Zn ndo é metal redox
ativo, o que significa que ndo esta diretamente envolvido nas reacdes de Haber-
Weiss e Fenton. No entanto, o excesso desse elemento conduz a producdo do
radical OH", em paredes celulares e ao acimulo de H,O, no apoplasto das folhas
(MORINA et al., 2010).

2.4 Interagdo cadmio e zinco

Plantas cultivadas em solos altamente poluidos podem sofrer com a
toxicidade por elementos-traco, o acumulo desses elementos em culturas
tradicionais em concentracfes toxicas é de grande preocupacdo, uma vez que
aumenta o risco de exposicao aos consumidores. A absorcdo de cadmio e 0s seus
efeitos sobre as plantas podem ser influenciados por uma série de fatores, tais
como as especies, a cultivar e as caracteristicas do solo. As diferengas genéticas
na absorcdo de minerais entre as espécies de plantas foram observadas décadas
atras e mesmo as cultivares da mesma espécie mostraram, muitas vezes, uma
grande variacdo na tolerdncia ao Cd (KOLELI et al., 2004). O consumo de
alimentos é a principal rota de exposi¢cdo humana ao Cd (ATSDR, 2011), tendo
em vista que os vegetais constituem a principal fonte desse elemento para os
animais (DISSANAYAKE; CHANDRAIJITH, 2009).

A entrada de Cd na cadeia alimentar deve ser minimizada devido aos
inlmeros riscos associados a salde e, por isso, estratégias estdo sendo
desenvolvidas para minimizar os danos causados pela fitotoxicidade desse

elemento. A fitoextragdo vem sendo utilizada para remover o Cd do solo por
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meio do uso de plantas hiperacumuladoras. No entanto, as plantas utilizadas
nessa técnica apresentam crescimento lento, produzem pouca biomassa e
requerem muito tempo para remediar 0s locais contaminados (SAIFULLAH et
al., 2009). Outra medida que pode ser aplicada é a selecdo e 0 melhoramento de
plantas ou cultivares que acumulam relativamente pequenas quantidades de Cd
em seus graos ou em outras partes comestiveis, uma op¢do que demanda um
longo periodo para desenvolver e testar novos cultivares (USMAN et al., 2012).
Além dessas, outras medidas, como a rotacdo de culturas, calagem, dentre outras
alteracdes do solo, estdo sendo utilizadas para remediar solos contaminados por
Cd, técnicas demoradas e que exigem recursos extras (GUO et al., 2011).

Diante disso, 0 uso de nutrientes € uma opc¢do relativamente viavel,
rapida e eficaz para aliviar a toxicidade por Cd nas plantas (SAIFULLAH et al.,
2012). Um suprimento adequado de nutrientes é essencial para o crescimento da
planta sob excesso de Cd, uma vez que varios nutrientes tém efeitos diretos ou
indiretos sobre a disponibilidade e toxicidade deste elemento. Os efeitos diretos
incluem a solubilidade e diminuicdo do Cd disponivel no solo, afetando assim a
precipitacdo e adsorcdo do mesmo (MATUSIK; BAJDA; MANECKI, 2008;
ZACCHEO; LAURA; VALERIA, 2006). Os nutrientes também podem reduzir
a absorcdo de cadmio por competicdo pelos mesmos transportadores de
membrana (QIU; GUAN; LONG, 2005; TLUSTOS et al., 2006), assim como
auxiliar no sequestro de Cd nas partes vegetativas das plantas, evitando a
translocagdo para os grédos ou partes comestiveis. Os efeitos indiretos incluem
diluicdo do Cd, aumentando a biomassa vegetal e reducédo de estresse fisioldgico
(JALLOH et al., 2009; PANKOVIC et al., 2000).

Existe uma tendéncia de que Cd e Zn coexistam em um mesmo
ambiente, devido as suas semelhancas quimicas e fisicas, sendo ambos cations
bivalentes (ASSUNCAO et al., 2010). Quando esses metais estdo juntos, podem

interagir produzindo efeitos sinérgicos ou antag6nicos (WILDE et al., 2006).
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Estudos revelam que a interagdo Cd/Zn ocorre principalmente de forma
antagbnica (BALEN et al., 2011), embora os efeitos sinérgicos também sejam
relatados (NAN et al., 2002). A suplementagdo com Zn em baixas concentracoes
pode neutralizar os efeitos do cadmio sobre o metabolismo vegetal
caracterizando assim o efeito antagdnico. Por outro lado, elevadas concentrac6es
de Zn combinado com o Cd podem potencializar os efeitos do Cd no
metabolismo, caracterizando efeito sinérgico (CHERIF et al., 2011).

Devido as semelhangas fisicas e quimicas entre 0 Cd e o Zn, ambos
atravessam a membrana plasmatica sob auxilio das proteinas de membrana ZIP
(GUERINOT, 2000). Dessa forma, é plausivel sugerir que a suplementacdo com
zinco pode minimizar a absorc¢do, translocacdo e acimulo de Cd em plantas
além de proporcionar protecdo contra os danos oxidativos pela maior atividade
da enzima SOD. No entanto, devido a sua importancia no metabolismo vegetal,
é necessario que a concentracdo de Zn seja mantida dentro de uma faixa estreita
para evitar sintomas de deficiéncia e toxicidade nas plantas (APPENROTH,
2010).

O efeito antagdnico do zinco na contamina¢do por cadmio foi
demonstrado em Arabis paniculata, em que o tratamento com zinco em baixas
concentracdes levou a maior sintese de proteinas envolvidas no metabolismo
energético, permitindo o crescimento das plantas sob estresse. Além disso, ele
também promoveu a atividade do sistema de defesa antioxidante, mantendo a
homeostase redox da célula (ZENG et al., 2009). Da mesma forma, em plantas
de Noccaea caerulescens expostas a elevadas concentragdes de Cd, o zinco
promoveu maior atividade da APX, enquanto o Zn foi incapaz de atenuar 0s
efeitos do Cd sobre a atividade da SOD (WOJCIK; VANGRONSVELD;
TUKIENDOREF, 2006). A suplementacdo de Zn também aumenta a atividade
das enzimas antioxidantes SOD, CAT, APX em plantas de Solanum

lycopersicum, Sedum alfredii e Triticum  aestivum tratadas com  cadmio
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(CHERIF et al., 2011; SANAEIOSTOVAR et al., 2012). Assim como 0 Zn, 0
magnésio, em baixas concentragdes, pode ter um efeito antagénico na toxicidade
de Cd nos vegetais, provavelmente por manter a concentragdo de ferro,
aumentando a capacidade antioxidante e protegendo o aparato fotossintético
(HERMANS et al., 2011).

Ambos os elementos Cd e Zn, quando em excesso, podem afetar o
metabolismo das plantas. Dessa maneira, os efeitos sinérgicos da interacao entre
Zn e Cd podem causar crescimento atrofiado, principalmente da raiz,
desencadeando a reducdo da absorcdo de agua e nutrientes, resultando em
desequilibrio nutricional e aparecimento de sintomas como a clorose (LEFEVRE
et al., 2010; REMANS et al., 2012). Elevadas concentra¢cdes de Cd e Zn estdo
associadas a maior geracdo de EROs e quebra da homeostase celular, levando a
um prejuizo na respiracao, fotossintese, estabilidade da clorofila, estrutura e
atividade das enzimas e integridade da membrana (NAGAJYOTI; LEE;
SREEKANTH, 2010).

Devido as semelhancas entre os dois metais, a substituicdo de um pelo
outro com carga e tamanho similares pode resultar na inibicdo da atividade
enzimatica. Como o Zn é constituinte de muitas metaloenzimas, ele pode
substituir o Cd, resultando em alteracBes na atividade de diferentes enzimas
(SHAW; SAHU; MISHRA, 2004). O efeito sinérgico de Zn e Cd ocorreu em
Noccaea caerulescens expostas ao excesso de Cd e Zn, em que houve uma
menor atividade enzimatica (WOJCIK; VANGRONSVELD; TUKIENDOREF,
2006) o mesmo foi observado em Solanum lycopersicum que apresentou
menores atividades enzimaticas e alteragcbes nos pardmetros de crescimento
(BALEN et al., 2011).

Existe uma variacdo inter e intraespecifica na absorcdo de cadmio pelas
plantas, além do fato de que as caracteristicas do solo alteram a disponibilidade

desse metal para o vegetal. Diante disso, para a realizacdo do presente estudo,
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foram selecionadas duas classes de solos do estado de Minas Gerais
consideradas representativas por apresentarem ampla distribuicdo no Estado. O
primeiro solo foi o Latossolo Vermelho Amarelo distrofico tipico, com textura
média a moderada e o outro solo foi o Cambissolo Haplico Th distréfico tipico,
com textura média a moderada, ambos na fase floresta tropical subperenifélia.
Esses solos sdo considerados limpos quanto a presenca de Cd por apresentarem
valores de referéncia de qualidade (VRQ) < 0,4 mg kg™ de peso seco para este
elemento-traco (FUNDACAO ESTADUAL DO MEIO AMBIENTE - FEAM,
2011). Isso ocorreu por apresentarem baixo teor de matéria organica (contetido
de carbono ndo excede 1,5%, ou seja, 3% contetdo de matéria organica), além

do pH adequado para minimizar os efeitos da adsor¢do de Cd no solo.

Tabela 1 Lista de espécies sensiveis sugeridas em ensaios ecotoxicoldgicos

Familia Espécie Nome popular
Apiaceae Daucus carota Cenoura
Asteraceae Helianthus annus Girassol
Asteraceae Lactuca sativa Alface
Brassicaceae Sinaps Alba Mostarda-branca
Brassicaceae Brassica napus Canola
Brassicaceae Brassica oleracea var. capitata Repolho
Brassicaceae Brassica rapa Nabo
Brassicaceae Lepidium sativum Agrido
Brassicaceae Raphanus sativus Rabanete
Chenopodiaceae Beta vulgaris Beterraba
Cucurbitaceae Cucumis sativus Pepino
Fabaceae Glycine Max Soja
Fabaceae Phaseolus aureus Feijdo Mungo
Fabaceae Phaseolus vulgares Feijao comum



“Tabela 1, conclusdo”
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Familia Espécie Nome popular
Fabaceae Pisum sativum Ervilha
Fabaceae Vicia sativa Ervilhaca comum
Solanaceae Lycopersicon esculetum Tomate
Liliaceae Allium cepa Cebola
Poaceae Avena sativa Aveia
Poaceae Hordeum vulgare Cevada
Poaceae Lolium perene Azevém perene
Poaceae Oryza sativa Arroz
Poaceae Secale cereal Centeio
Poaceae Sorghum bicolor Sorgo
Poaceae Triticum aestivum Trigo
Poaceae Zea mayz Milho
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CAPITULO 2 Avaliacdes fisiologicas e ecofisioldgicas de plantas de milho
sensiveis a toxicidade por elementos-traco em latossolo e

cambissolo

RESUMO

As espécies agricolas enfrentam uma variedade de estresses bidticos e
abidticos que sdo os principais limitantes a producdo das culturas. Neste
contexto, a contaminagdo por elementos-traco caracteriza-se como um estresse
abidtico, que representa um problema ambiental. O cadmio é um potente
inibidor de enzimas e por ser um elemento ndo essencial, pode causar danos as
células vegetais, mesmo quando presente em baixas concentracfes. A exposicao
das plantas a este elemento-traco resulta em varios danos ao metabolismo
fisiologico dos vegetais e danifica o aparelho fotossintético, causando a
producdo de espécies reativas de oxigénio em tecidos fotossinteticamente ativos.
O zinco é cofator de muitas enzimas, estando envolvido tanto na regulacdo
guanto na ativacdo dessas moléculas. Além disso, estd envolvido nos processos
de regulacdo da transcricdo, traducdo e transducdo dos sinais. Devido a sua
importancia no metabolismo do vegetal, a concentracdo deste elemento deve ser
mantida dentro de uma faixa relativamente estreita para evitar os efeitos de
deficiéncia ou toxicidade. As semelhancas fisicas e quimicas entre cadmio e
zinco permitem a interacdo desses elementos no ambiente, podendo causar
efeitos antagbnicos, em que o zinco atua neutralizando os danos causados pelo
cadmio ao metabolismo, ou efeitos sinérgicos, em que o0 zinco potencializa os
efeitos do cadmio sobre o metabolismo. Neste sentido, mecanismos fisiolégicos
para excluir, desintoxicar ou compartimentalizar o excesso de elementos-traco
sdo cruciais para sobrevivéncia dos vegetais quando expostos a elevadas
concentracdes destes elementos. A fim de compreender melhor as respostas das
espécies submetidas ao estresse por Cd e Zn o presente estudo teve como
objetivo avaliar plantas de Zea mays L (milho) sensiveis & contaminacdo por
esses elementos (ORGANIZATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT - OECD, 2006), cultivadas em Latossolo e Cambissolo,
através de analises bioguimicas e ecofisioldgicas. As plantas foram expostas a
doses de Cd e Zn (0,4 +14,89; 0,72+28,80; 1,29+48; 2,3 + 86,64; 4,1+152,64;
13,6+506,89; 24,4+908,61 mg kg™) durante 21 dias. Foram realizadas analises
enzimaticas, ecofisiolégicas e indice toxicol6gico, tais como, atividade das
enzimas SOD, CAT, APX, peroxido de hidrogénio, peroxidagao lipidica, indice
de clorofila, taxa fotossintética, condutancia estomatica, transpiragdo. Os dados
obtidos evidenciaram comportamento especifico das plantas de milho para cada
solo analisado. O Latossolo disponibilizou em maior quantidade o Cd aplicado
as plantas, resultando em um maior dano oxidativo e outros efeitos prejudiciais.
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O Cambissolo, devido a seus atributos, principalmente aos maiores teores de
argila e matéria organica, adsorveu o Cd e Zn em maiores propor¢des, 0 que
resultou em um melhor desenvolvimento das plantas.

Palavras-chave: EROs. elementos-traco. Enzimas antioxidantes. Fotossintese.
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ABSTRACT

Agricultural species face several biotic and abiotic stresses that are the
main limiting factors for crop production. In this context, contamination by
trace-elements is characterized as an abiotic stress, representing an
environmental issue. Cadmium is a powerful enzyme inhibitor and, given that it
is a non-essential element, it can damage plant cells, even in low concentrations.
Plant exposure to this trace-element results in many damages to plant
physiological metabolism and injures the photosynthetic system, triggering the
production of oxygen reactive species in photosynthetically active tissues. Zinc
is a co-factor for several enzymes, and is involved in both regulation and
activation of such molecules. In addition, it is also involved in the regulation
processes of signal transcription, translation, and transduction. Because of its
importance for plant metabolism, the concentration of this element must be kept
within a relatively narrow range to avoid the effects of either deficiency or
toxicity. Physical and chemical similarities between Cadmium and Zinc allow
the interaction of these elements in the environment, possibly causing antagonist
effects in which Zinc acts neutralizing the damages caused by Cadmium in the
metabolism, or synergistic effects in which Zinc enhances the effects of
Cadmium over the metabolism. In this sense, physiological mechanisms to
delete, detoxify or compartmentalize the excess of trace-elements are essential
for plant survival when exposed to high concentrations of such elements. In
order to better understand the responses of the species subjected to Cd and Zn
stress, the present study aimed to evaluate Zea mays L (maize) plants sensitive to
the contamination by these elements (Organization for Economic Co-operation
and Development — OECD, 2006), cultivated in Latosol and Cambisol, using
biochemical and ecophysiological analyses. The plants were exposed to doses of
Cd and Zn (0.4+14.89, 0.72+28.80, 1.29+48, 2.3+86.64, 4.1+152.64,
13.6+506.89, 24.4+908.61 mg kg™) during 21 days. We conducted enzymatic
and ecophysiological analyses, such as the activity of enzymes SOD, CAT,
APX, hydrogen peroxide, lipid peroxidation, chlorophyll content, photosynthetic
rate, stomatal conductance and transpiration. The data obtained showed a
specific behavior of the maize plants for each analyzed soil. Latosol released
higher amounts of Cd to plants, resulting in a greater oxidative damage and other
adverse effects. Due to its attributes, especially the higher clay and organic
matter content, Cambisol absorbed Cd and Zn in higher proportions, resulting in
better plant development.

Keywords: ROS. Trace-elements. Antioxidant enzymes. Photosynthesis.
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1 INTRODUCAO

As espécies agricolas enfrentam uma variedade de estresses bidticos e
abidticos que sdo os principais limitantes a producdo das culturas. Nesse
contexto, a contaminagdo por elementos-traco caracteriza-se como um estresse
abidtico, que representa um problema ambiental (TKALEC et al., 2008).

O cadmio (Cd) é um elemento-traco ndo essencial que apresenta alta
disponibilidade na cadeia alimentar e elevada toxicidade, mesmo em baixas
concentragbes (MAESTRE et al., 2012; MURTAZA et al., 2015). Esse
elemento, quando liberado no ambiente, pode se tornar acessivel as plantas,
podendo alterar os mecanismos bioquimicos, estruturais e fisiolégicos. Nesse
contexto, o Cd esta relacionado a reducdo no crescimento radicular (DAS;
SAMANTARAY; ROUT, 1997), bem como a modificacbes em processos como
absorcdo de minerais (GILL; TUTEJA, 2010; HE et al., 2011), fotossintese
(QIAN et al., 2010), condutancia estomatica e transpiracdo foliar (SOUZA et al.,
2011). Tais alteragdes desencadeiam estresse oxidativo, causando perturbacoes
na composicao e funcdes das membranas e organelas celulares (AZEVEDO et
al., 2012; CUYPERS et al., 2011; GALLEGO et al., 2012).

Dentre os elementos essenciais para 0s organismos, 0 zinco (Zn),
funciona como um cofator de uma variedade de macromoléculas, incluindo
enzimas, fatores de transcricdo e proteinas de sinalizacdo celular (MENDOZA-
COZATL et al., 2005; PALMER; GUERINOT, 2009). Est& envolvido na fungao
catalitica de muitas enzimas e na estabilidade estrutural de varias proteinas
celulares (VALLEE; FALCHUK, 1993). Além disso, ele apresenta um
importante papel na estabilizagdo e protegdo das membranas bioldgicas contra o
estresse oxidativo, mantendo a integridade e permeabilidade das mesmas
(BROADLEY et al., 2007; PANDEY; GUPTA; PATHAK, 2012). No entanto,

niveis elevados de zinco podem inibir muitos processos metabélicos, afetando
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diretamente o crescimento e desenvolvimento dos vegetais (PARLAK;
YILMAZ, 2012; WANG et al., 2009).

A interacdo entre os elementos essenciais e ndo essenciais é comum na
natureza (CVJETKO et al.,, 2010) e pode produzir efeitos sinérgicos ou
antagonicos (WILDE et al., 2006). No que se refere ao Cd, sua presenca nos
solos é geralmente acompanhada pelo Zn e, devido as suas semelhancas
quimicas e fisicas, ambos podem ser absorvidos pelas plantas como cations
bivalentes (ULLRICH; RAMSEY; HELIOS-RYBICKA, 1999; WILDE et al.,
2006). A familia de proteinas ZIP é a principal mediadora da absorcdo de Zn
pelas plantas, sendo expressa tanto na parte aérea como na raiz (FILAVOLT,
2006; LEE et al., 2013). Além disso, esta mesma familia de proteinas ZIP esta
também relacionada ao transporte de Cd (BARBERON et al., 2011).

Estudos realizados entre a interagdo de Cd/Zn demonstraram que,
dependendo das concentracdes desses elementos no solo, pode ocorrer a indugdo
do estresse oxidativo, caracterizando assim, o efeito sinérgico. No entanto,
quando ocorre a suplementacdo de Zn em baixas concentragdes ocorre o efeito
antagbnico, em que a maior absorcdo de Zn em detrimento do Cd diminui 0s
efeitos toxicos desse Gltimo elemento (CHERIF et al., 2011). A presenga do
zinco em baixas concentracdes pode suprimir o acimulo de Cd, aumentando a
biomassa da planta, permitindo a manutencdo da transferéncia de energia pelo
fotossistema 11, além da menor producéo de EROs e menos danos as proteinas e
ao DNA (ARAVIND; PRASAD, 2009; BALEN et al., 2011).

Todos os elementos, quando presentes em concentracdes elevadas,
afetam os componentes celulares, interferindo em diversas fun¢des metabolicas
fundamentais para o desenvolvimento da planta (TKALEC et al., 2014). Nesse
sentido, ha alteracdo na homeostase celular pelo acimulo de EROs, que em
elevadas concentragdes podem desencadear o estresse oxidativo, causando danos

as proteinas, membranas e pigmentos fotossintetizantes, como a clorofila



42

(ARORA; SAIRAM; SRIVASTAVA, 2002; MITHOFER; SCHULTZE;
BOLAND, 2004). Para evitar os efeitos nocivos das EROs, as plantas ativam
sistemas de defesa antioxidantes, compostos por enzimas como, dismutase do
superoxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX), bem como
antioxidantes ndo enzimaticos (MITHOFER; SCHULTZE; BOLAND, 2004;
MITLLER, 2002).

Diante do exposto e visando a um melhor entendimento do
comportamento fisiol6gico de espécies expostas a Cd e Zn, o presente estudo
teve como objetivo avaliar plantas de Zea mays (milho), sensiveis a
contaminacdo por esses elementos (OECD, 2006), cultivadas em Latossolo e

Cambissolo, por meio de analises bioquimicas e ecofisiolégicas.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de
Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras/UFLA, em Lavras-MG
(44°55° W; 21° 05°S), segundo as recomendag¢des da ISO 11.269-2 e OECD-208
(INTERNATIONAL STANDARD ORGANIZATION - 1SO, 2013). Foram
selecionadas duas classes de solo do Estado de Minas Gerais consideradas
representativas, classificadas como Latossolo Vermelho Amarelo distréfico
tipico, textura média a moderada, e Cambissolo Haplico Th distréfico tipico a
moderado, ambos na fase floresta tropical subperenifélia. Estes solos sédo
considerados limpos quanto a Cd, ou seja, VRQ < 0,4 mg kg™ de peso seco para
Cd (FUNDACAO ESTADUAL DO MEIO AMBIENTE - FEAM, 2011).

Os solos foram devidamente coletados e peneirados, sendo retirada uma
amostra para a caracterizacdo quimica (Tabela 1) e fisica (Tabela 2) dos

mesmaos.

Tabela 1 Anéalise quimica do latossolo e cambissolo
Solos pH K P Ca Mg Al CTCef \Y MO
mgdm® - cmol dm™ —----eees eeee % -----
Latossolo 48 32 113 03 01 06 1,08 9,64 1,64
Cambissolo 53 34 260 16 04 05 2,59 34,05 2,87

pH em é&gua relagdo 1:25; P, K: Extrator Mehlich 1; S: Extrator fosfato monicélcico em
4cido acético; Ca*?, Mg*? e AI"*: Extrator KCI 1 mol L?, H + Al: Extrator acetato de
célcio 0,5 mol L, pH = 7,0; MO: Oxidacdo Na,CrO; 4N + H,SO, 10N; SB: Soma de
Bases; CTCef.: Capacidade de troca cationica efetiva; V: Indice de saturagio de bases;
MO: Matéria organica.
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Tabela 2 Analise fisica do Latossolo e Cambissolo

Textura Areia
Solos Argila Silte
%
Latossolo 24 12 64
Cambissolo 31 22 47

Ap6s a adubacdo, realizada segundo Malavolta (1981) (tabela 3), 500g
de solo foram pesados e acondicionados em vasos plasticos. Procedeu-se a
irrigacdo por uma semana visando & manutencdo de 70% da capacidade de
campo. Apds esse periodo, foram adicionadas diferentes doses de Cd e Zn,
utilizando-se solucBes de Cd(NO3),.4(H,0) e ZnS0O,4.7H,O como fontes desses
elementos (Tabela 4). As doses foram determinadas utilizando-se como
parametros os valores orientadores ja estabelecidos pela resolucdo 420 do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (BRASIL, 2009). Os valores
estabelecidos para esse experimento sdo maltiplos de 1,8 conforme sugestdo da
normativa da OECD (2006). As doses adicionadas respeitaram uma relacéo
molar Zn/Cd préxima de 64/1, tendo em vista que essa é uma relacdo
aproximada encontrada para a concentracao desses dois elementos em areas de
mineracdo de Minas Gerais (CARVALHO et al., 2013).



Tabela 3 Recomendacéo de adubacao para vaso

45

Nutriente Dose (mg / kg)
Nitrogénio 300
Fosforo 200
Potassio 150
Calcio 75
Magnésio 15
Enxofre 50
Boro 0,5
Cobre 1,5
Ferro 5
Molibdénio 01
Zinco 5

Fonte: (MALAVOLTA, 1981).

Nota: As doses de N e K foram aplicadas parceladas de 2-3 vezes, isto &, a quantidade
total dividida por 2 ou 3 aplicando-se a primeira parcela no plantio e as demais em

cobertura durante o desenvolvimento das plantas.

Tabela 4 Concentracdes utilizadas de cadmio e zinco

Tratamentos Composicdo (mg kg™)
Cd Zn

DO 0,0

D1 0,4 14,89
D2 0,72 28,80
D3 1,29 48,00
D4 2,30 86,64
D5 4,10 152,64
D6 13,6 506,89
D7 24,4 908,61
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Apbs a adicdo das solugbes contendo Cd e Zn, realizou-se a semeadura
de 20 sementes por vaso. Apds a emergéncia de 50% das plantulas do tratamento
DO, o numero de plantas por repeti¢do foi reduzido para 10. O experimento teve
duracdo de vinte e um dias, ap6s esta emergéncia, de acordo com as
recomendacdes da OECD-208.

O ensaio foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC) em esquema fatorial 8x2, sendo 8 tratamentos (sete doses
crescentes de Cd/Zn e um controle), dois solos (Cambissolo e Latossolo),
totalizando 16 tratamentos com trés repeticbes. Cada unidade experimental
constou de um vaso contendo 500 g de solo e com 10 plantas. Os dados obtidos
foram submetidos a andlise de variancia utilizando-se o programa estatistico
SISVAR 4.3 (Sistema de Andlise de Variancia para Dados Balanceados)
(FERREIRA, 1999). As médias entre os tratamentos foram comparadas pelo
teste de Scott e Knott (1974), a 0,05 de probabilidade (p < 0,05).

2.1 Teor de cadmio e zinco nas plantas

Os teores de Cd e Zn foram determinados na massa seca de raizes e
parte aérea em extratos obtidos por digestdo acida em forno de micro-ondas,
conforme o método USEPA 3051A da Agéncia de Prote¢cdo Ambiental dos EUA
(UNITED STATES ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY - USEPA,
1998), senda a leitura feita por espectrofotometria de absor¢do atdmica com
atomizagdo por chama ou forno de grafite, conforme as concentragdes
encontradas nos extratos.

Para o controle de qualidade das andlises, foi utilizado o material de
referéncia BCR-482 — Lichen do Institute for Reference Materials and

Measurements (Geel, Belgium), com teores certificados para Zn (100,6 mg kg™)
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e para Cd (0,56 mg kg™). A recuperacéo dos teores foi de 120 e 65% para Zn e
Cd, respectivamente.

O limite de detecgédo (LD) foi calculado com base no desvio-padréo e na
média de sete leituras da amostra branco, considerando-se o valor t de Student
para n=7 e empregando-se a seguinte formula (AMERICAN PUBLIC HEALTH
ASSOCIATION - APHA, 1998):

LDM=(x+txs)xd

em que: x = teor médio da substancia de interesse em sete amostras em
branco;

t = valor de Student a 0,01 de probabilidade e n-1 graus de liberdade
(paran=7ea=0,01,t=3,14);

s = desvio padrdo das sete amostras em branco;

d = fator de diluicdo empregado no método de digestdo da amostra.

Ap0s os calculos, os limites de detec¢do do método obtidos para Zn e Cd

foram de 1,22 mg kg™ e 1,66 pg kg™ para Zn e Cd, respectivamente.

2.2 Analise de crescimento

A andlise de crescimento foi realizada pela contagem do nimero de
folhas, bem como pela obten¢do dos comprimentos da raiz e parte aérea, e do
didmetro do caule, obtidos com auxilio de uma régua e de um paquimetro
digital, respectivamente. Avaliou-se uma planta por repeticao.

Para a determinacdo da massa seca de raiz e parte aérea, 0 material
vegetal coletado foi seco a 70°C em estufa de circulagdo forgada até peso

constante.
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2.3 Enzimas antioxidantes

O extrato enzimatico foi obtido pela maceracdo em nitrogénio liquido de
200 mg de folhas, os quais foram macerados em N, liquido com 50% de
polivinilpolipirrolidona (PVPP) e homogeneizado com 1500 pL de tampéo de
extracio contendo tampao fosfato de potassio 100 mmol L™ (pH 7,8), EDTA 0,1
mmol L?, &cido ascérbico 10 mmol L™ e agua (BIEMELT et al., 1998). O
extrato foi centrifugado a 13.000 g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
coletado e utilizado para as analises da atividade das enzimas SOD, CAT e
APX.

2.3.1 Dismutase do superoxido

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977).
Aliquotas do extrato enziméatico foram adicionadas ao meio de incubacdo
composto por fosfato de potassio 50 mmol L™ (pH 7,8), metionina 14 mmol L™,
EDTA 0,1 umol L™, agua, NBT 75 pmol L™ e riboflavina 2 pmol L. Os tubos
com 0 meio de reacdo e a amostra foram iluminados, por 7 minutos, com uma
lampada fluorescente de 20 W. Para o controle, 0 mesmo meio de rea¢cdo sem a
amostra foi iluminado. O branco foi mantido no escuro. As leituras foram
realizadas a 560 nm e o calculo da atividade da enzima foi feito com a seguinte
equacdo: % de inibicdo = (A560 amostra com extrato enzimatico — A560
controle sem enzima) / (A560 controle sem enzima). Uma unidade da SOD
corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducéo do

NBT nas condigdes do ensaio.
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2.3.2 Catalase

A CAT foi avaliada segundo Havir e McHale (1987), onde aliquotas do
extrato enzimatico foram adicionadas ao meio de incubagdo contendo fosfato de
potassio 100 mmol L™ (pH 7,0), gua e peroxido de hidrogénio 12,5 mmol L™
M. A atividade dessa enzima foi determinada pelo decréscimo na absorbancia a
240 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de
peroxido de hidrogénio. O coeficiente de extingdo molar utilizado foi de 36 mM~

tem™

2.3.3 Peroxidase do ascorbato

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhamento da taxa de
oxidacdo do ascorbato a 290 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos. Uma
aliquota do extrato enzimatico foi adicionada ao meio de incuba¢do composto
por fosfato de potéassio 100 mmol L™ (pH 7,0), acido ascérbico 0,5 mmol L™,
4gua e peroxido de hidrogénio 0,1 mmol L™* (NAKANO; ASADA, 1981). O

coeficiente de extincdo molar utilizado foi de 2,8 mM™ cm™.
2.4 Perodxido de hidrogénio

Foram macerados 100 mg de massa fresca em nitrogénio liquido,
homogeneizados em 1500 pL de a&cido tricloroacético (TCA) 0,1% e
centrifugados a 12.000 g por 15 minutos, a 4°C. A reacédo foi iniciada pela
adicdo de uma aliquota da amostra ao meio de reagdo contendo tampdo fosfato
de potéssio 10 mmol L™ (pH 7,0) e iodeto de potassio 1 mol L™. O H,0, foi

determinado medindo-se a absorbancia a 390 nm e com base em uma curva
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padrdo com concentragdes conhecidas de H,0, (VELIKOVA; YORDANOV;
EDREVA, 2000).

2.5 Peroxidacao lipidica

A peroxidagdo lipidica foi determinada por meio da quantificagdo de
espécies reativas ao acido tiobarbiturico, conforme descrito por Buege e Aust
(1978). Cem miligramas de massa fresca foram macerados em N, liquido e
homogeneizados em 1500 pL de TCA 0,1%. O homogeneizado foi centrifugado
a 12.000 g, por 15 minutos e aliquotas do sobrenadante foram adicionadas ao
meio de reacdo contendo 0,5% de acido tiobarbiturico (TBA) e 10% de TCA,
incubando-se, em seguida, a 95°C, por 30 minutos. A reacdo foi paralisada por
resfriamento rdpido em gelo e as leituras foram determinadas em
espectrofotébmetro, a 535 nm e 600 nm. O TBA forma complexos de cor
avermelhada com aldeidos de baixa massa molecular, como o malondialdeido
(MDA), produto secundario do processo de peroxidacdo. A concentracdo do
complexo MDA/TBA foi calculada pela seguinte equacdo: [MDA] = (A535 —
A600)/(&.b), em que: & (coeficiente de extingdo = 1,56 x 10-5 cm-1); b
(comprimento 6tico = 1). A peroxidacio foi expressa em nmol de MDA g™ de

matéria fresca.

2.6 Analises ecofisioldgicas

As medic¢Bes de trocas gasosas [taxas de fotossintese (A), transpiracdo
(E) e condutancia estomatica (gs)] foram realizadas com o auxilio do analisador
portatil de CO, a infravermelho (IRGA) da ADC Bioscientific Ltda, modelo
LCPro +, entre os horarios de 8 h as 12 h, de maior demanda fotossintética para

a cultura, sendo realizadas leituras nas folhas mais expandidas. Foi determinado
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o Indice de clorofila (IC) pelo clorofildmetro (Chlorophyll Meter, SPAD-501, da
Minolta Co., Japdo), sendo realizadas 4 leituras por repeticdo para cada
tratamento no periodo da manhd. As leituras também foram feitas nas folhas
completamente expandidas (MINOLTA CAMERA LTDA, 1989).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teorde Cde Zn

De maneira geral, os teores de zinco e cadmio aumentaram na parte
aérea e nas raizes conforme o aumento das doses de Zn/Cd a que as plantas
foram submetidas (Tabela 5), sendo os maiores valores de zinco encontrados na
parte aérea e raizes de plantas cultivadas no Latossolo. A presencga de cadmio foi
mais expressiva na parte aérea em Latossolo e raizes de plantas cultivadas em
Cambissolo. A presenca de zinco em plantas do tratamento DO ocorreu devido a

adubagcdo realizada segundo Malavolta (1981).



Tabela5 Concentracdes de zinco e cadmio na parte aérea e raizes de plantas de milho cultivadas em Cambissolo e
Latossolo sob doses crescentes de Zn e Cd

Zinco (mg kg™) Cédmio (ug kg™)

Tratamentos Parte aérea Raiz Parte aérea Raiz

Cambissolo Latossolo Cambissolo Latossolo Cambissolo Latossolo  Cambissolo Latossolo

DO 132,06 B h* 181,16 Ag 100,53 Ag 109,76 Ah <LDM <LDM <LDM <LDM
D1 22290Bg 325,13 Af 97,66 B g 22530A¢g 10,00Bd 1563 Af 533Ac 243Ac
D2 472,53 B f 554,26 Ae 223,60 B f 44430 AT 12,80 Ad 13,76 A f 6,00Bc 11,66 Ab
D3 672,46 Be 845,60 Ad 303,86 Be 643,86 Ae 17,73Ac 18,23 Ae 136Ad 206AcC
D4 801,93Bc 834,40 Ad 359,19Bd 808,56 A d 26,06 Ab 21,60Bd 123Ad 346Ac
D5 723,60Bd 1061,26 Ac 594,86 Bc 3003,63Ac 32,90Aa 33,06 Ac 9,63Bb 23, 70Aa
D6 1138,80Bb 1629,73 Ab 414790Ba 443460Ab 3296Ba 5443ADb 1360Bb 21,03Aa
D7 1185,36 Ba 1700,76 Aa 3559,96 Bb 4889,30 Aa 36,03Ba 61,20Aa 3840Aa 2563Ba

LDM (Cd) = 1,66 pug kg™

*Letras mailsculas - diferenca entre solos na linha e letras minusculas - diferenca entre doses na coluna, segundo teste Scott-Knott.

€S
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As plantas, quando submetidas ao estresse por elementos-traco,
desenvolvem diversas estratégias para sobreviver (VERBRUGGEN et al., 2001).
O maior acimulo de Zn na parte aérea € um desses mecanismos de respostas da
planta ao estresse (EHSAN et al., 2015). J& o cadmio pode tanto ser armazenado

na raiz quanto ser translocado para a parte aérea (WANG et al., 2010).

3.2 Andlise de crescimento

Visto que Zea mays L. é uma espécie sensivel e ndo fitorremediadora de
elementos-traco (CARVALHO et al., 2013), a exposicdo dessa espécie a doses
crescentes de cadmio e zinco levou a uma reducdo em todos os parametros de
crescimento avaliados (Tabela 6). Além disso, plantas de milho cultivadas em
Cambissolo apresentaram, de maneira geral, maiores valores de altura e massa
seca de parte aérea, bem como de comprimento e massa seca de raizes, quando

comparadas aquelas plantas cultivadas em Latossolo.



Tabela 6 Analise dos parametros de crescimento de plantas de milho cultivadas em Cambissolo e Latossolo em
diferentes doses de Cd/Zn

Crescimento das plantas

Tratamentos Altura da parte aérea  MS da parte aérea , Comprimento da raiz MS daraiz
Numero de folhas
(cm) (9) (cm) (9)
C L C L C L C L C L
DO 830Aa 77,0Ba 0,85Aa 0,72Ba 6,0 Aa 6,0Aa 553Aa 555Ba 0,28Ab 0,28Aa
D1 60,0Be 70,0Ab 0,81Aa 0,67Ba 5,0 Ab 50Ab 498Ab 493Ab 0,38Aa 0,22Bb
D2 65,6 Ad 66,0Ac 0,61Ab  0,42Bb 4,0 Ac 40Ab 433Ac 350Ac 0,28Ab 0,16Bc
D3 71,0Ab 623Bd 0,52Ac 0,43Bb 50Ab 50Ab 336Ad 323Bd 0,25Ab 0,16Bc
D4 68,0 Ac 60,3Be 0,47Ac 0,38Bb  50Ab 50Ab 340Ad 283Be 0,20Ac 0,16Bc
D5 65,6 Ad 57,0Bf 038Ad 031Bc 50Ab 40Bc 29,0Ae 20,6Bf 0,17Ac 0,15Ac
D6 58,0 Af 51,0Bg 0,29A¢e 0,29Ac 4,0Ac 3,0 Ac 19,3Bf 21,6 Af 0,12Ad  0,11Ad
D7 54,0 Ag 46,0Bh  0,22Af 0,26Ac  3,0Ad 20Bd 143Bg 19,0Ag 0,09Ae 0,08Ae

Analise dos parametros de crescimento, as letras maidsculas comparam os solos, enquanto as letras mintsculas comparam as doses,
de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05). C = cambissolo; L = Latossolo.

qS
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A andlise de crescimento demonstrou ser um parametro sensivel ao
aumento das doses de Cd e Zn no solo. No que se refere a diferenca de
crescimento das plantas de Zea mays L. entre os solos, é necessario ressaltar que
o Latossolo apresenta pH mais acido (4,8), menores valores de CTC (1,08 cmol
dm?®), argila (24%) e matéria organica (1,64%) quando comparado ao
Cambissolo que possui pH de 5,3, CTC de 2,59 cmol dm™, 31% de argila e
2,87% de matéria organica. Essas caracteristicas quimicas e fisicas fornecem
condicdes gue garantem ao Cambissolo maior adsorcdo de Cd, disponibilizando
menores teores desse elemento para o vegetal (PIERANGELI et al., 2003). Com
menores teores de Cd disponiveis, plantas de Zea mays L. cultivadas em
Cambissolo apresentaram menores valores de Cd em seus tecidos quando
comparadas com aquelas cultivadas em Latossolo na maioria das doses.
Menores teores internos de Cd permitiram com que essas plantas tivessem um
menor impacto desse elemento-traco sobre o seu metabolismo e, dessa forma,
apresentaram uma reducdo no crescimento menos acentuado que aquela
observada em plantas cultivadas em Latossolo.

Similarmente aos resultados apresentados no presente estudo, VArios
outros estudos também demonstraram comportamento semelhante entre espécies
apos a exposicao a doses de Cd/Zn. Plantas de Solanum lycopersicum (CHERIF
et al., 2011), Triticum vulgares (HART et al., 2002) sofreram reducdes dos
parametros de crescimento quando expostas a esses metais. Provavelmente,
esses resultados podem estar relacionados aos efeitos sinérgicos de ambos os

elementos quando expostos a elevadas concentragoes.

3.3 Analises ecofisioldgicas

Avaliando-se o indice de clorofila das plantas de milho, de modo geral,

maiores valores foram encontrados para plantas no Cambissolo que no Latossolo
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(Figura 1). Para ambos os solos, maior indice de clorofila foi observado no
tratamento DO, seguido de uma queda com o aumento das doses de Zn/Cd,
sendo os menores valores encontrados nas D5, D6 e D7 para Cambissolo e D7

em Latossolo.

45 -

Ab Ab

30 - Bb Bb Ac Ac Ac

25
Bd

20 +

indice relativo de clorofila

10 4

DO D1 D2 D3 D4 D35 D6 D7
O Cambissolo mLatossolo

Figura1l Indice relativo de clorofila de plantas de milho submetidas a
diferentes concentragdes de Cd/Zn

Legenda: As letras maitsculas comparam os solos dentro de uma mesma dose, enquanto
as letras minusculas comparam as doses para cada solo, de acordo com o teste
de Scott-Knott (p< 0,05).

Essa influéncia na reducdo da quantidade de pigmentos
fotossintetizantes pode ser atribuida ao aumento da producdo de EROs, que
podem reduzir o contetdo de clorofila e carotendides além da possibilidade de
menor absor¢do de potéssio (K) pelas raizes das plantas (CHEN; MA; HARRIS,

1999). Além desses fatores, a reducdo do teor de clorofila pode ser devido a
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reducdo do nimero de cloroplastos, uma vez que o Cd interfere diretamente na
replicacdo dessas organelas. Ocorre uma competicdo do Cd com o Fe e Mg pelos
sitios de absor¢do, gerando assim, instabilidade nas moléculas de clorofilas,
levando a sua degradacdo (STRZALKA et al., 2004). Resultados semelhantes
foram encontrados em trabalhos realizados com plantas de milho, em que houve
uma diminuicdo na quantidade de pigmentos fotossintetizantes pela exposi¢édo
das plantas a elevadas doses de Cd (HASSAN et al., 2005). Essa diminui¢ao dos
niveis de clorofila em elevadas doses de Cd/Zn também pode ser devido a
interacdo sinérgica entre os elementos, onde o excesso de Zn induz a clorose e a
perda de clorofila total (SAGARDOY et al, 2009). Em contraste, a
suplementacdo com Zn em concentra¢fes moderadas permite uma estabilidade
dos niveis de clorofila, provavelmente, a presenca do Zn em baixas
concentracdes mantém a sintese de clorofila por meio da protecdo do grupo
sulfidrila, funcdo associada ao Zn (CAKMAK, 2000). O Zn também
desempenha um papel na ativacdo do ALA desidratase mantendo-se assim, a
sintese de clorofila (LEDEDEV; TIMKO, 1998), estes resultados ndo foram
observados no presente estudo.

O menor indice de clorofila nas maiores doses esta relacionado ao alto
teor de Cd e Zn encontrados na parte aérea (Tabela 5), sendo que, maiores
concentracdes de ambos os elementos e os menores indices de clorofila foram
encontrados em Latossolo, além dessas avaliagcGes 0s parametros de crescimento
relacionados ao acimulo de massa seca ha planta, condiz com os resultados
encontrados, pois esse mesmo solo apresentou reduzidos valores de matéria
seca. Essa alta concentracdo de Cd/Zn afeta diretamente a planta, colocando-a
em condigbes de estresse, que poderd levar & degradacdo da clorofila. O
decréscimo no indice de clorofila com o aumento das doses de Zn/Cd pode
afetar a atividade fotossintética da planta, refletindo na menor producdo de
massa seca (ALI et al., 2013; HUSSAIN et al., 2013).
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Assim como ocorreu para o indice de clorofila, a taxa fotossintética das
plantas foi impactada negativamente com o aumento das doses de Cd e Zn
utilizadas (Figura 2). As plantas de Zea mays L. cultivadas em Cambissolo,
independentemente da dose a que foram submetidas, apresentaram maiores taxas
fotossintéticas liquida quando comparada aquelas plantas do Latossolo. No
Cambissolo, a menor taxa fotossintética foi observada na D7, enquanto no

Latossolo, a partir da D4, observa-se que essa reducdo manteve-se constante.

25 +
Aa Aa

Ab
20

Ac
Ba Ac Ac -

Bb Bb Be Ad

Be Be Bc

Fotossintese Liquida (mmol CO, m2 g1)

DO D1 D2 D3 D4 D35 D6 D7

@ Cambissolo mLatossolo

Figura2 Taxa de fotossintese liquida submetida a diferentes concentracfes de
Cd/zn

Legenda: As letras mailsculas comparam os solos dentro de cada dose, enquanto as
letras minusculas comparam as doses para cada solo, de acordo com o teste de
Scott-Knott (p< 0,05).

No que diz respeito a transpiragao, houve um decréscimo de seus valores

com o aumento das concentragdes de Cd e Zn utilizadas (Figura 3). Além disso,
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plantas de milho cultivadas em Cambissolo apresentaram maiores valores de
transpiracdo que aquelas cultivadas em Latossolo nas primeiras doses utilizadas.
Ja nas demais doses plantas de Zea mays L. cultivadas em ambos os solos

apresentaram taxas transpiratdrias similares.
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Figura 3 Taxa de transpiracdo submetida a diferentes concentraces de Cd/Zn

Legenda: As letras mailsculas comparam os solos dentro de cada dose, enquanto as
letras minGsculas comparam as doses para cada solo, de acordo com o teste de
Scott-Knott (p< 0,05).

Avaliando-se a condutancia estomatica, de maneira geral, houve uma
redugdo nos seus valores com o aumento das doses de Cd e Zn aplicadas (Figura
4). Os maiores valores foram observados em plantas cultivadas no Cambissolo
guando comparadas aquelas cultivadas em Latossolo, exceto nas D6 e D7, onde

ndo houve diferencas entre os dois tipos de solos. Em relagdo as doses,
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observou-se no Latossolo menor condutancia estomatica a partir da D4 e em

Cambissolo a partir das doses D6 e D7.

0.25

Ab Ab
Ab

Ba Ba

Ba Ba
0.1 | Bb | |BD

: Ac Ab
Ab

0.05

Condutancia Estomatica (mol H,O m2s!)

DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7

O Cambissolo MLatossolo

Figura4 Taxa de condutancia estomatica submetida a diferentes concentracdes
de Cd/Zn

Legenda: As letras mailsculas comparam os solos dentro de cada dose, enquanto as
letras minGsculas comparam as doses para cada solo, de acordo com o teste de
Scott-Knott (p< 0,05).

A inibigdo da biossintese de clorofila (Figura 1) devido ao aumento nas
doses de Cd e Zn teve efeito direto no processo fotossintético, uma vez que a
redugdo nos niveis desse pigmento esta intimamente relacionada com a reducéo
na captacdo da energia luminosa que serd utilizada na etapa bioquimica da
fotossintese. Além disso, a reducdo na taxa fotossintética pode ter ocorrido

devido aos efeitos do cadmio na inibicdo da fotossintese pela dissipagdo da



62

energia na forma de calor, impedindo assim, que a energia seja absorvida nos
centros de reacdo do fotossistema Il (FAGIONI et al., 2008; PARMAR et al.,
2013). Ja na etapa bioguimica da fotossintese, as enzimas
carboxilase/oxigenasse  da  ribulose-1,5-bifosfato e  carboxilase do
fosfoenolpituvato tem sua atividade fortemente afetada pela atuagdo do Cd
(WANG et al., 2009). Apesar de o0 zinco ser um elemento essencial para muitos
processos bioquimicos, a exposicdo a altas concentracdes, ocasiona danos ao
fotossistema Il (PSII), ao interagir com grupo tiol (-SH) de proteinas. Além
disso, em excesso inibe a absorcdo de Mg, diminuindo a taxa fotossintética
(SPIJKERMAN et al., 2007). Outro fato importante é que, nas doses mais altas
de Cd e Zn foi observado o efeito combinado do estresse por esses dois
elementos, atingindo os menores valores de fotossintese.

No que se refere ao tipo de solo utilizado para o cultivo de Zea mays L.,
plantas cultivadas no Cambissolo apresentaram maiores valores de fotossintese
liquida que aquelas de Latossolo. Esses resultados condizem com os valores de
clorofila observados, sendo a reducdo nos valores desse pigmento um dos fatores
responsaveis por essa queda na fotossintese. Resultados semelhantes foram
encontrados em plantas de trigo expostas ao excesso de Zn e Cd (YING et al.,
2010).

Devido a reducdo nos valores de fotossintese liquida com o aumento das
doses de Cd e Zn utilizadas, a fotossintese pode ser considerada como um
parametro sensivel para quantificar o estresse e a fitotoxicidade causada por
esses elementos-traco em plantas de Zea mays L. (MENDELSSOHN; MCKEE;
KONG, 2001).

A reducdo da condutancia estomética pode estar relacionada com o0s
efeitos na inibicdo da incorporacédo de nitrato e do potéssio, que estdo associados
a abertura e fechamento dos estdmatos (GOMES et al., 1998). O Cd pode

induzir a liberacdo de calcio do reticulo endoplasméatico e do vacutolo,
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aumentando, assim, sua concentracéo no citosol (GUIMARAES et al., 2008), o
que seria a principal causa da reducdo da condutancia estomatica. Essa menor
abertura estomética afeta diretamente a entrada de CO,, que seria entdo
assimilado através do processo fotossintético, justificando assim o menor
crescimento da planta (PERFUS-BARBEOCH et al., 2002).

As menores taxas fotossintéticas, condutancia estomatica assim como a
transpiragdo sdo influéncias pelo aumento das doses em ambos os solos e o

acumulo de ambos os elementos na parte aérea e diminui¢do da massa seca.

3.4 Enzimas antioxidantes

Analisando a atividade da enzima SOD em plantas de milho cultivadas
em Cambissolo, foi possivel perceber um aumento desta atividade a partir do
tratamento D1 mantendo-se constante até a D4 (Figura 5), sendo este
crescimento acompanhado de um decréscimo a partir da dose 5. Estes resultados
foram significativos apenas para a folha, uma vez que, nas raizes observou-se
uma elevada atividade desta enzima a partir do tratamento D1 ao tratamento D6,
sendo acompanhada de uma reducdo no tratamento D7. J& para o Latossolo, a
atividade da SOD nessa espécie apresentou resultados semelhantes em folha e
raizes na DO a D6 (exceto D3), apresentando um aumento desta atividade. Os
demais tratamentos apresentaram maiores atividades na folha quando
comparados a raiz. Ao comparar os resultados obtidos em ambos os solos,
observou-se uma maior atividade nas primeiras doses, nas folhas de plantas
cultivadas em Cambissolo (D1 a D5), sendo que, na DO, D6 e D7 este solo
apresentou menores atividades em relacdo ao Latossolo. O mesmo foi observado
em relacéo as raizes, diferindo apenas para D4 que foi semelhante em ambos 0s
solos. Sendo esta enzima a primeira via de defesa enzimatica do metabolismo

das plantas, fica evidente que as mesmas estdo sob influéncia de estresse.
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Figura5 Atividade da dismutase do superoxido (SOD), em folhas e raizes em

plantas de milho, submetidas a diferentes concentracdes de Cd/Zn

Legenda: As letras mailsculas comparam os solos, engquanto as letras minusculas
comparam as doses, de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05).

Como pode ser observado na figura 6, a atividade da CAT foi

expressivamente influenciada pelos tratamentos, demonstrando maiores
atividades nas folhas quando comparada as raizes (exceto na D6) quando
cultivadas em Cambissolo. Em contrapartida, ao analisar os resultados obtidos
em Latossolo, atividades da catalase em folhas expostas a DO a D7 (exceto D1 e
D2), foram significativamente maiores ao serem comparados as raizes. A CAT

apresentou maior atividade nas primeiras doses das folhas de plantas cultivadas
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em Cambissolo e menores atividades nas maiores doses ao ser comparada ao

Latossolo, sendo também observada em relagéo as raizes.
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Figura 6 Atividade da enzima catalase (CAT), em folhas e raizes em plantas de
milho, submetidas a diferentes concentra¢fes de Cd/Zn

Legenda: As letras mailsculas comparam os solos, enquanto as letras minusculas
comparam as doses, de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05).

A andlise da APX (Figura 7) demonstrou que a atividade da enzima
apresentou um comportamento diferenciado em relacéo as diferentes doses. Em
Cambissolo, a partir da D1, percebeu-se um aumento da atividade da enzima, de

maneira que maiores valores foram destacados para a D5. Houve uma tendéncia
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desta enzima em exibir menores atividades nas doses com maiores
concentragcdes de Cd e Zn (D6 e D7). Os resultados obtidos para as raizes
assemelharam-se aos encontrados nas folhas, porém, menos significativos.

Para as plantas de milho cultivadas no Latossolo, houve um crescimento
significativo da atividade da APX até a dose 3, observando-se uma queda a
partir dessa dose. Esses resultados foram tanto nas folhas, quanto nas raizes. A
APX apresentou uma elevada atividade nas folhas doses D4 a D7 de plantas
cultivadas em Cambissolo quando comparada as cultivadas em Latossolo, em

relagdo ao tecido radicular o mesmo foi observado com excecéo da DO.
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Figura7 Atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX), em folhas e
raizes em plantas de milho, submetidas a diferentes concentracdes de
Cd/zn

Legenda: As letras mailsculas comparam os solos, enquanto as letras minusculas
comparam as doses de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05).

Os niveis de peroxido de hidrogénio foram maiores em folhas de plantas
cultivadas no Latossolo submetidas a todas as doses, enquanto nas cultivadas no
Cambissolo as maiores concentracdes foram observadas nas raizes, em todas as
doses (Figura 8). Houve um aumento na geragdo de H,O, com o aumento das
doses de Zn/Cd, sendo os maiores niveis de H,O, encontrados nas doses D6 e

D7 para folhas e raizes de ambos os solos.
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Figura8 Concentracdo de peroxido de hidrogénio em folhas e raizes em
plantas de milho, submetidas a diferentes concentragdes de Cd/Zn

Legenda: As letras mailsculas comparam os solos, engquanto as letras minusculas
comparam as doses de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05).

Os niveis de peroxidacdo lipidica foram expressos em contetdo de
malonaldeido (MDA). A peroxidacdo lipidica foi semelhante, de modo geral,
entre os solos, apresentando, com excec¢ao, maiores niveis nas raizes e folhas de

plantas de milho cultivadas no Cambissolo na dose 7 (Figura 9).
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Figura9 Niveis de peroxidacdo lipidica expresso pelo conteido de
malondialdeido (MDA), em folhas e raizes em plantas de milho,
submetidas a diferentes concentracdes de Cd/Zn

Legenda: As letras mailsculas comparam 0s solos, enquanto as letras mindsculas
comparam as doses de acordo com o teste de Scott-Knott (p< 0,05).

A enzima antioxidante SOD é uma metaloproteina que catalisa a
dismutagdo do radical superoxido (O;7) em H,O, e tem sua atividade reduzida
em plantas expostas a elevadas concentragcdes de Cd/Zn. Essa menor atividade
tem sido atribuida a uma inativacdo da enzima pelo H,O, que é formado em
diferentes compartimentos celulares, onde a SOD catalisa a eliminacdo de
radicais superdxidos (DIXIT; PANDEY; SHYAM, 2001). Quando o Zn é

adicionado em combinagdo com o Cd pode ocorrer uma alta atividade da SOD.
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Possivelmente, nessas concentracfes, 0 Zn atua protegendo as plantas dos
efeitos de toxicidade causados pelo Cd, através de um aumento da atividade das
enzimas antioxidantes. Nessas concentracdes, 0 Zn compete com o Cd pela
ligacdo do grupo —SH das proteinas de membrana, sendo que o H,O, produzido
pela atividade da SOD esta sendo quebrado em H,O e O, pela CAT e pelo ciclo
ascorbato-glutationa (DRAZKIEWICZ; SKORZYNSKA-POLI; KRUPA,
2003). Essas respostas variaveis dessas enzimas ja foram relatadas em plantas
submetidas a diferentes concentracbes de elementos-traco, cujos efeitos sdo
dependentes da concentragdo aplicada, o periodo de exposi¢do e o tipo de tecido
(OKAMOTO et al., 1996). Durante o presente estudo a atividade das enzimas
CAT e SOD nas folhas estavam reduzidas nas menores doses, enquanto que a
atividade da APX estava elevada. Resultados semelhantes foram encontrados em
plantas de tomate quando submetidas as mesmas condi¢bes (CHERIF et al.,
2011). Nas maiores doses, pode ocorrer um acumulo de H,O,, responsavel pela
peroxidacdo lipidica e diminuicdo da atividade da clorofila (LASPINA et al.,
2005). A atividade da SOD é dependente da intensidade do estresse oxidativo
nas células vegetais. As enzimas CAT e APX desempenham um papel crucial na
eliminacgdo e desintoxicacdo do H,O, (GILL; TUTEJA, 2010; MITTLER et al.,
2004). Contrapondo aos resultados obtidos por Cherif et al. (2011), a adicdo de
Zn nas menores doses ndo influenciou a atividade da APX e CAT, indicando
assim que ndo foi observada a eficiéncia destas enzimas na presenca da
suplementagdo com Zn. Os resultados desse trabalho indicam que em altas
concentragdes de Cd/Zn ocorre um efeito sinérgico, ou seja, na presenca de altas
concentragdes de Cd/Zn os niveis das enzimas antioxidantes ndo séo eficientes
contra a agdo das EROs. Diversos estudos tém demonstrado a acéo sinérgica de
ambos os elementos (POWELL, 2000). O Cd é conhecido por provocar a
oxidagédo do NADPH, levando a produgido de O™,. A suplementacéo de Cd com

Zn inibe a oxidacdo do NADPH e, consequentemente, inibe a formagdo do



71

radical O™, impedindo a formagdo das EROs (ARAVIND; PRASAD, 2009).
Diante disso, 0 Zn protege varios componentes vitais, tais como clorofila, além
de inibir a oxidacdo lipidica da membrana, sendo que, no presente estudo essa
protecdo do Zn contra os danos oxidativos ocasionados pela presenca de Cd néo
foi observada A toxicidade por elementos-traco em plantas pode resultar em
ligagbes nos grupos sulfidrilas das proteinas, levando a uma inibicdo da
atividade das enzimas, alterando a estrutura das proteinas (CHERIF et al., 2011).
A protecdo contra a oxidacdo dos grupos —SH pelo Zn em tratamentos com Cd
tem reforgcado a funcdo do Zn na interacdo com a metaloproteina (CAKMAK,
2000; POWELL, 2000). Na maioria das doses mais elevadas observou-se uma
baixa atividade da SOD, CAT e APX, principalmente na raiz, sugerindo assim,
que em altas concentracdes de Cd/Zn, o Zn atua como efeito sinérgico com a
toxidade de Cd, ou seja, causa danos irreversiveis ao desenvolvimento e funcdes
fisiol6gicas das plantas. Esse resultado contradiz o observado por Aravind e
Prasad (2003), uma vez que eles relataram que a suplementacdo com altas
concentracdes Zn melhora a atividade das enzimas antioxidantes, mesmo quando
em presenca de cadmio. No entanto, outros trabalhos realizados demonstram que
a suplementacdo com Zn em excesso leva a uma producdo de EROs, incluindo
peréxido de hidrogénio (H,0O;) e o radical superdxido (O,7), levando a uma
reducdo da atividade das enzimas antioxidantes (JIN et al., 2008). Assim, a
atividade dessas enzimas antioxidantes indica o estado de defesa antioxidante
em células vegetais, uma vez que o acimulo de EROs esta relacionado a ruptura
do equilibrio entre a producdo e a atividade do sistema antioxidante (TUTEJA et
al.,, 2010). A desestabilizacgdo da membrana é geralmente atribuida a
peroxidac&o lipidica, devido ao aumento da producédo de EROs (SMEETS et al.,
2005). Observaram-se elevados niveis de peroxidacao lipidica, em todas as

doses, diferindo dos resultados obtidos por Aravid e Prasad (2003), que
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mostraram que a suplementacdo de Zn reduz esses niveis, através da
estabilizacdo e protecdo da integridade da biomembrana e fosfolipidios.

Em Cambissolo, as atividades de SOD, CAT e APX foram maiores nas
folhas, apresentando menor presenca de H,O, e valores de peroxidagdo lipidica
expressivos. Esses resultados podem estar relacionados a menor degradagdo do
teor de clorofila e maior taxa fotossintética, menores teores de Cd/Zn na parte
aérea gquando comparados ao Latossolo. As plantas cultivadas em Latossolo
apresentaram maiores atividades das enzimas SOD, CAT nas maiores doses (D6
e D7) e nas mesmas doses uma reducdo da atividade da APX e uma grande
presenca de H,O, e peroxidacdo lipidica. Também neste solo foi observada
maior degradacdo do indice de clorofila, seguida de menores taxas
fotossintéticas, condutancia estomatica e transpiracdo, além de maior presenga
de Cd na parte aérea. Provavelmente esses resultados indicam que a atividade
das enzimas ndo foi suficiente para evitar os danos causados pelo estresse a que
as plantas foram submetidas, culminando em menores pardmetros de
crescimento. Além disso, observa-se que plantas de milho, quando submetidas a
elevadas concentracdes de Cd/Zn, cultivadas no Cambissolo, apresentam uma
menor sensibilidade que quando cultivadas em Latossolo. Provavelmente as
caracteristicas de ambos os solos influenciam significativamente os resultados
obtidos.
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4 CONCLUSAO

Diante do exposto, os dados obtidos evidenciaram comportamento
especifico das plantas de milho para cada solo analisado. O Latossolo
disponibilizou em maior quantidade o Cd aplicado as plantas, resultando em um
maior dano oxidativo, o que culminou em menores parametros de crescimento,
afetando diretamente os indices ecofisiologicos e atividade das enzimas
antioxidantes. O Cambissolo, devido a seus atributos, principalmente aos
maiores teores de argila e matéria organica em relacdo ao Latossolo, adsorveu o
Cd e Zn em maiores proporcdes, o que resultou em um melhor desenvolvimento

das plantas, maiores indices ecofisiologicos e maior atividade enzimatica.
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