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RESUMO

O Céadmio (Cd) é um dos metais pesados mais toxicos para plantas, animais e
apresenta altos indices de acumulagéo nos solos. O Silicio (Si) é utilizado como um
nutriente benéfico, agindo como atenuador do estresse, regulando 0s processos de
desintoxicacdo. O mogno africano (Khaya ivorensis A. Chev), pertence a familia
Meliaceae e possui madeira nobre de grande potencial econémico para comercializacéo.
O objetivo da pesquisa foi avaliar os efeitos do Cd sobre o metabolismo bioguimico de
K. ivorensis A. Chev e a capacidade do silicio para mitigar o estresse causado por esse
metal. O experimento ocorreu na Universidade Federal Rural da Amazbnia e o
delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, em esquema fatorial
4x4 com cinco repeticdes, e os fatores constituidos por niveis crescentes do metal
pesado (Cd 0, 25, 50 e 75 mg L) e doses de silicio (Si 0, 100, 150 e 300 mg L™,
totalizando 80 unidades experimentais, os dados obtidos foram submetidos a anélise
estatistica, utilizando o software Statistica 7.0 (Statsoft, 2007). O estresse por Cd
interferiu nas concentragdes bioquimicas das folhas e raizes de mogno africano,
aumentando o nitrato, amonio, prolina e glicina-betaina. Enquanto que os agucares
redutores, redutase do nitrato, glutamina sintetase e aminoacidos em folhas e raizes
apresentaram uma reducdo a medida que as concentracGes de Cd aumentaram. O Si ndo
promoveu respostas satisfatorias no metabolismo da planta, ndo conseguindo atenuar o

estresse por Cd nem na menor dose do metal (Cd 25 mg L™).

Palavras-chave: metal pesado. mogno africano. atenuador do estresse.



ABSTRACT

Cadmium (Cd) is one of the most toxic heavy metals for plants, animals and has high
levels of accumulation in soils. Silicon (Si) is used as a beneficial nutrient, acting as a
stress attenuator, regulating detoxification processes. African mahogany (Khaya
ivorensis A. Chev), belongs to the Meliaceae family and has noble wood with great
potential for commercialization. The objective of the research was to evaluate the
effects of Cd on the biochemical metabolism of K. ivorensis A. Chev and the capacity
of silicon to mitigate the stress caused by this metal. The experiment took place at the
Federal Rural University of Amazon and the experimental design used was in
randomized blocks, in a 4x4 factorial scheme with five replications, and the factors
constituted by increasing levels of heavy metal (Cd 0, 25, 50 and 75mg L), and doses
of silicon (Si 0, 100, 150 and 300 mg L), totaling 80 experimental units, the data
obtained were submitted to statistical analysis, using the Statistica 7.0 software
(Statsoft, 2007). The Cd stress interfered in the biochemical concentrations of African
mahogany leaves and roots, increasing nitrate, ammonium, proline and glycine betaine.
While the reducing sugar, nitrate reductase, glutamine synthetase and amino acids in
leaves and roots showed a reduction as the Cd concentrations increased. Si did not
promote satisfactory responses in the plant's metabolism, failing to mitigate the stress by
Cd even at the lowest dose of the metal (Cd 25 mg L™).

Key-words: heavy metal. African mahogany. stress attenuator.
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1. CONTEXTUALIZACAO:

1.1.1. Metais pesados no meio ambiente

Os metais pesados sdo elementos que tem como principais propriedades os
elevados niveis de reatividade e bioacumulacdo. Isto quer dizer que tais elementos, séo
capazes de desencadear diversas reagdes quimicas ndo metabolizaveis e permanecer por
muito tempo no ambiente (DUFFUS, 2002; SOUZA et al. 2018).

Alguns metais pesados, como cadmio (Cd), chumbo (Pb) e mercurio (Hg), ndo
apresentam func@es fisioldgicas ou nutricionais nos seres vivos (CUI et al. 2005;
SOARES et al. 2007), mas sdo poluentes ambientais por se acumularem nas plantas,
provocando danos devido a toxidez (ATSDR, 2008; SILVA et al. 2015). O excesso dos
metais também pode alterar as propriedades fisico-quimicas dos solos, diminuir
atividades microbianas, ocasionar perdas de rendimento agricola e reducdo da
fertilidade dos solos (GAO et al. 2010; NOGUEIRA, 2018).

Esses elementos podem ocorrer no meio ambiente por fontes naturais, tais como:
intemperismo das rochas, da lixiviacdo de solos e atividade vulcanica podendo ser
encontrado na agua e no solo (KLEIN & HOEHNE, 2015). E também ocorrem por
fontes antrdpicas, tais como: mineracdo, beneficiamento de metais, atividades
industriais, aplicacdo de fertilizantes e defensivos em atividades agricolas (ALMEIDA
et al. 2008; AUGUSTO et al. 2014), residuos de artigos eletronicos, lodo de esgoto e
compostos organicos provenientes da reciclagem do lixo urbano (MORAES, 2011;
SILVA et al. 2015).

Sendo a fonte antropica um problema grave de contamina¢do ambiental por
metais (SILVA, 2014; OLIVEIRA & JUCA, 2014). Onde o crescimento populacional e
industrial, sdo alguns dos fatores que ocasionam problemas de contaminagéo, devido ao
aumento da deposicdo de metais pesados nos diversos compartimentos da biosfera
(KEMERICH et al. 2014; SILVA et al. 2015).

A conscientizacdo ambiental vem crescendo ao longo dos anos, seguida de um
aumento do interesse em pesquisas com espécies arboreas nativas visando a recuperacdo
de &reas degradadas (CARNEIRO, 1995; JOSE, 2003; PAIVA, 2003). Essas
degradacbes sdo ocasionadas por diversos fatores, dentre eles a contaminagdo por
metais pesados, (TAVARES, 2013).
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1.1.2. Cadmio

O Cd é um elemento metélico branco-azulado e muito ddctil (FERNANDES et
al. 1996), sendo considerado um dos mais perigosos para 0S Seres Vivos por estar
ocupando o setimo lugar na lista das 20 substancias com maior potencial toxicoldgico
do mundo (ALLOWAY, 1990; ATSDR, 2011; DEDE & OZDEMIR, 2016). Uma das
principais rotas de exposi¢cdo humana ao Cd é o consumo de vegetais cultivados em
areas contendo altos teores desse elemento (ATSDR, 2008; SILVA et al., 2015).

Esse metal pesado ndo é um elemento essencial mas é absorvido pelas plantas,
por apresentar-se no solo na forma trocavel e ser mais biodiponivel quando comparado
a outros ions, devido a sua alta mobilidade nos solos, podendo ser altamente reativo e
bio-acumulativo (BISINOTI et al. 2004; RIBEIRO FILHO et al. 1999; SOARES et al.
2007; DEDE & OZDEMIR, 2016). Uma das fontes do Cd encontrado no meio ambiente
advem de préticas agricolas pela utilizacdo do fosfato mineral (TIRADO & ALLSO,
2012).

Segundo Abin & Majeti (2013), o Cd é um metal de transi¢do que é liberado no
meio ambiente como um poluente, sendo encontrado na atmosfera por atividades
antropogénicas e fontes naturais. A Contaminacdo por esse elemento nos corpos
hidricos ocorre principalmente via liberacdo de &gua rica em Cd de varias fontes
industriais. Nas industrias o Cd é utilizado na composicdo de ligas metélicas, para a
fabricacdo de pilhas, corantes na industria téxtil e especialmente na composicdo de
pesticidas agricolas, sua principal forma de entrada e deposicdo na superficie terrestre
(POPP, 1998; CETESB, 2012).

O Cd naturalmente ocorre ligado a outros elementos no solo sob a forma de
Cd?*, sulfato de cadmio (CdSOQ4) e cloreto de cadmio (CdCly), sendo os mais frequentes
(CHOPPALA et al., 2014). E na &gua nas formas Cd?*, carbonato de cadmio (CdCOs3),
hidroxido de cadmio Cd(OH). e sulfeto de Cadmio (CdS) (PRASAD, 2004;
SMOLDERS; MERTENS, 2013).

1.1.3. Efeito do Cd em plantas

Alguns elementos exercem papel fundamental na nutricdo mineral das plantas,
sendo importantes como micronutrientes e macronutrientes. Porém quando as plantas
absorvem metais ndo essenciais como o Cd, se torna perigoso por esse elemento causar
efeito tdxico podendo levar a morte das plantas (SILVA, 2014; SILVA et al. 2015).
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O mecanismo de toxidez nas plantas envolve uma rede complexa de mobilizacédo
e absorcdo do elemento pelas raizes e transporte, sequestro e distribuicdo no espaco
intracelular da planta (CLEMENS et al. 2002), com efeitos em niveis bioquimicos e
moleculares que podem provocar desequilibrio de metais essenciais (SHARMA &
DUBEY, 2005), danos a biomoléculas, estresse oxidativo e, consequentemente, efeitos
no desenvolvimento da planta (HOSSAIN et al. 2011; SILVA et al. 2015).

O Cd, assim como outros elementos sdo absorvidos pela via simplastica ou
apoplastica e sdo transportados radialmente através do cortex da raiz até o xilema, onde
seguem para a parte aérea. O Cd pode chegar ao xilema pela via simplastica através do
citoplasma de celulas individuais do cortex, ligadas por plasmodesmas (LUX et al.
2011). A maioria dos ions Cd absorvido pelas plantas permanecem nas raizes e somente
uma pequena parte desses ions é transportada para a parte aérea (HASAN et al. 2009).

A toxidez por Cd nas folhas pode causar a desestabilizacdo do aparato
fotossintético e modificacGes na condutancia estomatica e transpiracdo foliar, gerando
alteragdes morfofisioldgicas nas plantas e distirbios metabdlicos do sistema fonte e
dreno (NOGUEIRA,2018; ROY et al. 2016), assim como na producdo de biomassa
(KNECHT et al. 1994; SOLTAN; BENAVIDES et al. 2005).

A fotossintese das plantas exposta a contaminacdo por metais pesados é
comprometida, pois esses elementos podem reduzir os niveis de clorofila e
carotenoides, pela inativacdo das enzimas responsaveis pela biossintese desses
pigmentos. Efeitos prejudiciais na cadeia transportadora de elétrons também séo
relatados, assim como inativacdo das enzimas do ciclo de Calvin (RODRIGUES et al.
2016; KUPPER et al. 2007; SOUZA et al. 2009).

A quelacdo de metais pesados € um mecanismo muito importante de
desintoxicacdo e tolerancia a esses elementos, pois eles sdo envolvidos por ligantes de
alta afinidade como aminoéacidos, acidos organicos e peptideos como as fitoquelatinas e
matalotioneinas (HALL, 2002). A ligacdo dos metais com os gquelantes contribui para a
reducdo desses elementos no citossol, reduzindo sua reatividade, solubilidade e
consequentemente o aparecimento de seus efeitos toxicos nas plantas. (SANTOS et al.
2011; SOUZA et al. 2013a).

Em condicBes de estresse por metais pesados, as plantas podem desenvolver
diferentes mecanismos de tolerancia. Neste sentido, as respostas das plantas aos metais

variam amplamente dependendo das caracteristicas intrinsecas da espécie, do tipo de
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metal e das condi¢cdes ambientais circundantes (SOUZA et al. 2013b; SILVA et al.
2015).

1.1.4. Silicio nas plantas

Apesar do Si ndo ser, em geral, considerado um dos elementos essenciais para
as plantas, algumas praticas culturais com este elemento estdo sendo cada vez mais
utilizadas para aumentar o grau de resisténcia delas (ARNON & STOUT, 1939; LIANG
et al. 2015). Esse elemento é absorvido na forma de H4SiO4 (acido monossilicico) e se
acumula nos tecidos das plantas (MA & YAMAIJI, 2008; ROCHA, 2017).

Alguns autores tém relatado a importancia do silicio (Si) na planta como agente
atenuador na fitotoxicidade de metais, como o Cd (BAYLIS et al. 1994; LIANG et al.
2005; PINTO et al. 2009). O mecanismo primario de mitigacdo de estresse por metal
pesado induzido por Si consiste na sua deposicdo na endoderme radicular, reduzindo a
absorcdo de ions toxicos (MA E GUO, 2014) e restringindo a translocacdo para os
6rgdos da parte aérea devido a um bloqueio fisico da rota apopléstica (DA CUNHA &
NASCIMENTO, 2009). Outros estudos tratam o Si na agricultura como um elemento
promissor no desenvolvimento de resisténcia a diferentes tipos de estresses bidticos e
abidticos (SAHEBI et al. 2016; ZHU & GONG, 2014).

O efeito benéfico do Si deve-se & manutencdo do potencial hidrico foliar,
ajuste de osmolitos compativeis e reducdo do estresse oxidativo, preservacdo de
pigmentos fotossintéticos (GONG et al. 2005; AMIN et al. 2014; BOKHTIAR et al.
2012)

1.1.5. Mogno Africano (Khaya ivorensis A. Chev)

A K. ivorensis A. Chev, tem origem africana e pertence a familia Meliaceae, €
uma espécie que atingem grandes dimensdes, com altura variando de 30 a 35 metros,
podendo chegar a altura superior a 60 metros, o tronco pode atingir 2 metros de
diametro. As folhas sdo parepinadas, sendo deciduas ou sempre verdes. As sementes sdo
aladas, achatadas e numerosas (LEMMENS, 2008; PINHEIRO et al. 2011; CABI,
2013). Possui madeira nobre de grande potencial econdmico para comercializacdo
interna e externa, podendo ser empregada na industria moveleira, naval, construcdo
civil, painéis e laminados (PINHEIRO et al. 2011; RIBEIRO et al. 2017).



16

No Brasil a espécie é conhecida como mogno africano, sendo as regides Norte e
Sudeste as maiores produtoras (PINHEIRO et al. 2011). Foi introduzido no Brasil em
1973, e adaptou-se muito bem as condi¢es climéticas do pais, o plantio comegou no
Estado do Para, pela Embrapa Amazodnia Oriental, com sementes oriundas da Costa do
Marfim. Inicialmente foram produzidas mudas, que logo se tornaram matrizes
(CORREIA, 2015; PINHEIRO et al. 2011).

A K. ivorensis é uma planta helidfila, porém tolerante a sombra durante a fase
jovem (FOLI, 2000; BATISTA, 2010), com crescimento relativamente rapido, sua raiz
é pivotante, com secundarias tabulares (LEMMENS, 2008; VERZIGNASSI et al.
2015), sendo ainda classificada como espécie pioneira ou secundaria tardia
(BUDOWSKI, 1965; DENSLOW, 1987), regenerando em clareiras abertas na floresta
(SWAINE & WHITMORE, 1988; RIBEIRO et al. 2017).

Além das propriedades 6timas da madeira da K. ivorensis, a espécie desperta o
interesse em estudos para uso medicinal, como pode ser visto em (ZHANG et al. 2009;
TEPONGNING et al. 2011) e usado como fitoterdpico no tratamento de malaria
(TEPONGNING et al. 2013; TAIWO & OGUNBODEDE, 1995; PINHEIRO et al.
2011).

A fim de minimizar os efeitos decorrentes do impacto ambiental, algumas
plantas estdo sendo utilizadas no processo conhecido por fitorremediacdo: que € uma
tecnologia que consiste no uso de vegetais para a recuperagao ambiental, reduzindo ou,
até mesmo, eliminando a toxicidade dos contaminantes. (ACCIOLY e SIQUEIRA,
2000; RODRIGUES & ORLANDELLLI, (2018).
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1.2 HIPOTESE E OBJETIVOS DA PESQUISA

Hipdtese:

» H: O Cd pode afetar o metabolismo do mogno africano e o Si € capaz de mitigar

0 estresse causado por esse metal.
Objetivos:

Objetivo geral:

e Avaliar os efeitos do Cd sobre o metabolismo do carbono e do nitrogénio de
Khaya ivorensis A. Chev e a capacidade do Si para mitigar o estresse causado

por esse metal.

Objetivos especificos:

e Avaliar os efeitos do Cd sobre os parametros bioquimicos (Carboidratos solGveis
totais, Acucares redutores, Nitrato, Redutase do Nitrato, Amonio Livre,
Glutamina Sintestase, Aminoacidos, Prolina e Glicina-Betaina) da parte aérea e

do sistema radicular.

e Avaliar o efeito do Si como mitigador do estresse pelo Cd nas variaveis

bioquimicas.
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2. SILICIO COMO MITIGADOR DOS EFEITOS DO CADMIO SOBRE O
METABOLISMO DO CARBONO E DO NITROGENIO EM PLANTAS DE
Khaya ivorensis A. Chev.

RESUMO

O objetivo dessa pesquisa foi avaliar os efeitos do Cd sobre o metabolismo do carbono e
do nitrogénio de Khaya ivorensis A. Chev e a capacidade do Si para mitigar o estresse
causado por esse metal. O delineamento experimental utilizado foi em blocos
casualizados, em esquema fatorial 4x4 com cinco repeti¢cOes, e os fatores constituidos
por niveis crescentes do metal pesado (Cd 0, 25, 50 e 75 mg L) e doses de silicio (Si 0,
100, 150 e 300 mg L), os dados obtidos foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk
e de Levene, realizou-se a anélise de variancia e com base no nivel de significancia no
teste F (p<0,05), procedeu-se a analise de regressdo polinomial. Com o aumento das
doses de Cd, um declinio dos acUcares redutores, redutase do nitrato, glutamina
sintetase e aminoacidos nas folhas e raizes foi observado. Juntamente com o aumento
das doses de Cd, houve um acréscimo do nitrato, amonio, prolina e glicina-betaina nas
folhas e raizes. Os carboidratos diminuiram nas folhas e aumentaram nas raizes com o
acréscimo das doses Cd. O Si ndo promoveu respostas satisfatérias no metabolismo da
planta, ndo conseguindo atenuar o estresse por Cd nem na menor dose do metal (Cd 25
mg L™).

Palavras-chave: toxidez. mogno africano. degradacdo ambiental.
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2.1. Introducéo

A degradacdo ambiental, promovida principalmente pela acdo antrdpica, tem
exercido forte pressao sobre a qualidade dos ecossistemas (PAIVA et al. 2002). Surge a
problemética em relacdo aos recursos naturais, utilizados indiscriminadamente, ha
séculos, em prol do éxito das atividades econémicas (RODRIGUES & ORLANDELLI,
2018).

O incremento de metais pesados no solo ocorrido nas ultimas décadas ocasiona
sérios problemas ambientais, principalmente quando ocorrem como conseqiiéncia de
atividades humanas, através da mineracdo, emissdes industriais, uso de fertilizantes e
pesticidas na agricultura, além da disposi¢do de residuos no solo. (CAMARGO, et al.
2001; AUGUSTO et al. 2014).

Os metais pesados sdo elementos quimicos com peso especifico maior que 5
g/cm™® ou que possuem nimero atdmico maior que 20 (MARQUES et al. 2002;
BERTOLI, 2011). Associado a problemas de poluicdo (OLIVEIRA, 2008). Em niveis
elevados 0s metais pesados tornam-se perigosos e podem causar efeitos toxicos ou a
morte das plantas (SILVA, 2014).

O Cd e um metal pesado sem funcdo bioldgica, com alta toxicidade para plantas
e animais (DONG et al. 2007). Sendo encontrado no meio ambiente principalmente em
praticas agricolas, pela utilizagdo do fosfato mineral (TIRADO & ALLSO, 2012).

Pela sua toxidez o Cd ao entrar na planta pode causar a desestabilizacdo do
aparato fotossintético (DIAS et al. 2013) e modificagbes na condutancia estomatica e
transpiracéo foliar (SOUZA et al. 2011; ROY et al. 2016). Causando estresse em muitos
processos fisioldgicos, incluindo o metabolismo do nitrogénio, fotossintese,
metabolismo de carboidratos, assimilacdo de minerais e as relagfes hidricas da planta
(GAJDOS et al. 2012).

Devido a sua toxidez os metais pesados interferem prejudicialmente o
desenvolvimento de espécies vegetais, o que faz necessario a busca por plantas que
apresentem mecanismos de tolerancia para serem utilizada na fitoremediacdo ambiental.
(SOUZA et al. 2013; RODRIGUES et al. 2016).

O mogno africano € de origem africana, pertence a familia Meliaceae e possui
madeira nobre de grande potencial econémico. No Brasil as regides Norte e Sudeste séo
as maiores produtoras (PINHEIRO et al. 2011). O seu plantio comegou no estado do
Pard, pela Embrapa Amazonia Oriental (CORREIA, 2015; PINHEIRO et al. 2011).
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A K. ivorensis tem caracteristicas interessantes por ser uma planta helidfila,
porém tolerante a sombra durante a fase jovem (FOLI, 2000; BATISTA, 2010), com
crescimento relativamente rapido, apresenta raiz pivotante, com secundarias tabulares
(LEMMENS, 2008; VERZIGNASSI et al. 2015), sendo ainda classificada como espécie
pioneira ou secundaria tardia (BUDOWSKI, 1965; DENSLOW, 1987), regenerando em
clareiras abertas na floresta (SWAINE & WHITMORE, 1988; RIBEIRO et al. 2017).

Visando atenuar o estresse em plantas o Si na agricultura € visto como um
elemento promissor no desenvolvimento de resisténcia a diferentes tipos de estresses
bioticos e abioticos (LIANG et al. 2015; SAHEBI et al. 2016; ZHU & GONG, 2014).

O efeito benéfico do Si deve-se a manutencdo do potencial hidrico foliar, ajuste
de osmolitos compativeis e reducdo do estresse oxidativo (GONG et al. 2005),
preservacdo de pigmentos fotossintéticos (BOKHTIAR et al. 2012) e aumento na
eficiéncia de uso da agua (MING et al. 2012), refletindo no melhor desenvolvimento
das plantas submetidas ao estresse (MIAO et al. 2010; CHEN et al. 2016).

Os resultados de Conceigédo (2019), colaboram com este estudo para um melhor
entendimento do comportamento do Cd E Si nos 6rgdos de mogno africano. Sengundo
Conceigdo (2019), o Fator de bioconcentracdo de Cadmio (Cd), foi maior na dosagem
de Cd 25 mg L? na raiz, no entanto, na medida em que os niveis de Cd foram
aumentados, houve aumento gradual da concentracdo do ion no tecido foliar. Em
relagio ao Fator de translocacdo (FT) e indice de tolerancia (1T) ao Cd, o FT foi menor
nas plantas submetidas as concentragdes de Cd 50 mg L™ e suplementadas com Si 150
mg LT o que, também, resultou no maximo indice de tolerancia das plantas. A
Concentracdo de Silicio na matéria seca (MS) foi minima apenas com a maxima dose de
Cd 75 mg Lt com actimulos nas raizes.

A hipotese levantada foi se o Cd afetou 0 metabolismo do mogno africano e se o
Si era capaz de mitigar o estresse causado por esse metal em plantas de mogno africano.
Entdo, diante do exposto o objetivo dessa pesquisa foi avaliar os efeitos do Cd sobre o
metabolismo do carbono e do nitrogénio de Khaya ivorensis A. Chev e a capacidade do

Si para mitigar o estresse causado por esse metal.
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2.2. Material e métodos:

2.2.2. Local do experimento

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na Universidade
Federal Rural da Amazénica (UFRA), campus Belem/PA, localizada a 01°28'03”S;
48°29'18”W (Figura 1). O clima local é Af, de acordo com a classificacdo de Kdppen.
Durante o experimento a temperatura media registrada na casa de vegetacdo foi de 36
°C e umidade relativa do ar de 90%.

Figura 1. Localizacdo do experimento na UFRA.

Casa de Vegetagao - ICA - Universidade Federal Rural da Amazoénia (UFRA), Campus Belém
FR3360 2 FR3ARO

R3320

Fonte: Autor,2020.

2.2.3. Material vegetal e condic¢des do experimento

O genotipo utilizado neste estudo foi o de mogno africano (Khaya ivorensis A.
Chev), as sementes foram provenientes das matrizes localizadas na Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Amazonia Oriental), localizada em Belém, Estado
do Para, Brasil (1°26'10,85"S; 48°26'57,29"W).

A semeadura foi realizada e 120 dias apds a semeadura (DAS), as plantas de
mogno africano mendido aproximadamente 60 cm foram transferidas para vasos de
Leoanard com capacidade de 5-L e adicionada a solugdo nutritiva de Sarruge (1975)
constituida por N 120 mg L%, P31 mg L%, K234 mg Lt; Ca200 mg L; Mg 48 mg L-
1'S64mgL?Y;B05mgLY,Cu0,02mgL?; Fe50mgL™Y; Mn0,5mgL?;Zn0,05mg
Lt e Mo 0,01 mg L com % de forga ibnica. A solugdo nutritiva foi trocada a cada sete

dias ou quando a condutividade elétrica atingiu 70% do seu valor inicial. O pH da
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solucdo foi verificado diariamente e mantido em 5,8 + 0,2, usando HCI ou NaOH na
solucéo para ajuste quando necessario.

As plantas permaneceram sob essas condic¢des por 60 dias. Apds esse periodo, a
solucéo nutritiva foi modificada para 65% da sua concentracdo original, e as plantas
mantidas sob esse tratamento por mais 60 dias para aclimatacdo e desenvolvimento das

raizes.
2.2.4.Concentrac6es de Cadmio e de silicio

Aos 240 DAS, as plantas foram submetidas aos tratamentos de toxidez por metal
pesado (MP) e nutricional que consistiram, respectivamente, em concentragoes
crescentes de cadmio (0; 25; 50 e 75 mg L Cd), usando como fonte o cloreto de
cadmio (CdCl,. 2,5H20) (Sigma Aldrich), tomando-se, para isso, como base a
Resolucdo 420 do Conselho Nacional de Meio Ambiente-CONAMA, Brasil, (2009), e
de silicio (Si) (0; 100; 150 e 300 mg LSi) na forma de metassilicato de sodio
(Na2SiO3). As concentracbes do MP e do nutriente foram adicionadas aos vasos
contendo solugdo nutritiva e, cada uma delas correspondeu a um tratamento e, cada um
deles, foi composto de cinco repeticdes. As plantas foram mantidas por 60 dias sob

exposicdo ao Cd e Si.

2.2.5. Avaliacdes Biogquimicas:

Aos 300 DAS as amostras de raizes e folhas de cada tratamento foram coletadas
e reservadas separadamente em sacos de papel e levadas a estufa de ventilagcdo de ar
forcada, mantendo-se a temperatura de 65°C por 72h. O material seco foi moido em
moinho tipo Wiley equipado com peneira de 0,038mm, até a obten¢do de um po fino e,
devidamente armazenado em tubos de falcon, até a sua utilizacdo para a determinacédo
das variaveis bioguimicas. Essas analises foram realizadas no Laboratério de Estudo da
Biodiversidade em Plantas Superiores (EBPS), localizado no Instituto de Ciéncias
agrarias-ICA (UFRA, Belém/PA).

2.2.6. Determinacdo de Carboidratos Soluveis Totais:

Foi utilizado o método descrito por Dubois, et al. 1956. Transferiu-se 50 mg de
massa seca (MS) para tubos de ensaio de 15 mL, adicionar 5 mL de agua destilada e

levou-se ao banho-maria por 30 min a 100° C; Ap0s a extracdo as amostras foram
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centrifugadas em centrifuga de bancada (1000 rpm) e os sobrenadantes coletados para
obtencdo do extrato total. Em tubos de ensaio colocou-se 100 uL do sobrenadante
(realizar teste de diluicdo) + 400 pL de H.O e agitar em vortex. Adicionou-se 0,5 mL de
fenol 5% e agitou em vortex. Adicionou-se uniformemente e de uma Unica vez no
centro do tubo (com pipeta graduada) 2,5 mL de H2SO4 concentrado. Os tubos foram
agitados em vortex e em seguida deixados em repouso de 10 a 20 minutos e entdo

levados para fazer a leitura no espectrofotdmetro a 490 nm.

2.2.7. Determinacdo de Acucares redutores:

O método empregado é o preconizado por Rinner et al. (2012).

2.2.8. Determinacéo das concentracdes de Nitrato (NOz ):

Foram adicionados 100 mg de massa seca do tecido vegetal em tubos de ensaio
com rolha de borracha contendo 5 mL de &gua destilada e colocadas para ferver em
banho-maria a 100 °C por 30 minutos. Em seguida, os tubos foram colocados por alguns
minutos para resfriar, até atingirem a temperatura ambiente, posteriormente,
centrifugados, a 3000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado em tubo de
ensaio e o precipitado foi ressuspendido com outros 5 mL de agua destilada, sendo
repetido o procedimento da extracdo anterior. Em seguida, os extratos foram coletados
em um tubo de ensaio graduado e o volume foi completado com agua destilada até
atingir 10 mL.

O método utilizado foi o de Cataldo et al. (1975), sendo os valores das aliquotas
reduzidos para ¥ dos mencionados por esses autores. A reacdo foi preparada em tubo de
ensaio, contendo 100 uL do extrato e 200 pL de solugdo de &cido salicilico 5% (p/v),
marca Sigma, em &cido sulfdrico concentrado p.a. (Merck). Apo6s agitacdo, em agitador
de tubos tipo vortex. Esses tubos foram deixados a temperatura ambiente, por 20
minutos. Em seguida, lentamente, 4700 uL de NaOH 2M foram adicionados sob
agitacdo para atingir o pH acima de 12. Apds repouso a temperatura ambiente durante
15 minutos, as leituras foram feitas em espectrofotdmetro a 410nm, usando agua
destilada + reagentes, como branco. A concentracdo de NOs™ foi determinada a partir da
curva padrdo com KNOs p.a (Sigma) e os resultados foram expressos em mmoles de
NO3z~.g™ MS de tecido.
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2.2.9. Determinacdo da Redutase do Nitrato (RN):

Foi utilizado o método de Hageman & Hucklesby (1971). Foram pesados,
aproximadamente, 200 mg de discos de raizes e folhas de 0,5 cm de diametro. As
amostras foram colocadas em tubos de ensaio, contendo 5 mL do tampéo fosfato 0,1 M,
pH=7,5; contendo isopropanol 1% (v/v), KNO3 Mm e estes cobertos com papel
aluminio (tratamento escuro). Em seguida, os tubos foram evacuados com o auxilio de
uma bomba de vacuo, durante 2 minutos. Apds, os tubos foram colocados em banho-
maria a 30 °C, por 30 minutos, na auséncia de luz. Em tubos de ensaio tipo pirex, foram
adicionadas aliquotas de 1 mL de tampdo fosfato + 2 mL do extrato diluido + 1,0 mL de
sulfanilamida 1% + 1,0 mL de N-1-naftiletilenodiamina dicloridrato (NNEDA) 0,02%,
totalizando um volume final de 5 mL. Em seguida, os tubos foram deixados em repouso
por 15 minutos. A leitura foi no espectrofotdbmetro a 540 nm contra o branco (3,0mL de
tampdo fosfato + 1,0 mL de sulfanilamida 1% + 1,0 mL de NNEDA, 0,02 %). O
resultado da atividade da redutase do nitrato foi estimado através da producdo de NO2~
no meio de reacéo, sendo expressa em pmoles de NO2™. g*MS, a partir de uma curva-

padrdo obtida com KNO2 p.a (Sigma).

2.2.10. Determinacdo das concentracdes de Aménio Livre:

O método utilizado foi o de Weatherburn (1967). Foram utilizados 50 mg de
massa seca (MS) em tubos de ensaio de 15 mL, adicionando-se 5 mL de agua destilada
e levados ao banho-maria por 30 min a 100° C. Apds a extracdo as amostras foram
centrifugadas em centrifuga de bancada (1000 rpm) e os sobrenadantes coletados para
obtencgéo do extrato total. Em tubos de ensaio foi acrescentado 400 uL de extrato total +
2,5 mL da solugdo A (5 g de fenol + 0,025 g de nitroprussiato de sédio/ 500 mL de agua
destilada) e agitado em vortex e acrescentando mais 2,5 mL da solugcdo B (2,5 g de
NaOH + 12,6 mL de hipoclorito de sodio/ 500 mL de agua destilada) e agitados
novamente em vortex, levando os mesmo tubos ao banho-maria por 20 min a 37° C.
Apoés removidos os tubos do banho-maria foram deixados em repouso por 40 min e
levados para fazer a leitura no espectrofotdmetro a 625 nm e usando-se dgua destilada
(em substituicdo ao extrato) + reagentes como branco. As concentra¢Ges de amonio
livre foram estimadas a partir da curva-padrao construida com (NH4)2SO4 p.a (Sigma).

Os resultados foram expressos em mmol de NH4 *. Kg™* de MS.
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2.2.11. Determinacdo da Atividade da Glutamina Sintetase (GS):

A massa seca dos tecidos vegetais foram maceradas em almofariz resfriados com
nitrogénio liquido (- 196° C). Adicionou-se 0,2 mg de folhas da massa seca moida em 5
mL da mitura (2mL + 2 mL + 1mL/ 2 minutos cada) de tampéo de extracdo TRIS-HCI
25 mM, pH=7,6, contendo: 10 mM de MgCl.. 6 H20 + 10 mM de B-2-mercaptoetanol +
P.V.P. 5% (p/v) + 5 mM de EDTA-Na. Apos trituradas, foram filtradas em pano fino de
seda e centrifugadas a 30.000 g (21.000 rpm), em centrifuga refrigerada a 0° - 4° C, por
30 minutos.

A atividade de GS foi determinada pelo método de Kamachi et al. (1991). A
reacdo foi preparada, em tubo de ensaio, com 600 pL de tampéo de reacdo TRIS-HCI
0,25 M, pH=7 + 200 pL de glutamato de sodio 0,3 M, pH=7 + 200 pL de ATP 30 mM,
pH=7 + 200 pL de Mg SOs. 7 H20 0,5 M + 500 pL de extrato de folhas + 200 L de
solucdo de hidroxilamina (NH2 OH 1,0 M + NaOH 1,0 M, na proporcdo 1:1). Apos,
misturados rigorosamente, em agitador de tubos, tipo vortex e incubados em “banho-
maria”, a 30 ° C, por 30 minutos. Em seguida, retiraram-se os tubos do “banho-maria” e
adicionaram-se 500 pL de solucdo férrica [FeCls. 6 H2O 10 % (p/v) em HCI 0,2 M +
acido tricloroacético (T.C.A)) 24 % (p/v) + HCI 50 % (v/v), na propor¢cdo 1:1:1].
Centrifugou-se, em centrifuga de mesa a 7.000 g, por 10 minutos. A leitura foi feita em
espectrofotdbmetro a 540 nm, usando-se agua “milli-Q + reagentes (exceto solucdo de
hidroxilamina), como branco. A atividade da glutamina sintetase (GS), foi determinada
a partir da curva padrdo de y-glutamil-hidroximato e os resultados foram expressos

mmoles de y-glutamil-hidroximato / kg MS.

2.2.12. Determinacéo de Aminoacidos:

Foi utilizado o método descrito por Yemm & Cocking, (1955) Em tubos de
ensaio foram adicionados: 500 pL do extrato devidamente diluido em agua, 250 pL do
tampdo citrato 0,2M, 500 pL do KCN 0,2 mM e 100 pL de ninhidrina a 5%. Os tubos
de ensaio foram tampados, agitados e depois colocados em banho-maria, por 20
minutos, a 100°C; Apds este tempo a reacdo foi interrompida por resfriamento dos
tubos em banho de gelo; em seguida, foi adicionado 650 pL de etanol 60% para a
fixacdo da cor desenvolvida (violeta), a qual fica estdvel em 3 horas. A leitura foi

realizada em espectrofotdbmetro a 570 nm; os célculos da concentracdo de aminoacidos
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tiveram, como referéncia, a equacdo obtida para a curva padrdo, expressos em pmol

aminoéacidos. g MS.
2.2.13. Determinacéao das concentragdes de Prolina:

Foi utilizado o meétodo descrito por Bates et al. 1973. Transferiu-se 50 mg de
massa seca (MS) para tubos de ensaio de 15 mL, adicionou-se 5 mL de agua destilada e
levou-se ao banho-maria por 30 min a 100° C. Apds a extracdo, as amostras foram
centrifugadas em centrifuga de bancada (1000 rpm) e os sobrenadantes coletados para
obtencdo do extrato total. Em tubos de ensaio foram colocados 1,0 mL do sobrenadante
+ 1,0 mL de ninhidrina &cida + 1,0 mL de acido acético glacial (os tubos foram
fechados hermeticamente); agitou-se os tubos hermeticamente fechados em vortex.
Colocou-se em banho-maria a 100° C por 1 hora. Apds 1 hora, interrompeu-se a reacao
em banho de gelo. Adicionou-se 2,0 mL de tolueno e agitar vigorosamente em vortex
por 20 segundos (o tolueno extrai a substancia cromdéfora formando um complexo
colorido = roseo para vermelho). Esperou-se atingir a temperatura ambiente. Aspirou-se
com o auxilio de uma pipeta Pasteur de pléastico a fase ndo-aquosa (croméforo + tolueno
= parte superior). A leitura foi feita em espectrofotdmetro a 520 nm usando tolueno

como branco. Os resultados foram expressos em pmol PRO.g* MS.

2.2.14. Determinacdo das concentracdes de Glicina-betaina:

Foi utilizado o método descrito por Grieve e Grattan (1983). Transferiu-se 25
mg de massa seca (MS) em estufa para tubos eppendorfs de 2 mL, adicionou-se 2 mL
de &gua destilada e agitou-se por 4 h no shacker a 25°C (extracdo a frio); Centrifugou-se
a 10.000 rpm por 10 min a 25°C; Ap0s a centrifugacdo coletou-se o sobrenadante para
obtencdo do extrato aquoso e depois descartou-se o precipitado. Em eppendorfs de 2 mL
adicionou-se 250 pL do extrato aquoso + 250 pL de H2SO4 2N (diluicdo da amostra
1:2); Os eppendorfs permaneceram durante 1h no banho de gelo (na geladeira - de 0°C a
4°C); Em seguida, adicionou-se 200 pL de KI-I, gelado; Foram mantidos durante 16h a
0°C (banho de gelo na geladeira - 0°C a 4°C); Centrifugados durante 15 min, 10.000
rpm, 0°C. Descartou-se 0 sobrenadante; Lavou-se o precipitado 2 vezes com 2 mL de
H>SO. 1IN gelado com centrifugag¢fes por 5 min, 10.000 rpm, 0°C a cada lavagem (ndo
agitou-se durante a lavagem); Apos as lavagens, dissolveu-se o precipitado em 3 mL de
1,2- dicloroetano agitando vigorosamente; Realizou-se dilui¢fes 1:6 (diluicdo para a



35

curva) e testou-se outras maiores (1:12, 1:24 ou 1:48 para as amostras - a diluicdo
dependeu da quantidade de glicina-betaina precipitada); Apds 2 a 2,5 h de descanso,
realizou-se a leitura em espectrofotometro a 365 nm. Durante todo o ensaio
mantiveram-se as amostras entre as temperaturas de 0°C a 4°C. Os resultados foram

expressos g de glicina betaina/g MS.

2.2.15. Delineamento experimental e analise estatistica:
O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, em esquema

fatorial 4x4 com cinco repeti¢des, sendo os fatores constituidos por niveis crescentes do
metal pesado (Cd a 0, 25, 50 e 75 mgL™?) e doses de silicio (Si a 0, 100, 150 e 300 mgL"
1, totalizando 80 unidades experimentais. Os dados experimentais foram submetidos
aos testes de Shapiro-Wilk e de Levene a 1% de probabilidade, para verificacdo da
normalidade e homocedasticidade residuais. Atendidas as pressuposicdes basicas,
realizou-se a andlise de variancia, e com base no nivel de significancia no teste F
(p<0,05) para as concentracbes de Cd e Si, procedeu-se a analise de regressdo

polinomial (superficie de resposta), utilizando o software Statistica 7.0 (Statsoft, 2007).

2.3. Resultados e Discussao

Carboidratos Soluveis Totais e Aclucares Redutores

As concentracdes de carboidratos soltveis totais (CSTs) em folha (Figura 2a)
reduziram a medida que a concentracdo de Cd aumentou quando comparado ao controle
(3,03 mmol de Glu.g? MS), enquanto que na raiz (Figura 2b) houve um aumento dos
CSTs a medida que as concentragdo de Cd aumentou quando comparado ao controle
(1,22 mmol de Glu.g* MS). O CSTs atingiu o valor minimo de 1,13 mmol de Glu.g*
MS no tecido foliar (Figura 2a) na dosagem Cd 75 mg L™, e no tecido radicular (Figura
2b) atingiu o valor maximo de 2,46 mmol de Glu.g™* MS na dosagem Cd 50 mg L.

Em relacdo a interacdo, com o aumento das concentragdes de Si os CSTs
aumentaram na folha (Figura 2a) sendo encontrado o valor maximo de 3,23 mmol de
Glu.g? MS no tratamento Cd 75 mg L™ x Si 300 mg L™, enquanto que na raiz (Figura
2b) houve reducdo apresentando no tratamento Cd 75 mg L™ x Si 150 mg L o valor
minimo de 0,88 mmol de Glu.g* MS.

De acordo com Costa (2012), dependendo da espécie os teores de carboidratos

soliveis podem aumentar ou diminuir de acordo com o estresse, pois 0S mMesmos
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apresentam papel crucial na regulacdo do metabolismo energético: fotossintese e
respiracéo.

A interferéncia no metabolismo de carboidratos ¢ uma resposta comum de
plantas na presenca de diferentes metais pesados (ZHAO et al. 2011; WANG et al.
2012). Algumas enzimas contribuem para diminuicdo desses compostos como a enolase
e fosfoglicomutase, justificando a diminuicdo na folha. Enquanto outras enzimas
contribuem para o aumento desse composto a exemplo da triose fosfato isomerase e
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, justificando o aumento na raiz (NOGUEIRA,
2018).

Resultados semelhantes foram encontrados por Tabuchi et al. (2004), que
trabalhando com trigo constatou um acumulo de carboidratos na raiz, segundo ele para

contribuir em uma menor inibigéo do crescimento radicular em plantas.

Figura 2. Carboidratos Soluveis Totais em folha (a) e raiz (b), Aglcares Redutores em folha (c) e raiz (d)

em plantas jovens de K. ivorensis A. Chev cultivadas em solugéo nutritiva, em funcdo de concentragdes
crescentes de cddmio Cd e de Si.
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Os acUcares redutores em folha (Figura 2c) e raiz (Figura 2d) apresentaram uma
reducdo & medida que a concentracdo de Cd aumentou, atingindo na dosagem Cd 75 mg
L o valor de 5,89 umol de carboidrato.g MS no tecido foliar (Figura 2c) onde o
controle na folha era (8,30 umol de carboidrato.g® MS), e na dosagem Cd 75 mg Lo
valor de 1,21 pumol de carboidrato.g? MS no tecido radicular (Figura 2d) onde o
controle na raiz era (1,32 umol de carboidrato.g™® MS).

Em relacdo a interacdo, com o aumento das concentracdes de Si os agUcares
redutores diminuiram na folha (Figura 2c) e na raiz (Figura 2d), sendo encontrado o
valor minimo de 1,94 umol de carboidrato.g™ MS no tratamento Cd 50 mg L x Si 150
mg L* do tecido foliar (Figura 2c), enquanto que na raiz (Figura 2d) o tratamento Cd 75
mg L x Si 300 mg Lt apresentou o valor minimo de 0,60 umol de carboidrato.g™* MS.

Os acucares redutores fazem parte dos aglcares ndo estruturais cujos teores sdo
sensiveis as variacfes ambientais e injurias sofridas pelas plantas. Sdo agUcares
utilizados para avaliar as respostas das plantas as condi¢des de estresse (BENNETT et
al. 2005; SOUZA et al. 2013).

As baixas concentragdes de aglcares redutores se devem provavelmente ao
efeito inibitorio do cadmio no crescimento e atividades metabdlicas das raizes, isso é
atribuido provavelmente a reducdo da mitose, danos no aparelho de Golgi, a sintese
reduzida de componentes de parede celular e alteracbes no metabolismo de agucares
(FERREIRA, 2013).

Os resultados deste trabalho diferem com o de Verma S. & Dubey (2001) que

trabalhando com arroz teve um aumento do teor de acUcar induzido pelo Cd.

Nitrato e Redutase do Nitrato

As concentragOes de nitrato em folha (Figura 3a) e raiz (Figura 3b) apresentaram
um acréscimo a medida que a concentracdo de Cd aumentou, atingindo na dosagem Cd
75 mg L™ o valor maximo de 0,054 pmol de NOs .g* MS no tecido foliar (Figura 3a)
onde o controle na folha era (0,02 umol de NOs.g™* MS), e o valor méximo de 0,084
umol de NOs g™t MS no tecido radicular (Figura 3b) onde o controle na raiz era (0,057
umol de NO3~.g™* MS).

Em relacdo a interacdo, com o aumento das concentragbes de Si o nitrato
aumentou na folha (Figura 3a) e na raiz (Figura 3b), sendo encontrado o valor de 0,048
umol de NOs;.gt MS no tratamento Cd 75 mg L™ x Si 300 mg L™ do tecido foliar
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(Figura 3a), e na raiz (Figura 3b) o tratamento Cd 75 mg L™ x Si 300 mg L apresentou
o valor de 0,082 pmol de NOs;™.g™* MS.

Esse aumento é considerado normal em virtude do nitrato (NO3") ser uma das
principais formas de entrada de nitrogénio nas plantas, uma vez assimilado pelas raizes
pode ser reduzido no citosol das mesmas e armazenado no vacuolo, isso justifica o
aumento nas concentracfes (BREDEMEIER & MUNDSTOCK, 2000). Contudo, esse
nitrato (NOs") pode ser transportado via xilema para as folhas onde sera reduzido no
citosol e podendo ser armazenado nesse compartimento (BALOTF et al., 2012). Em
situacdo de excesso de metais pesados, caso observado nesse estudo, plantas modificam
o fluxo normal de NOs~ de modo a estocar esse ion em 6rgdos fortemente afetado pelo
metal (LI et al. 2010, ZHANG et al. 2014).

Resultados semelhantes foram encontrados por Hatamian et al. (2020),
trabalhando com mudas de hackberry que teve as caracteristicas de crescimento
influenciadas positivamente pela aplicacdo de nitrato, mesmo em altas doses de cadmio,

considerando esta arvore ornamental uma espécie tolerante a altos niveis de Cd no solo.

Figura 3. Nitrato em folha (a) e raiz (b), Redutase do Nitrato em folha (c) e raiz (d) em plantas jovens de
K. ivorensis A. Chev cultivadas em solugéo nutritiva, em fungéo de concentragdes crescentes de caddmio
Cd e de Si.
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A redutase do nitrato apresentou em folha (Figura 3c) e raiz (Figura 3d) uma
reducdo a medida que a concentragdao de Cd aumentou, atingindo na dosagem Cd 50 mg
Lo valor de 1,21 pmol de NO2™. g"*MS no tecido foliar (Figura 3c) onde o controle na
folha era (2,18 umol de NO;™. g*MS), e na dosagem 75 mg L™ o valor de 2,15 umol de
NO;". g*MS no tecido radicular (Figura 3d) onde o controle na raiz era (3,76 umol de
NO;". gMS).

Em relacdo a interacdo, com o aumento das concentracfes de Si a redutase do
nitrato diminui na folha (Figura 3c) e raiz (Figura 3d), sendo encontrado o valor minimo
de 0,41 pmol de NO;". g*MS no tratamento Cd 50 mg L x Si 300 mg L™ do tecido
foliar (Figura 3c), enquanto que na raiz (Figura 3d) o tratamento Cd 75 mg L x Si 150

mg Lt apresentou o valor minimo de 0,94 pmol de NO;™. g*MS.

Sob estresses abidticos, a enzima RN pode atuar como importante biomarcador

da tolerancia de plantas a metais fitotoxicos uma vez que sob estresse por cadmio, 0s

vegetais tendem a diminuir a producdo desta enzima, principalmente (SINGH et al.
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2015). Outro fato que explica essas respostas dessa baixa atividade enzimatica, esta na
dependéncia dessa enzima nitrato redutase (RN) da energia proveniente da fotossintese
[nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase [NAD(P)H] que pode ter sido
afetada pelas altas concentra¢es de cadmio, desta forma, o bom status fisiologico da
planta repercute no aumento da atividade da enzima (MARSCHNER, 2012).

Gouia et al. (2000) constatou em seu trabalho, que o tratamento com Cd induz
mudancas rapidas e de longo prazo na atividade da redutase do nitrato, em parte em
resposta a reducao da absorcdo de 4gua e nutrientes. Além disso, também mostrou que o

préprio Cd pode ter um efeito direto nas atividades dessas enzimas.

Amonio e Glutamina Sintetase

O aménio apresentou em folha (Figura 4a) e raiz (Figura 4b) um acréscimo a
medida que a concentragdo de Cd aumentou, atingindo na dosagem Cd 75 mg Lt o
valor maximo de 12,67 mmol de NH4 *. Kg™* de MS no tecido foliar (Figura 4a) onde o
controle na folha era (6,3 mmol de NH, *. Kg™ de MS), e o valor de méaximo de 20,89
mmol de NH4 *. Kg™ de MS no tecido radicular (Figura 4b) onde o controle na raiz era
(10,03mmol de NH4 *. Kg* de MS).

Em relacdo a interacdo, com o aumento das concentracbes de Si 0 aménio
diminui na folha (Figura 4a) e na raiz (Figura 4b), sendo encontrado o valor minimo de
2,79 mmol de NH4 *. Kg* de MS no tratamento Cd 75 mg L™ x Si 150 mg L* do tecido
foliar (Figura 4a), enquanto que na raiz (Figura 4b) o tratamento Cd 25 mg L x Si 300
mg L apresentou o valor minimo de 2,85 mmol de NH4 *. Kgde MS.

O acumulo de amonio pode ser atribuido a sua absorcdo direta, reducdo do
nitrato, desaminacdo de compostos nitrogenados, pelo ciclofotorrespiratorio ou pela
fixacdo biologica (MACDUFF; JACKSON, 1991; BRITTO, 2001; LIMA et al. 2015).

Esse acréscimo da concentracdo de amonio, se deve a agdo do cadmio que
provavelmente pode estar relacionada com a acdo da enzima glutamina sintetase (GS)
que ocorre como uma isoforma isolada em plastidios (GS2) e isoformas localizadas no
citosol (GS1) (SWARBRECK et al. 2011). A GS1 citossélica € muito importante em
raizes, principalmente na assimilacdo primaria de amonio (NH.*), e também para
reassimilacéo e reciclagem do aménio (NHs") que é gerado durante a degradacéo da
proteina em folhas ou em processos catabdlicos. Enquanto que o papel principal

atribuido da GS2 esta na reassimilacdo do amonio (NH4") oriunda da fotorespiracdo nos
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cloroplastos e assimilagdo do aménio (NH4") derivada da reducéo de nitrato (NO3’) nos
plastidios (THOMSEN et al. 2014).

Cheng, Miaomiao et al. (2016) em seu trabalho concluiu que o aumento de
NH 47 levou acimulo de Cd na parte aérea, aumentando a absorcéo e translocagdo, em

vez de alterar a especiacdo de Cd, e € uma abordagem potencialmente eficaz para
aumentar a fitoextracao de Cd.

Figura 4. Amonio em folha (a) e raiz (b), Glutamina Sintetase em folha (c) e raiz (d) em plantas jovens de

K. ivorensis A. Chev cultivadas em solugdo nutritiva, em funcdo de concentragdes crescentes de cadmio
Cd e de Si.
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A glutamina sintetase (GS) em folha (Figura 4c) e raiz (Figura 4d) apresentou
uma diminui¢cdo & medida que a concentragdo de Cd aumentou, atingindo na dosagem
Cd 75 mg L? o valor minimo de 2,06 mmoles de y-glutamil-hidroximato.kg™® MS no

tecido foliar (Figura 4c) onde o controle na folha era (4,02 mmoles de y-glutamil-
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hidroximato.kg™® MS), e o valor minimo de 1,14 mmoles .kg™* MS no tecido radicular
(Figura 4d) onde o controle na raiz era (3,13 mmoles de y-glutamil-hidroximato.kg™
MS).

Em relacdo a interagdo, o aumento das concentracdes de Si levou a uma reducéo
da GS na folha (Figura 4c) e na raiz (Figura 4d), sendo encontrado o valor de 2,38
mmoles .kg™ MS no tratamento Cd 75 mg L™ x Si 300 mg L do tecido foliar (Figura
4¢), enquanto que na raiz (Figura 4d) o tratamento Cd 75 mg L x Si 300 mg L*
apresentou o valor de 1,76 mmoles .kg™ MS.

Possivelmente, a reducdo da atividade dessa enzima esta relacionada com a
diminuicdo da fotossintese, devido as baixas concentracdes de ATP no meio celular,
haja vista que essa enzima € altamente dependente de energia na forma de ATP, gerado
pelos fotossistemas na fase fotoquimica da fotossintese (ALVES, 2010). Pois no
metabolismo do nitrogénio a enzima GS catalisa a conversdo do aminodcido glutamato
em glutamina por meio da reacdo que envolve a participacdo de glutamato, aménio,
ATP (MCNALLY et al. 1983). Segundo Edwards e Coruzzi (1989) uma das formas da
GS, é induzida pela luz e participa no processo de utilizagdo do NHs * na
fotorrespiragéo.

Segundo Chaffei et al. (2004) trabalhando com tomateiros expostos a toxicidade
do Cd pela introducdo de doses crescentes desse poluente no meio de cultura, detectou

uma diminuigdo na atividade da GS.

Amino&cidos, Prolina e Glicina-Betaina

Os aminoécidos na folha (Figura 5a) e raiz (Figura 5b) apresentaram uma
diminuicdo & medida que a concentracdo de Cd aumentou, atingindo na dosagem Cd 75
mg L o valor minimo de 67,52 pmol aminoacidos. g* MS no tecido foliar (Figura 5a)
onde o controle na folha era (243,27 umol aminoacidos. g MS), e o valor minimo de
27,42 umol aminodcidos. gt MS no tecido radicular (Figura 5b) onde o controle na raiz
era (84,04 pmol aminoéacidos. g MS).

Em relacdo a interacdo, com o aumento das concentragcdes de Si 0s aminoacidos
diminuiram na folha (Figura 5a) e na raiz (Figura 5b), sendo encontrado o valor de
44,51 pmol aminoacidos. g MS no tratamento Cd 50 mg L™ x Si 100 mg L™ do tecido
foliar (Figura 5a), enquanto que na raiz (Figura 5b) o tratamento Cd 50 mg L* x Si 100
mg Lt apresentou o valor de 44,50 pmol aminoacidos. g™ MS.
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O efeito do cadmio foi agressivo diminuindo a concentracdo desse soluto, isso se
deve a sua alta reatividade com esses amino&cidos, essa reatividade ocorre
principalmente em atomos de N presente nesses aminoacidos (NOGUEIRA, 2018).

No trabalho de Zemanova, Veronika et al. (2017), o estresse por Cd aumentou o
contelldo de aminoacidos em espécies de Noccaea, mas este aumento foi significativo

apenas em N. caerulescensfolhas.

Figura 5. Aminoacidos em folha (a) e raiz (b), Prolina em folha (c) e raiz (d), Glicina Betaina em folha (e)
e raiz (f) em plantas jovens de K. ivorensis A. Chev cultivadas em solugdo nutritiva, em funcéo de

concentragdes crescentes de cddmio Cd e de Si.
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A prolina na folha (Figura 5c) e raiz (Figura 5d) apresentou um acréscimo &

medida que a concentracdo de Cd aumentou,

atingindo na dosagem Cd 75 mg L? o

valor méaximo de 14,46 umol PRO.g MS no tecido foliar (Figura 5c) onde o controle
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na folha era (4,01 umol PRO.g* MS), e o valor maximo de 18,81 umol PRO.g™* MS no
tecido radicular (Figura 5d) onde o controle na raiz era (6,32 pmol PRO.g™* MS).

Em relagdo a interacdo, com o0 aumento das concentragfes de Si houve uma
diminuigdo da prolina na folha (Figura 5c) e na raiz (Figura 5d), sendo encontrado o
valor de 3,96 pmol PRO.g! MS no tratamento Cd 75 mg L™ x Si 300 mg L™ do tecido
foliar (Figura 5¢), enquanto que na raiz (Figura 5d) o tratamento Cd 75 mg L x Si 300
mg Lt apresentou o valor minimo de 1,60 pmol PRO.g™* MS.

A concentracdo de glicina-betaina na folha (Figura 5e) e raiz (Figura 5f)
apresentou um acrescimo & medida que a concentracdo de Cd aumentou, atingindo na
dosagem Cd 75 mg L™ o valor maximo de 209,70 pg de glicina betaina. g* MS no
tecido foliar (Figura 5e) onde o controle na folha era (49,37 pg de glicina betaina. g™
MS), e o valor de 179,10 pg de glicina betaina. g* MS no tecido radicular (Figura 5f)
onde o controle na raiz era (74,69 ug de glicina betaina. g* MS).

Em relacdo a interacdo, com o aumento das concentracdes de Si houve um
acréscimo da glicina-betaina na folha (Figura 5e) e na raiz (Figura 5f), sendo encontrado
o valor de 189,67 pg de glicina betaina. gt MS no tratamento Cd 75 mg L™ x Si 300 mg
L do tecido foliar (Figura 5e), enquanto que na raiz (Figura 5f) o tratamento Cd 75 mg
L x Si 300 mg Lt apresentou o valor maximo de 230,15 pg de glicina betaina. g MS.

Segundo Ahmad et al. (2015) a prolina é conhecida por ser acumulada e atuar
como um osmoprotetor e antioxidante para proteger as plantas sob Vvarios estresses
ambientais. O teor de prolina tende a acumular em células vegetais submetidas a
estresse, para ser usada como energia ap6s o fim do estado que se encontra, com a
redistribuicdo de nitrogénio e carbono, para a recuperacdo de atividades fisioldgicas na
planta (SOUSA, 2018). A maior concentracdo de prolina acontece pela sua biossintese e
acumulo no vacuolo ou no citosol, com fungdo osmoprotetora preservando a integridade
celular das proteinas, enzimas e membranas (FAROOQ et al. 2009; ABDUL JALEEL
et al. 2007).

A glicina é abundante nos cloroplastos e participa no ajuste e na protecdo das
membranas dos tilacoides para procurar manter a eficiéncia fotoquimica na fotossintese
(CHEN; MURATA, 2011). Para D’'SOUZA; DEVARAJ (2010) o acumulo de glicina-
betaina normalmente ocorre nas espécies tolerantes do que em espécies sensiveis.
Segundo Ashraf et al., (2007) no seu trabalho verifica os diferentes papéis da glicina

betaina e prolina na melhoria da resisténcia ao estresse abidtico das plantas.
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No presente estudo, o Si ndo promoveu respostas satisfatorias no
metabolismo da planta, ndo conseguindo atenuar o estresse por Cd. Embora o Si seja
um elemento benéfico, a aplicacdo do nutriente pode causar um desequilibrio
nutricional e afetar as diversas atividades metabdlicas nas plantas (ARAUJO et al.
2011). Gu et al. (2011), sugerem que altas concentracdes de Si, coprecipitem metais

como o ferro (Fe) e o cobre (Cu) essenciais a eficiéncia fotossintética.

2.4. Concluséo:
O metabolismo em plantas de mogno africano foi alterado devido ao estresse

pelo Cd. Com o aumento das doses de Cd, um declinio dos agucares redutores, redutase
do nitrato, glutamina sintetase e aminoacidos nas folhas e raizes foi observado.
Juntamente com o aumento das doses de Cd, houve um acréscimo do nitrato, aménio,

prolina e glicina-betaina nas folhas e raizes.

O Si ndo promoveu respostas satisfatdrias no metabolismo da planta, ndo
conseguindo atenuar o estresse por Cd nem na menor dose do metal (25 mg L™).
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