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RESUMO

MORFOFISIOLOGIA E BIOQUIMICA DE PLANTAS DE CEDRO
E IPE-ROXO EXPOSTAS AO COBRE EM SISTEMA
HIDROPONICO

AUTORA: Caroline Castro Kuinchtner
ORIENTADORA: Luciane Almeri Tabaldi

Cedrela fissilis Vell. (Cedro) e Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos (Ipé-roxo) sao
espécies florestais nativas brasileiras que apresentam grande relevancia florestal e ecoldgica.
Assim, para se conhecer a silvicultura destas espécies, é de grande importancia o conhecimento
edafico em que as mesmas se encontram, e também, as respostas das espécies as varia¢des que
ocorrem em diferentes locais. Nesse sentido, nos Ultimos anos, os solos brasileiros tém sofrido
grandes perturbagdes, principalmente com contaminacdo por cobre (Cu), acarretando problemas
ao desenvolvimento e crescimento as plantas. Desta maneira, a pesquisa objetivou caracterizar
variaveis morfofisioldgicas, bioguimicas e andlise de tecidos em plantas de cedro e ipé-roxo
expostas ao Cu em sistema hidropdnico, em casa de vegetacdo, além de verificar a tolerancia
das espécies ao Cu. Apds a emergéncia e crescimento inicial das mudas (cerca de 10 cm de
altura), as mesmas foram retiradas do substrato e transferidas para o sistema hidrop6nico. Ap6s
uma semana de aclimatacgdo, estas mudas foram submetidas a diferentes concentragdes de Cu: 0
(solugdo nutritiva completa), 2, 4, 6 e 8 mg L, com quatro repeticdes por tratamento e 16
plantas por repeticdo. Apds 21 dias de exposi¢do aos tratamentos, realizaram-se as analises dos
atributos morfofisioldgicos incremento em numero de folhas, altura e comprimento de raizes,
biomassa seca, area foliar e variaveis fotossintéticas. Além disso, avaliou-se também as
variaveis bioquimicas conteltdo de pigmentos fotossintéticos, enzimas antioxidantes,
peroxidacéo lipidica, contelido de peroxido de hidrogénio e anélise de Cu nos tecidos. Para as
mudas de cedro, observou-se que as concentracdes de Cu afetaram de forma negativa o
incremento em parte aérea, em raizes, no nimero de folhas, taxa de assimilagdo liquida,
condutancia estomatica, na taxa transpiratoria e eficiéncia de carboxilagdo da rubisco, em
comparagdo ao tratamento controle. De forma geral, o Cu promoveu aumento na atividade das
enzimas antioxidantes superdxido dismutase e guaiacol peroxidase. A peroxidacdo lipidica nas
raizes aumentou conforme os maiores indices Cu. Além disso, observou-se maior teor de Cu
somente nas raizes de mudas de C. fissilis com 0 aumento da concentragdo de Cu no meio de
crescimento. Para as variaveis incremento em parte aérea, massa seca da parte aérea, massa seca
de raizes e pigmentos fotossintéticos de H. heptaphyllus, ndo houve diferenca independente das
concentragdes de Cu testadas. Além disso, a taxa de assimilacdo liquida e taxa transpiratoria
foram afetadas negativamente somente na maior concentracdo de Cu (8 mg L™), e esse
promoveu aumento na atividade das enzimas antioxidantes, principalmente no sistema radicular.
Por outro lado, observou-se que a aplica¢do de Cu gerou maior contetdo de H,O; e peroxidacao
lipidica nas raizes. Portanto, a presenca de Cu na solugdo nutritiva alterou negativamente as
variaveis bioquimicas e fisiologicas das mudas de C. fissilis, sendo prejudiciais ao crescimento
das mesmas, e com isso, observou-se comportamento sensivel da espécie. Por outro lado, H.
heptaphyllus em geral foi afetada pelo Cu apenas com 8 mg L?, sendo acumulado
principalmente nas raizes, sem registrar diminuigdo na biomassa radicular e da parte aérea, o
que pode indicar tolerancia da espécie a este metal. Devido a essas caracteristicas, as plantas de
C. fissilis podem ser utilizadas como sinalizadoras de &reas contaminadas com Cu, enquanto as
mudas de H. heptaphyllus tém potencial para utilizacdo na fitorremediacdo de solos
contaminados por Cu.

Palavras-chave: Cedrela fissilis. Espécies nativas. Handroanthus heptaphyllus. Metal.
Toxidez.



ABSTRACT

MORPHOPHYSIOLOGY AND BIOCHEMISTRY OF CEDRO AND
PURPLE IPE PLANTS EXPOSED TO COPPER IN HYDROPONIC
SYSTEM

AUTHOR: Caroline Castro Kuinchtner
ADVISOR: Luciane Almeri Tabaldi

Cedrela fissilis Vell. (Cedar) and Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos (Ipé-roxo) are
native Brazilian forest species that have great forestry and ecological relevance. Thus, to know
the forestry of these species, the edaphic knowledge in which they are found is of great
importance, as well as the species responses to the variations that occur in different places. In
this sense, in recent years, Brazilian soils have suffered great disturbances, mainly with copper
(Cu) contamination, causing problems for plant development and growth. Thus, the research
aimed to characterize morphophysiological, biochemical and tissue analysis variables in cedar
and Ipé-roxo seedlings exposed to Cu in a hydroponic system, in a greenhouse, in addition to
verifying the tolerance of species to Cu. After emergence and initial growth of the seedlings
(about 10 cm in height), they were removed from the substrate and transferred to the hydroponic
system. After a week of acclimatization, these seedlings were subjected to different
concentrations of Cu: 0 (complete nutrient solution), 2, 4, 6 and 8 mg L™, with four replicates
per treatment and 16 plants per repetition. After 21 days of exposure to the treatments,
morphophysiological attributes were analyzed, such as increase in number of leaves, height and
length of roots, dry biomass, leaf area, and photosynthetic variables. In addition, biochemical
variables were also evaluated: photosynthetic pigments, antioxidant enzymes, lipid
peroxidation, hydrogen peroxide content and tissue Cu analysis. For cedar seedlings, it was
observed that Cu concentrations negatively affected the increase in shoot, roots, number of
leaves, net assimilation rate, stomatal conductance, transpiration rate and rubisco carboxylation
efficiency, compared to the control treatment. In general, Cu promoted an increase in the
activity of the antioxidant enzymes superoxide dismutase and guaiacol peroxidase. The lipid
peroxidation in the roots increased with the highest Cu indices. Furthermore, a higher Cu
content was observed only in the roots of C. fissilis seedlings with the increase in the Cu
concentration in the growth medium. For the variables increase in shoot, shoot dry mass, root
dry mass and photosynthetic pigments of H. heptaphyllus, there was no difference independent
of the tested Cu concentrations. Furthermore, the net assimilation rate and transpiration rate
were negatively affected only in the highest Cu concentration (8 mg L), and this promoted an
increase in the activity of antioxidant enzymes, mainly in the root system. On the other hand, it
was observed that the application of Cu generated higher content of H,O; and lipid peroxidation
in the roots. Therefore, the presence of Cu in the nutrient solution negatively altered the
biochemical and physiological variables of C. fissilis seedlings, being harmful to their growth,
and thus, a sensitive behavior of the species was observed. On the other hand, H. heptaphyllus
in general was affected by Cu only with 8 mg L, being accumulated mainly in the roots,
without registering a decrease in root and shoot biomass, which may indicate tolerance of the
species to this metal. Due to these characteristics, C. fissilis plants can be used as markers of
areas contaminated with Cu, while H. heptaphyllus seedlings have potential for use in
phytoremediation of soils contaminated by Cu.

Keywords: Cedrela fissilis. Native species. Handroanthus heptaphyllus. Metal. Toxicity.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Valores médios de incremento em parte aérea (IPA) (A), incremento em raiz
(IR) (B), incremento em numero de folhas (C), area foliar (D), massa seca
da parte aérea (E) e massa seca da raiz (F) em mudas de Cedrela fissilis em

resposta as diferentes concentragcdes de CU. ........ceevvevveveevvevieseese e 38

Figura 2- Valores médios de comprimento (A), &rea superficial (B), volume(C) e
diametro de raizes (D) em mudas de Cedrela fissilis em resposta as

diferentes conNCentragies de CU. ....cvvcveiveieiieieee e 39

Figura 3 - Valores médios da taxa de assimilacdo liquida (A) (A), concentracdo de CO>
intercelular (Ci) (B), condutancia estomatica (Gs) (C), taxa transpiratoria
(E) (D), eficiéncia do uso da agua (EUA) (E) e eficiéncia instantanea de
carboxilacdo (pela Rubisco) (A/Ci) (F) em mudas de Cedrela fissilis em
resposta as diferentes concentragdes de Cu. .........cocvvvrerierieienencne e 41

Figura 4 - Valores médios de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total (C), e
carotenoides (D) em mudas de Cedrela fissilis em resposta as diferentes
CONCENLIAGOES 0B ClUL... .ouvieiiiiiiieiieiee e 42

Figura 5 - Valores médios da atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) na parte
aérea (A) e raizes (B), e atividade da enzima guaiacol peroxidase (POD) na
parte aérea (C) e raizes (D) de mudas de Cedrela fissilis em resposta as

diferentes concentracBes de CU. ....cc.ccvvevveieiieie e 42

Figura 6 - Valores médios do contetdo de peroxido de hidrogénio (H202) em parte
aérea (A) e raizes (B), e valores médios da peroxidagdo de lipidios de
membrana na parte aérea (C) e raizes (D) de mudas de Cedrela fissilis em

resposta as diferentes concentragoes de Cu. ........covveiereeiinienieneeie e 43

Figura 7 - Valores médios do contetido de Cu nos tecidos da parte aérea (A) e raizes (B)

em mudas de Cedrela fissilis em resposta as diferentes concentracOes



Figura 8 - Valores médios de incremento em parte aérea (IPA) (A), incremento em raiz
(IR) (B), incremento em numero de folhas (C), area foliar (D), massa seca
da parte aérea (E) e massa seca de raizes (F) em mudas de Handroanthus

heptaphyllus em  resposta as  diferentes  concentracbes  de

Figura 9 - Valores médios de comprimento (A), area superficial (B), volume(C) e
diametro de raizes (D) em mudas de Handroanthus heptaphyllus em

resposta as diferentes concentragcdes de CU. ........cevvevveveevrerieceese e 65

Figura 10 - Valores médios da taxa de assimilacdo liquida (A) (A), concentracdo de CO>
intercelular (Ci) (B), condutancia estomatica (Gs) (C), taxa transpiratoria
(E) (D), eficiéncia do uso da agua (EUA) (E) e eficiéncia instantanea de
carboxilacdo (pela Rubisco) (A/Ci) (F) em mudas de Handroanthus
heptaphyllus em resposta as diferentes concentracfes de Cu...................... 66

Figura 11 - Valores médios de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total (C) e
carotenoides (D) em mudas de Handroanthus heptaphyllus em resposta as
diferentes concentragies de CU. .......ooveeiereniienesieee e 67

Figura 12 - Valores médios da atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) na
parte aérea (A) e raizes (B), e atividade da enzima guaiacol peroxidase
(POD) na parte aérea (C) e raizes (D) em mudas de Handroanthus

heptaphyllus em resposta as diferentes concentracfes de Cu...................... 68

Figura 13 - Valores médios do contetdo de peroxido de hidrogénio (H202) em parte
aérea (A) e raizes (B), e valores médios da peroxidagdo de lipidios de
membrana na parte aérea (C) e raizes (D) em mudas de Handroanthus

heptaphyllus em resposta as diferentes concentragfes de Cu...........cc........ 70

Figura 14 - Valores médios do contetdo de Cu nos tecidos da parte aérea (A) e raizes
(B) em mudas de Handroanthus heptaphyllus em resposta as diferentes

CONCENEIAGOES B CU. ..iviiiieiieiie ettt e e 71



LISTA DE APENDICES

APENDICE A - Plantas de Cedrela fissilis (A) e Handroanthus heptaphyllus (B)
durante o periodo de aclimatacdo no sistema hidropdnico em casa de
(VLT Lok Lo SO RPRUSROTRII 80

APENDICE B - Procedimento de avaliagio da fotossintese em Cedrela fissilis (A) e
Handroanthus heptaphyllus (B). ........cocovieiiiiiiieiiceseerese e 80

APENDICE C - Mudas de Cedrela fissilis (A) e Handroanthus heptaphyllus (B) apds
21 dias de exposicdo a diferentes concentraces de Cu em sistema
NIAFOPONICO. ... c.veeeie et nas 81



SUMARIO

1 INTRODUGAOQO GERAL ..ottt esessenae s sesas s s nssnannen, 13
2 OBIETIVOS ...ttt e et e e e e e naes 14
2.1 ODJELIVO GIAL......c..iiiiiiieiii e 14
2.2 ODjJetiVoS ESPECITICOS ....civveiiiieieeiesie ittt sre e 14
3REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 15
3.1 CeArela fISSIIS ...veevieii et sttt 15
3.2 Handroanthus heptaphyllUS ...........cccoooeiieiiie e 16
B3 COBRE ... e nraa e 17
3.3.1 COBIE N0 SOIO ...ttt 17
3.3.2 Efeito do Cobre nas plantas............ccccccviieiieic i 18
3.3.3. FItOrremMEedIACAO. .....cueiueieieiieie ettt 20
4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e se e 21
5 MANUSCRITOS ...ttt bbb e 27
6 MANUSCRITO I - MUDAS DI; Cedrela fissilis PODEM SER UTILIZADAS
COMO SINALIZADORAS DE AREAS CONTAMINADAS POR COBRE......... 28
B.LINTRODUGAOD ..ottt s sttt ses st an s, 30
6.2 MATERIAL E METODOS........oieeeeeeeeeeee ettt 31
B.2.1 AT U8 ESIUUO .....oveeececeeiceeee ettt sttt eneees 31
6.2.2.CoNdUCAD dO EXPEIIMENTO .....ccveeviieieiieeiecteeste ettt saaeae s 31
6.2.3 Variaveis fOtOSSINTELICAS ......cveviereriiie e 32
6.2.4 Determinacdo das variaveis de CreSCIMENtO .........cccvvevveeeeieeie e 33
6.2.5 Determinacdo das variaveis DIoQUIMICAS.........ccccvvevveiiiiesieeie e 33
6.2.6 Conteudo de pigmentos (clorofilas totais e carotenoides) ..........cccccvvevrvrvrnnnn. 34
6.2.7 Determinacdo da atividade de enzimas antioxXidantes .............ccoccevvveveiieesnenns 34
6.2.8 Conteudo de peroxido de hidrogenio...........cccvevveiieiieii i 35
6.2.9 Peroxidacdo de lipideos de membrana............ccoveeiereeneneineseseese e 36
2.2.10 ANALISE 0B TECIADS ....evevieiieiieieie ettt 36
6.2.11ANAlISE ESTAtISTICA ... ccveivieiieieieie e 36
6.3 RESULTADOS ...ttt et e e saa e e e nnae e e nne e e e nneees 37
6.4 DISCUSSAD ...ttt sttt 44
6.5 CONCLUSAD.......cooiiieiriiriieeieiies sttt 49
6.6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........oooiviiiieieieteeete s, 49
7TMANUSCRITO 11 - Handroanthus heptaphyllus E UMA ESPECIE TOLERANTE
AO COBRE EM SISTEMA HIDROPONICO ......cccooiiiiiiiieseeieieiesie e 54
7.1 INTRODUGAOD . ...t eeses ettt an st 56

7.2 MATERIAL E METODOS.......ooiiiieieicetee ettt 57



7.2.0 ATEA B BSTUAD ..ot e e e e e e e e e e e e e e et e es e e e e et eenae e e esenereans 57

7.2.2 CoNAUGAOD O EXPEIIMENTO .....cveeeveiiieieeie et e e ee e sae e sreesre e e ne s 57
7.2.3 Variaveis fOtOSSINTELICAS ......cveierieiiiie i 59
7.2.4 Determinacdo das variaveis de CreSCIMENtO ..........ccooevrereieneneniecse s 59
7.2.5 Determinacgdo das variaveis DIOQUIMICAS.........cccvuvveveereiiesieeie e ee e 60
7.2.6 Conteudo de pigmentos (clorofilas totais e carotenoides) ............cccveerererenenee 60
7.2.7 Determinacdo da atividade de enzimas antioxXidantes ............cccccevereiererennnnn 60
7.2.8 Conteudo de peroxido de hidrogenio..........cccveveiiieiieii i 61
7.2.9 Peroxidacao de lipideos de membrana...........ccoveereeeneneisenesese e 62
7.2.10 ANALISE 0B tECIAODS ...vvvevrevierieiesie ettt re e 62
7.2.11 ANALISE ESAtISTICA. .. ..ueiierierieieie et 62
T.3RESULTADOS ...ttt e et e e sna e e e nna e e e nne e e e nnaeas 64
7.4 DISCUSSAD ...ttt st 71
7.5 CONCLUSAOD......otvriieireieiesieiss ittt 74
8 CONSIDERAQ@ES FINAIS .o 79
9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t 74

APENDICES ..o oottt e e oot e e ee et e et e e ee et e e et e e et e e e et e e et et e er et e e et e s er e e erane 80



13

1 INTRODUCAO GERAL

O uso de insumos quimicos na agricultura e &reas de mineracdo tem trazido
problemas pela contaminacdo do solo por metais pesados (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006). A toxidade destes metais pesados provoca perigosos impactos ao homem e ao
meio ambiente, sendo necessario observar o nivel da toxidez, pois este depende da
movimentacdo dos metais pelo solo, da capacidade de retencéo, da possibilidade ou ndo
de atingir o lencol freatico, além da solubilizagcdo na &gua e na cadeia alimentar, por
meio da absorcdo pelas plantas (AUGUSTO et al., 2014). Os fertilizantes e fungicidas
utilizados na agricultura sdo algumas das principais fontes de contaminacéo do solo por
metais (CAMARGO et al., 2007).

O metal cobre (Cu) é essencial para as plantas em baixas concentragdes, porém
em excesso este elemento pode causar danos na producdo e crescimento das plantas,
além de afetar a saide humana (SARWAR et al., 2017). Desse modo, cresce o interesse
de estudos relacionados a adaptacGes das espécies nativas a locais com problemas de
contaminacgdo por metais, buscando alternativas para a recuperacdo de areas degradadas,
além da conscientizacdo da conservagdo dos recursos florestais. Por isso, é importante
entender o desenvolvimento das plantas e seus mecanismos para adequada escolha de
espécies que sejam tolerantes e, assim, poder utiliza-las em areas que sejam
contaminadas por metais toxicos (MILNER; KOCHIAN, 2008).

Nesse sentido, a espécie Cedrela fissilis Vell., conhecida popularmente como
cedro, pertence a familia Meliaceae e é uma espécie nativa do Brasil de grande interesse
florestal. Possui madeira leve e macia ao corte, sendo empregada em diversas
finalidades, como em compensados, molduras, esculturas, construcdo civil e utilizada
como ornamental. E encontrada em praticamente todo o pais, especialmente em
florestas semideciduas (CARVALHO, 2008).

Outra espécie importante é a Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos
pertencente a familia Bignoniaceae, cujo nome popular é ipé-roxo. A H. heptaphyllus é
uma espécie de floresta estacional que pode ser encontrada em alguns biomas
brasileiros. Seu tamanho pode atingir até 30 m de altura, suas flores sdo belas e
vibrantes, tendo as abelhas como principais agentes polinizadores. A arvore é bastante
empregada em reflorestamento de areas degradadas (MAIA-SILVA et al., 2012). A
madeira desta espéecie apresenta alta densidade, por isso, resiste mais a ataque de pragas

e doencas (SCHULZE et al., 2008). E uma espécie muito utilizada no paisagismo,
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devido sua coloracdo rosa-violaceo, sendo sua floracdo de grande importancia
ornamental, indicada para a arboriza¢do urbana. Além disso, o ipé-roxo é uma espécie
que apresenta caracteristicas fisiologicas importantes, sendo bastante utilizada para a
recuperacdo de areas degradadas (SAMPAIO; POLO; BARBOSA, 2012).

Assim, devido a importancia destas espécies florestais nos ecossistemas e com
grande potencial florestal, além da falta de estudos acerca da relagcdo dessas espécies
com o elemento Cu, a presente pesquisa buscou desenvolver estudos voltados a anélises
morfofisioldgicas, bioquimicas e andlise de tecidos relacionadas as espécies com tal
elemento, além de verificar a sua tolerancia em diferentes concentracdes de Cu em
sistema hidropdnico. Com os resultados desta pesquisa serd possivel indicar ou ndo
estas espécies para programas de recuperacdo de areas degradadas e reflorestamento em
solos contaminados por este metal. Pelo fato das espécies C. fissilis e H. heptaphyllus
serem nativas e adaptadas as condicdes locais, a hipdtese é que as mesmas podem

apresentar comportamento tolerante ao elemento cobre.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a morfofisiologia e bioquimica de plantas de cedro (Cedrela fissilis) e
ipé-roxo (Handroanthus heptaphyllus) expostas ao Cu em sistema hidrop6nico em casa
de vegetacéo.

2.2 Objetivos Especificos

o Avaliar variaveis morfofisiologicas de plantas de Cedrela fissilis e
Handroanthus heptaphyllus expostas a diferentes concentracGes de Cu;

o Verificar o comportamento sensivel ou tolerante das plantas de C. fissilis e H.
heptaphyllus em diferentes concentragdes de Cu em sistema hidroponico;

o Avaliar os efeitos do Cu sobre o sistema antioxidante de plantas de C. fissilis e
H. heptaphyllus;

o Determinar as concentragcdes de Cu nos tecidos de plantas de C. fissilis e H.

heptaphyllus apos exposigéo ao Cu.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cedrela fissilis Vell

Cedrela fissilis € uma espécie arbérea conhecida popularmente como cedro,
nativa do Brasil, pertencente a familia Meliaceae. Tem ocorréncia em praticamente todo
0 pais, principalmente em florestas semideciduas, Floresta Ombréfila mista e em menor
quantidade na Floresta Ombrofila Densa pluvial da Costa Atlantica. E uma espécie
pioneira encontrada em capoeiras e tem preferéncia por solos profundos e umidos, como
vales e planicies (LORENZI, 2014). De acordo com o mesmo autor, a obtencdo de
sementes de cedro é através da colheita dos frutos diretamente da arvore, assim que
estes abrirem espontaneamente. Apos, deve-se expor os frutos ao sol (horario ambiente
ventilado) para abrir totalmente e liberar a semente. A semente possui em média um
ciclo de 4 meses e um quilo de frutos de cedro apresenta em torno de 21.000 unidades
de sementes.

O cedro possui grande importancia econémica, sendo usado em grande escala na
industria madeireira, devido a suas propriedades. O cedro esta em quarto lugar dentre as
espécies que sdo mais exportadas, perdendo apenas para o Swietenia macrophylla
(mogno), Hymenaea courbaril (jatoba) e Virola surinamensis (virola), além de estar em
crescente com o0 mercado internacional de madeiras (ANGELO et al., 2001).

O nome Cedrela deriva de Cedrus, a arvore que exala perfume parecido com o
legitimo cedro. Cedro deriva do grego kedros, que significa purificar, perfumar,
queimar o lenho do cedro que é utilizado para perfumar ambientes. Ja a espécie fissillis
vem do latim, que significa facil de rachar (KLEIN, 1984).

Sua forma bioldgica é caracterizada por ser uma arvore decidua e na idade adulta
apresenta altura de 200 a 300 cm de DAP. Quando esmagadas as partes da planta
apresentam odor de alho (OLIVEIRA, 1991; RODRIGUES, 2001).

Seu tronco é cilindrico, pouco tortuoso ou reto, ndo apresenta sapopemas, ou
pouco desenvolvidas. Seu fuste é de até 15 m de comprimento. Sua ramificagdo é
dicotdbmica com copa alta, multipla e densa. Apresenta casca de até 40 mm de
espessura. A casca externa apresenta cor marrom, bem tipica com fissuras longitudinais
largas e profundas e a casca interna é amarelada ou avermelhada, com cheiro agradavel
(IVANCHECHEN, 1988).

O género Cedrela sp. apresenta madeira considerada leve a moderadamente

pesada, com densidade de 0,55 g/cm3, macia para o corte e relativamente duravel em
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ambiente seco. O alburno é caracterizado por possuir cor branca a rosado diferenciando
do cerne (LORENZI, 1992). Sua madeira tem diversas finalidades como marcenaria,
forros, molduras, esquadrias, constru¢do aeronautica e naval e instrumentos musicais
(RIZZINI, 1981).

Cedrela sp. possui parénguima na qual se difere a olho nu, com faixas regulares,
vasos médios a grandes predominantemente isolados. Os raios sdo pouco visiveis a olho
nu (MAINIERI et al., 1983). Na forma de residuo, o cedro é utilizado como lenha,
considerada de boa qualidade (REITZ, 1984). Além disso, a casca do cedro € usada para
fins medicinais, como combate a febre, tonica e adstringente (CARVALHO, 1994).

Em relacdo a fenologia, esta espécie floresce de agosto a setembro. Seus frutos
estdo totalmente maduros quando a arvore esta completamente sem folhas, durante
junho a agosto (LORENZI, 2014). O cedro é considerado uma espécie alégama, sendo
polinizado por mariposas e abelhas devido suas flores possuirem um forte aroma
(CARVALHO, 1994). O grupo ecoldgico ou sucessional da espécie é secundaria inicial
(VACCARO et al., 1999), secundaria tardia (AGUIAR et al., 2001), aclimax (MOTTA
et al., 1997) ou espécie climax exigente de luz (PINTO, 1997). A dispersédo dos frutos e
sementes da espécie C. fissilis é pela queda das sementes no solo, dentro do fruto ou
pela acdo do vento (ALCANTARA et al., 1997; BRINA, 1998).

Os solos profundos, Umidos, bem drenados e com textura argilosa a
arenoargilosa sdo as caracteristicas mais favoraveis ao desenvolvimento da espécie.
Solos pedregosos, rasos e areas de lencol freatico superficial ndo sdo os ideais
(LORENZI, 2014).

A principal praga na cultura de cedro, seja em viveiros florestais, plantios em
escala menor ou na regeneracdo natural, € o atague as gemas apicais pela Hypsipyla
grandella (broca-do-cedro) que pode em casos extremos levar a morte das plantas
(CARVALHO, 2008).

3.2 Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos

Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos é da familia Bignoniaceae, cujo nome
popular é ipé-roxo ou pau-d'arco-roxo. Sua altura pode atingir até 30m, apresenta
inflorescéncias paniculas de cor roxa e os frutos sdo do tipo deiscente do tipo Siliqua.

Suas sementes sdo dispersas pelo vento (LORENZI, 2008).
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E uma arvore nativa, porém ndo é endémica do Brasil. Sua distribuicdo
fitogeografica € na Caatinga, biomas Amazénia, Cerrado, Pantanal e Mata Atlantica.
(LOHMANN, 2019).

A espécie apresenta exuberante florescimento nos meses de junho a agosto, por
isso, ttm um grande potencial paisagistico e também é recomendada para recuperacao
de éreas degradadas (SAMBUICHI et al., 2009). Os insetos polinizadores adoram suas
flores, sendo uma grande fonte nos meses secos do ano (PEREIRA, 2012).

A éarvore apresenta uma madeira de boa durabilidade e de alta densidade,
resistindo ao intemperismo. E utilizada para diversos fins, como para a construcao civil,
aplicacdes externas e na fabricacdo de instrumentos musicais (LORENZI, 2008; SILVA
et al., 2006). A espécie também apresenta varias aplicacfes na medicina, como relatam
diversos autores, como a utilizacdo da entrecasca nos tratamentos odontologicos
caseiros, além de ser usado para melhorar o apetite, limpar o organismo, em alergias,
inflamacdes e cicatrizagdes (BORBA; MACEDO, 2006; GONCALVES; PASSA, 2015;
SHANLEY; MEDINA, 2005). O Ipé-roxo foi a primeira arvore do Cerrado a ter o
genoma sequenciado devido a grande importancia ecoldgica no bioma. Com isso, no
futuro é possivel realizar o plantio comercial dessa espécie sem que ocorra a exploracédo
predatoria (EMBRAPA, 2019).

3.3 COBRE

3.3.1 Cobre no solo

O solo contaminado por metal torna-se um problema ndo apenas ambiental, mas
também social e econdmico. Areas de producdo de uvas, como a serra gadcha, por
exemplo, utilizam muitos produtos fitossanitarios com adubacdo a base de cobre (Cu),
contribuindo para que haja 0 acimulo deste metal no solo. Este metal, quando em
excesso, pode se tornar um grave problema no desenvolvimento das plantas,
interferindo nos mecanismos morfofisioldgicos e bioquimicos, agindo diretamente na
producdo, podendo também causar toxidez aos microrganismos do solo, diminuindo
assim os minerais de residuos vegetais (MACKIE et al., 2012; MIOTTO et al., 2014). O
teor de matéria organica, pH, e 6xidos de Fe e Al afetam a concentracdo de Cu no solo
(ALLEONI et al., 2005; MCGRATH et al.,, 2014; GONCALVES et al., 2016;
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CHILESHE et al., 2019), sendo que 0 mesmo é absorvido na forma idnica (Cu*?) pelas
plantas (MARSCHNER, 1995; YRUELA, 2009).

O sistema solo-planta do metal Cu se da por um sistema dindmico e complexo,
afetando o fator do meio, e a pouca mobilidade no solo faz com que este metal fique na
superficie, em area de agricultura, dificultando a absorcdo em perfile em pH acima de
6,0 da solucgéo ocorre o favorecimento da sua retencdo (OORTS, 2013). A faixa entre 5
a 20 mg kg na matéria seca de Cu é essencial para o pleno desenvolvimento da planta,
contribuindo no processo de fotossintese, como componente da plastocianina, do
carregamento de elétrons e da parede celular lignificada, por exemplo. Porém, o limite
do dano ao beneficio depende do quanto cada espécie absorve (PRADO, 2008; TAIZ;
ZEIGER, 20009).

Na possibilidade de amenizar os efeitos do Cu acumulado no solo, ha diversos
estudos que citam a técnica de fitorremediacdo. Esta técnica proporciona a escolha de
espécies adequadas para ajudar na ciclagem natural do elemento Cu. Portanto, as
espécies vegetais selecionadas com potencial de extracdo ou diminuicdo do efeito
poluente do metal em areas contaminadas interferem diretamente em pesquisas que
visem o aprimoramento da técnica de fitorremediacdo, de modo que seja viavel ao meio

ambiente.

3.3.2 Efeito do Cobre nas plantas

O elemento Cu é essencial a todos os seres vivos, incluindo os humanos, em
razdo de atuar como cofator de varias metaloenzimas participantes na formacdo da
hemoglobina e metabolismo de carboidratos, xenobidticos e drogas, além de
mecanismos de antioxidacao celular (ATSDR, 2004). O Cu age como cofator de varias
enzimas tais como superdxido dismutase (SOD), lacases, amino oxidase e
plastocianinas. Também atua em atividades moleculares, na transcricdo, mobilizagéo de
ferro e na fosforilagcdo oxidativa. Contudo, quando estiver em excesso no solo, este
elemento pode prejudicar severamente as plantas incorporando grupos sulfidrila nas
proteinas e estimulando a peroxidacgdo lipidica das membranas celulares (YRUELA,
2005). O Cu é um micronutriente essencial as plantas, porém é um metal pesado, pois
sua alta concentracdo no solo pode ser danosa as plantas, animais, humanos e aos
microrganismos. A quantidade natural de Cu em solos é variavel, pois depende da

rocha matriz e dos processos de formacdo do solo (fisico-quimico e
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biolégico) sobre a rocha e esta principalmente associado a fase solida do
solo (CETESB, 2007).

O cobre atua como elemento estrutural de proteinas, envolvidas na cadeia
transportadora de elétrons, cloroplastos e na mitocondria e, também na resposta ao
estresse oxidativo em plantas (GRATAO et al., 2005; YRUELA, 2009). O Cu esta
presente em produtos e residuos de muitas atividades agricolas, industriais e urbanas.
Com isso, pode ocorrer a contaminacdo da agua e do solo. Entre as atividades
poluidoras de Cu com grande potencial estdo a mineracdo, lodo de esgoto, dejetos de
suinos e areas de vitinicultura (ARREDONDO; NUNEZ, 2005).

A toxidade do Cu nas plantas pode restringir o desenvolvimento radicular,
causar clorose nas folhas mais jovens, causando danos fisiol6gicos, nutricionais e
hormonais (EMAM-VERDIAN et al., 2015). As plantas por sua vez, apresentam
mecanismos de tolerancia para reduzir os danos causados por essa contaminacao de
metal (BHARGAVA et al., 2012). A planta pode evitar o estresse causado pelo metal
através da imobilizacdo por meio da participacdo de micorrizas, sequestro ou
complexacdo por exsudatos de raizes (CAMBROLLE et al., 2015; DE CONTI et al.,
2019). Os metais sdo imobilizados nas paredes celulares e retidos nas raizes nos tecidos
nas plantas, evitando que sejam alocados para a parte aérea (EMAMVERDIAN et al.,
2015; SILVA et al.,, 2018). O Cu quando em excesso pode provocar a toxidez as
plantas, e com isso pode causar 0 estresse oxidativo por meio da geracdo de espécies
reativas ao oxigénio, como radicais hidroxila (OH™), anion superéxido (O2) e perdxido

de hidrogénio (H,0,), com consequéncias a0 DNA, por exemplo (DE VOS et al., 1992;
SALISBURY; ROSS, 1992). As plantas podem apresentar efeitos negativos como na

fisiologia e nos nutrientes em razdo desses efeitos toxicos, 0s quais acarretam
dificuldades no desenvolvimento e estabelecimento quando estiverem sendo cultivadas
em solos que apresentem alto teor de Cu disponivel (MARSHNER, 1995; SANTOS et
al., 2004). Apesar disso, a vegetacdo torna-se uma alternativa na recuperacdo de solos
com altas doses desse elemento, ao mesmo tempo que o Cu pode atuar no ciclo
biolégico e desempenhar efeitos nocivos as mesmas (SALT et al., 1995; KABATA-
PENDIAS; MUKHERJEE, 2007).

Com isso, as especies arboreas podem diminuir a lixiviacdo, reduzir a eroséo e

acumular matéria organica ao solo, levando a complexacdo dos metais pesados. Em
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contrapartida, as arvores podem acidificar o solo, produzindo assim matéria organica

soluvel causando a lixiviagdo de metais.

3.3.3. Fitorremediacéo

A fitorremediacdo é uma estratégia bastante empregada quando o objetivo €
restauracdo de cobertura vegetal em area contaminada de metais toxicos. Esta técnica
envolve a remogdo ou retencdo de metais tdxicos e reducdo da erosdo do solo. As
espécies arboreas sdo escolhidas para tal finalidade, pois possuem alto acimulo de
biomassa e um sistema radicular denso e com isso imobilizam os metais nos tecidos da
planta, retardando seu retorno ao solo (KANG et al., 2018).

As plantas sdo capazes de responder as modificagdes que acontecem no
ambiente que habitam. Quando essas alteracGes excedem o limite de sua adaptacdo ou
passam a ser limitantes a sua sobrevivéncia, estas criam mecanismos de respostas e
apresentam caracteristicas morfolégicas incomuns, com isso possuem potencial como
plantas indicadoras de riscos ambientais (JOANNA, 2006). As plantas podem indicar a
qualidade do ar, solo e da agua. Quando a qualidade do ar esta baixa, as plantas
indicadoras apresentam sintomas visuais, essencialmente na perda da coloracdo verde
das folhas (SCHREIBER et al., 2013). A qualidade do solo diz respeito a plantas mais
adaptadas a algumas condi¢des como umidade, pH, temperatura, salinidade e
fertilidade. Na Amazbnia, por exemplo, espécies como Portulaca oleracea L. e
Commelina erecta L., indicam solos férteis (COSTA et al., 2011; TAMIOZZO et al.,
2012; JUNQUEIRA et al., 2013). Ja a qualidade da agua pode ser indicada por plantas
macrofitas, sendo que em rios ricos em nutrientes e pH neutros estas se desenvolvem
em grande quantidade, entretanto quando houver poucos nutrientes e pH é&cido, a
populagéo de plantas reduz, como em Pistia stratiotes L. e Salvinia auriculata Aubl.
(LOPES et al., 2015).

A técnica de fitorremediagdo permite recuperar areas contaminadas por metais
com menor custo de gestdo, além de manter a protecdo ambiental e gerar retorno
econémico por meio de produtos florestais (SHUKLA et al., 2011). Porém, quando ha
excesso de metais no solo pode ocorrer danos na fase inicial de crescimento e
desenvolvimento das espécies arbdreas (SOUZA et al., 2012).

Aspectos como tolerancia, acimulo e a translocacdo de metais pesados para a

parte aérea sao caracteristicas essenciais na selecéo de espécies fitorremediadoras (FAN
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et al., 2011), tornando assim a implementacdo da fitorremediacdo bem-sucedida
(HUSSAIN et al., 2017).

4 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGUIAR, O. T. de; PASTORE, J. A.; ROCHA, F. T.; BAITELLO, J. B. Flora
fanerogdmica de um trecho da floresta densa secundaria no Parque Estadual da Serra do
Mar — Nucleo Cunha/Indaid — Cunha (SP). Revista do Instituto Florestal, Sdo Paulo, v.
13,n.1, p. 1-18, 2001.

ALCANTARA, J. M. et al. Analise de la dispersion de semillas de Cedrela fissilis en el
bosque nativo de Misiones. Yvyrareta,Eldorado, n. 8, p. 16-21, 1997.

ALLEONI, L. R. F. et al. <b>Atributos do solo relacionados a adsorcdo de cadmio e
cobre em solos tropicais</b&gt; - DOI: 10.4025/actasciagron. v27i4.1348. Acta
Scientiarum. Agronomy, v. 27, n. 4, p. 729-737, 7 abr. 2008.

ANGELO, H.; BRASIL, A.A.; SANTOS, J. Madeiras tropicais: analise econdbmica das
principais espécies florestais exportadas. Acta Amazonica, v.31, n.2, p.237-248, 2001.

ARREDONDO, M.; NUNEZ, M.T. Iron and copper metabolism. Molecular Aspects of
Medicine, 26: 313-327, 2005.

ATSDR - Toxicological profile for copper. New York, Agency for Toxic Substances
and Disease Registry, 314 p., 2004.

AUGUSTO, A. S. et al. Bioacumulacdo de Metais Pesados em Brassica juncea: Relagéo
de Toxicidade com Elementos Essenciais. Revista Virtual de Quimica, Niterdi, v.6, n.
5, p. 1221-1236, 2014.

BHARGAVA, A. et al. Abordagens para fitoextracdo aprimorada de metais pesados.
Journal of Environmental Management. 105, 103-120. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.jenvman.2012.04.002, 2012.

BORBA, A. M.; MACEDO, M. Plantas medicinais usadas para a saude bucal pela
comunidade do bairro Santa Cruz dos Guimaraes, MT, Brasil. Acta Botanica Brasilica.
v. 20, n. 4, p. 771- 782. 2006.

BRINA, A. E. Aspectos da dinamica da vegetacdo associada a afloramentos calcarios na
APA Carste de Lagoa Santa, MG. Belo Horizonte: Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, 1998. 105p. Dissertacdo Mestrado.

CAMARGO, F. A. O. et al. Uso de microrganismos para a remediacdo de metais.
Topicos Especiais em Ciéncia do Solo, Vigosa, v.5, p. 467 — 496, 2007.

CAMBROLLE, J. et al. Evaluating wild grapevine tolerance to copper toxicity.
Chemosphere, v.120, p.171-178.https://doi.org/10.1016/j. Chemosphere.2014.06.044,
2015.



22

CARVALHO, P.E.R. Espécies Arboreas brasileiras. Brasilia, DF: Embrapa Informacéo
Tecnoldgica; Colombo: Embrapa Florestas, 2003. v. 1. Colombo, PR Outubro, 2008.

CARVALHO, P. E. R. Espécies Florestais Brasileiras: recomendaces silviculturais,
potencialidades e uso da madeira. Colombo: Embrapa. 1994. 640 p.

CARVALHO, P.E.R. Espécies Arboreas brasileiras. Brasilia, DF: Embrapa Informacéo
Tecnoldgica; Colombo: Embrapa Florestas, 2003. v. 1. Colombo, PR Outubro, 2008.

CETESB [Centro Tecnoldgico de Saneamento Ambiental] (2007) - Variaveis de
qualidade das aguas (em linha). Sdo Paulo, Secretaria Estadual do Meio Ambiente.
(Acesso em 10.05.2021). Disponivel em < http://www.cetesb.sp.gov.br/agua/
rios/variaveis.asp >.

CHILESHE, M. N. et al. 2019. Caracteristicas fisico-quimicas e concentracdes de
metais pesados de residuos de minas de cobre na Zambia: implicacdes para o risco de
poluicdo e restauracdo. Journal of Forestry Research. 1-11https://doi.org/10.1007/s11676-
019-00921-0.

COSTA, R.S.C. et al. Levantamento de plantas daninhas em cafezais, em solos com
diferentes niveis de fertilidade em Rondonia. Porto Velho: Embrapa Rond6nia, 2011.
4p. (Comunicado Técnico, 367).

DE CONTI, L. et al. Consércio de videiras jovens com gramineas nativas para
fitorremediacdo de solos contaminados com Cu. Chemosphere, v.216, p.147-
156.https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2018.10.134, 2019.

DE VOS, C. H. R.; VONK, M. J.; SCHAT, H. Glutathione depletion due to copper
induced phytochelatin synthesis causes oxidative stress in Silene cucubalus. Plant
Physiology, Bethesda, v. 98, n. 3, p. 853-858, Mar. 1992.

EMAMVERDIAN, A. et al.Stress de metais pesados e alguns mecanismos de resposta de
defesa da planta. The Scientific World Journal. 756120.https://doi.org/ 10.1155 /
2015/756120, 2015.

EMBRAPA - Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria. Manual de analises
quimicas de solos, plantas e fertilizantes. 2. ed. rev. ampl. Embrapa Informacao
Tecnologica: Brasilia, 2009. 627p.

FAN, K.C. et al. 2011. Acimulo de cadmio e tolerancia de mudas de mogno (Swietenia
macrophylla) para aplicagdes de fitoextragdo. Journal of Environmental Management,
v. 92, p.2818-2822.https://doi.org/10.1016/j. jenvman.2011.06.032.

GONCALVES, DAM et al. Adsorcdo de cadmio e cobre em solos representativos da
Amazbnia Oriental. Brasil. Semina. Ciéncias Agrarias, v. 37, p.3005.
https://doi.org/10.5433/1679-0359.2016v37n5p3005, 2016.



23

GRATAO, P. L. et al. A. Making the life of heavy metal-stressed plants a little easier.
Functional Plant Biology, v. 32, n. 6, p. 481-494, 2005.

HUSSAIN, S. et al. 2017. Tolerancia ao arsénio e potencial de fitorremediacdo de
Conocarpus erectus L. e Populus deltoides L. International Journal of
Phytoremediation, v.19, p.985-991.https://doi.org/ 10.1080 / 15226514.2017.1303815.

IVANCHECHEN, S. L. Estudo morfoldgico e terminoldgico do tronco e “casca” de
30 espécies arboreas em floresta ombrofila mista. Curitiba: Universidade Federal do
Parana, 1988. 221p. Tese Mestrado.

JOANNA, B. Bioindicators: types, development, and use in ecological assessment and
research. Environmental Bioindicators, v.1, n.1, p. 22-39, 2006.

JUNQUEIRA, A.C. et al. Sistemas agroflorestais e mudangas na qualidade do solo em
assentamento de reforma agraria. Revista Brasileira de Agroecologia, v.1, n.8, p.102-
115, 2013.

KABATA-PENDIAS, A.; MUKHERJEE, A. B. Trace elements from soil to human.
New York: Springer, 2007, 450 p.

KANG, K. Y., LEE, J. J., KIM, P. J.,, YOON, H. S., KIM, J. S. & LEE, B. H. AHSAN,
N., LEE, D. G., LEE, S. H. 2018. Excess copper induced physiological and proteomic
changes in germinating rice seeds. Chemosphere, 67(6): 1182-1193.

KLEIN, R. M. Meliaceas. Itajai: Herbario Barbosa Rodrigues, 1984. 140p. (Flora
llustrada Catarinense).

LOHMANN, L. G. Bignoniaceae in Lista de Espécies da Flora do Brasil. Jardim
Botanico do Rio de Janeiro, 2019. Disponivel em:
<http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobras il/FB114086>. Acesso em: 03 de junho
2021.

LOPES, A. et al. Conhecendo as macrofitas aquaticas da Amazodnia. In: LOPES, A
PIEDADE, M.T.F. (Org.). Conhecendo as areas imidas amaz6nicas: uma viagem pelas
varzeas e igap6s. Manaus: Editora INPA p.53-62, 2015.

LORENZI, H. Arvores brasileiras: manual de identificacdo e cultivo de plantas arb6reas
do Brasil. 4 ed. Nova Odessa: Instituto Plantarum,v.1, p.368, 2002.

LORENZI, H. Arvores brasileiras: Manual de identificacdo e cultivo de plantas
arboreasNativas do Brasil. 5 ed. Nova Odessa-SP: Instituto Plantarum de Estudos da
Flora LTDA, 2008. 384 p.

LORENZI, H. Arvores brasileiras: manual de identificacio de plantas arboreas nativas
do Brasil. 6. ed. S&o Paulo: Editora Plantarum, v.1, 2014. p.266.

LORENZI, H. Arvores brasileiras: manual de identificacio e cultivo de plantas arboreas
nativas do Brasil Nova Odessa: Plantarum, 1992.



24

MACKIE, K. A.; MULLER, T.; KANDELER, E. Remediation of copper in vineyards e
A mini review. Journal Environmental Pollution, California, n. 167, p. 16-26. 2012.
DOI: 10.1016/j.envpol.2012.03.023.

MAIA-SILVA, C. et al.Guia de Plantas Visitadas por Abelhas na Caatinga. Editora
Fundacao Brasil Cidadao, Fortaleza-CE,1? Edicdo. 2012.

MAINIERI, C.; ANGYALOSSY ALFONSO, V. Manual de identificacdo das
principais madeiras comerciais brasileiras. Sdo Paulo: IPT, 1983.

MARSCHNER, H. Mineral nutrition of higher plants. London: Academic Press, 1995.
889 p.

MCGRATH, JM, SPARGO, J., PENN, CJ, 2014. Fertilidade do solo e nutricdo das
plantas. In: Encyclopedia of Agriculture and Food Systems, pp. 166-
184 .https://doi.org/ 10.1016 / B978-0-444-52512-3.00249-7.

MILNER, M. J.; KOCHIAN, L. V. Investigating heavy-metal hyperaccumulation using
Thlaspi caerulescens as a model system. Annals of Botany, v. 102, n.1, p. 3- 13, 2008.

MIOTTO, A. et al. Copper uptake, accumulation and physiological changes in adult
grapevines in response to excess copper in soil. Plant and Soil, v. 374, p. 593-610, 2014.
DOI: 10.1007/s11104-013-1886-7

MOREIRA, F.M.S.; SIQUEIRA, J.O. Microbiologia e bioquimica do solo. Lavras: Ed.
UFLS, 2006. 625 p.

MOTTA, M. L. e; BENVENUTTI, R. D.; ANTUNES, E. C. Aplicacdo dos estudos
fitossociologicos ao reflorestamento ciliar do Vale do Rio Turvo-GO. In: SIMPOSIO
NACIONAL DE RECUPERACAO DE AREAS DEGRADADAS, 3., 1997, Ouro Preto.

OLIVEIRA, V. P. de. Levantamento fitossociologico das espécies arbdreas nativas de
uma comunidade da floresta estacional semidecidual do Municipio de Guapirama —
Norte Pioneiro do Parana. 1991. 79 f. Tese (Especialista em Ecologia) Fundacao
Faculdade Estadual de Filosofia, Ciéncias e Letras de Guarapuava — Guarapuava.

OORTS, K. Copper. In: ALLOWAY, B. J. (ed.) Heavy Metals in Soils - trace metals and
metalloids in soils and their bioavailability. 3th Edition Springer Environmental
Pollution, v. 22. 2013. p. 367-394.

PEREIRA, WVS. et al. Fracionamento quimico e bioacessibilidade de elementos
potencialmente tdxicos na &rea de mineracgdo artesanal de ouro no Amazonas. J. Environ.
Manag., v. 267, p. 1-11. https://doi.org/10.1016/j. Jenvman.2020.110644, 110644, 2020.

PEREIRA, M. S. Manual técnico conhecendo e produzindo sementes e mudas da
caatinga Fortaleza. Associagdo Caatinga, 2012. 60 p.

PINTO, J. R. R. Levantamento floristico, estrutura da comunidade arbéreo-
arbustiva e suas correlagdes com variaveis ambientais em uma floresta de vale no



25

Parque Nacional da Chapada dos Guimardaes, Mato Grosso. 1997. 85 p. Dissertacéo
(Mestrado em Manejo Ambiental) - Universidade Federal de Lavras, Lavras

PRADO, R. M. Nutricdo de Plantas. Sdo Paulo: UNESP, 2008, 408p.

REITZ, R. Meliaceaes. Itajai: Herbario Barbosa Rodrigues, 1984. (Flora llustrada
Catarinense).

RIZZINI, C.T. Arvores e madeiras Uteis do Brasil: manual de dendrologia brasileira.
Sédo Paulo, E. Blucher, 1981.296p.

RODRIGUES, L. A. Estudo floristico e estrutural da comunidade arbustiva e
arborea de uma Floresta em Lumindrias, MG, e informagdes etnobotanicas da
populacdo local. 2001. 184 f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Florestal) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras.

SALISBURY, F. B.; ROSS, C. W. Plant physiology. Califérnia: Wadsworth Publishing
Company, 1992. 682 p.

SALT, D. E. et al. Mechanisms of cadmium mobility and accumulation in Indian
mustard. Plant Physiology, Rockville, v. 109, p. 1427-1433. 1995.

SAMBUICHI, R. H. R.; MIELKE, M. S.; PEREIRA, C. E. Nossas arvores:
conservacao, uso e manejo de arvores nativas no sul da Bahia: conservacdo, uso e
manejo de arvores nativas no sul da Bahia. 1 ed. llhéus-BA : Editus , 2009. 296 p.

SAMPAIO, M. T. F.; POLO, M.; BARBOSA, W. Estudo do crescimento de espécies de
arvores semideciduas em uma area ciliar revegetada. Revista Arvore, Vicosa, v. 36, n. 5,
p. 879-885, 2012.

SANTOS, H. P. et al. Comportamento fisiolégico de plantas de aveia (Avena strigosa)
em solos com excesso de cobre. Bento Goncalves: EMBRAPA Uva e vinho, 2004. 10 p.
(Comunicado Técnico n. 49).

SARWAR, N. et al. Estratégias de fitorremediagdo para solos contaminados com metais
pesados: modificacbes e perspectivas futuras. Chemosphere, v. 171, p. 710-
721.https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2016.12.116, 2017.

SCHREIBER, F. et al. Plantas indicadoras de clomazone na fase vapor. Ciéncia Rural,
Santa Maria-RS, v.43, n.10, p.1817-1823, 2013.

SCHULZE, M. et al. Evaluating ipé (Tabebuia Bignoniaceae) logging in Amazonia:
sustainable management or catalyst for forest Degradation? Biological Conservation,
v.141, p.2071-2085, 2008.

SHANLEY, P.; MEDINA, G. Frutiferas e plantas Uteis na vida amazénica. 1 ed.
Belém-PA: CIFOR, Imazon, 2005. 300 p.



26

SHUKLA, OP. et al. 2011. Respostas de crescimento e capacidades de acumulacdo de
metal de plantas lenhosas durante a fitorremediacdo de lodo de curtume. Waste Manag.,
v. 31, p.115-123.https://doi.org/10.1016/j. Wasman.2010.08.022.

SILVA, J. O. E.; PASTORE, T. C. M.; PASTORE JUNIOR, F. Resisténcia ao
intemperismo artificial de cinco madeiras tropicais e de dois produtos de acabamento.
Ciéncia florestal, Santa Maria-RS, v. 20, n. 1, p. 17-23, 2006.

SILVA, ICB. et al. Crescimento, resposta bioquimica e estado nutricional de Angico-
Vermelho (Parapiptadenia rigida (Bentham) Brenan) sob aplicacdo de corretivo de solo
em solo contaminado com Cu. Int. J. Phytoremediation, v. 20, p. 1380-
1388.https://doi.org/10.1080/15226514.2018.1474438. 2018.

SOUZA, SCR. et al. Tolerancia ao chumbo e potencial de fitorremediacdo de
leguminosas arboreas brasileiras na fase de plantula. J. Environ. Manag., v. 110, p. 299-
307.https://doi.org/10.1016/j. jenvman.2012.06.015, 2012.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia Vegetal. 4. ed. Porto Alegre: Artmed, 2009, 848p.

TAMIOZZO, S.; LIMA, S.L.; THEODORO, V.C.A. Diagndstico da qualidade do solo
em agroecossistemas de pastagem por meio da ocorréncia da vegetacdo espontanea
como indicador biolégico. Revista de Ciéncias Agro-Ambientais, v.10, n.2, p.183-
192, 2012.

VACCARO, S.; LONGHI, S. J.; BRENA, D. A. Aspectos da composi¢do floristica e
categorias sucessionais do estrato arboreo de trés subseres de uma floresta estacional
Decidual, no Municipio de Santa Tereza - RS. Ciéncia Florestal, Santa Maria, v.9, n.1,
p.1-18, 1999.

YRUELA, I. Copper in plants. Brazilian Journal of Plant Physiology, Londrina, v. 17,
n. 1, p. 145- 156, jan/mar. 2005.

YRUELA, I. Copper in plants: acquisition, transport and interactions. Functional Plant
Biology, v. 36, p. 409-430, 2009.



27

5 MANUSCRITOS

Os resultados e discussdo deste trabalho serdo apresentados em dois

manuscritos, como segue:

Manuscrito I: POTENCIAL BIOINDICADOR DE MUDAS DE Cedrela fissilis EM
AREAS CONTAMINADAS POR COBRE.

Manuscrito II: Handroanthus heptaphyllus E UMA ESPECIE TOLERANTE AO
COBRE EM SISTEMA HIDROPONICO.



6 MANUSCRITO | - POTENCIAL BIOINDICADOR DE MUDAS DE Cedrela
fissilis EM AREAS CONTAMINADAS POR COBRE.

RESUMO

AUTORA: Caroline Castro Kuinchtner
ORIENTADOR: Luciane Almeri Tabaldi

A contaminacdo por metais toxicos ocasiona grandes consequéncias ambientais. Dentre
estes elementos, o cobre (Cu) é danoso ao desenvolvimento das plantas quando atinge
altos niveis de contaminacdo no solo, podendo ocorrer perdas ou supressdo da
vegetacdo, por isso a identificagdo de espécies resistentes a esta contaminagdo auxilia
no processo de revegetacdo e descontaminacdo destes locais. Nesse sentido, o estudo
teve como objetivo caracterizar a morfofisiologia e bioquimica de plantas de Cedrela
fissilis (cedro) expostas ao Cu, cultivadas em sistema hidropénico em casa de
vegetacdo. As mudas com 10 cm de altura foram transferidas para o sistema
hidropdnico para aclimatacdo em solucdo nutritiva completa. Apds o periodo de
aclimatacdo (sete dias) foram adicionadas as seguintes concentracdes de Cu a solucéao
nutritiva: 0, 2, 4, 6 e 8 mg L. A espécie permaneceu exposta por 21 dias ao Cu, e,
durante este periodo, foram realizadas medi¢des de comprimento de raiz e parte aérea
antes e depois da aplicacdo de Cu. Apds os 21 dias avaliou-se as variaveis
fotossintéticas e foram coletadas separadamente parte aérea e radicular das mudas para
avaliacdo das analises dos atributos morfoldgicos (incremento no numero de folhas,
altura e comprimento de raizes, biomassa seca, varidveis morfoldgicas do sistema
radicular e area foliar), bioquimicos (enzimas antioxidantes, peroxidacdo lipidica,
contetdo de perdxido de hidrogénio e pigmentos fotossintéticos) e concentracdo de Cu
nos tecidos. Observou-se que as concentracdes de Cu afetaram de forma negativa o
incremento em parte aérea, em raizes, no nimero de folhas, na taxa de assimilacéo
liqguida (A), condutancia estomaética (Gs), taxa transpiratoria (E), e eficiéncia de
carboxilacdo da rubisco (A/Ci). De uma forma geral, o Cu promoveu aumento na
atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase e guaiacol peroxidase. A
peroxidacao lipidica nas raizes foi maior conforme o aumento das concentracGes de Cu.
Além disso, observou-se um maior teor de Cu somente nas raizes de mudas de C. fissilis
com o aumento da concentracdo de Cu no meio de crescimento. Portanto, a presenca de
Cu na solucdo nutritiva alterou negativamente as variaveis bioguimicas e fisioldgicas
das mudas de C. fissilis, sendo prejudiciais ao crescimento das mesmas, € com isso,
observou-se um comportamento sensivel da espécie. Devido a essas caracteristicas, as
mudas deC. fissilis podem ser utilizadas como sinalizadoras de areas contaminadas.

Palavras-chave: Cedro. Elemento essencial. Espécie nativa. Metal. Toxidez.
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ABSTRACT

BIOINDICATOR POTENTIAL OF Cedrela fissilis SEEDLINGS IN COPPER
CONTAMINATED AREAS.

AUTHOR: Caroline Castro Kuinchtner
ADVISOR: Luciane Almeri Tabaldi

Contamination by toxic metals has great environmental consequences. Among these
elements, copper (Cu) is harmful to the development of plants, when it reaches high
levels of contamination in the soil, with possible loss or suppression of vegetation, so
the identification of resistant species to this contamination helps in the process of
revegetation and decontamination of these locations. In this sense, the study aimed to
characterize the morphophysiology and biochemistry of Cedrela fissilis (cedro)
seedlings exposed to Cu, grown in a hydroponic system in a greenhouse. The 10 cm tall
seedlings were transferred to the hydroponic system for acclimatization in a complete
nutrient solution. After the acclimation period (seven days) the following Cu
concentrations were added to the nutrient solution: 0, 2, 4, 6 and 8 mg L. The species
remained exposed to Cu for 21 days, and during this period measurement of root and
shoot length were performed before and after Cu application. After 21 days,
photosynthetic variables were evaluated and shoot and roots of the seedlings were
separately collected to evaluate the analysis of morphological attributes (increase in the
number of leaves, height and length of roots, dry biomass, morphological variables of
the root system and area foliar), biochemicals (antioxidant enzymes, lipid peroxidation,
hydrogen peroxide content and photosynthetic pigments) and tissue Cu concentration. It
was observed that Cu concentrations negatively affected the increase in shoot, roots,
number of leaves, net assimilation rate (A), stomatal conductance (Gs), transpiration
rate (E), and efficiency of rubisco carboxylation (A/Ci). In general, Cu promoted an
increase in the activity of the antioxidant enzymes superoxide dismutase and guaiacol
peroxidase. The lipid peroxidation in the roots was higher as the Cu concentrations
increased. Furthermore, a higher Cu content was observed only in the roots of C. fissilis
seedlings with an increase in the Cu concentration in the growth medium. Therefore, the
presence of Cu in the nutrient solution negatively altered the biochemical and
physiological variables of C. fissilis seedlings, being harmful to their growth, and thus, a
sensitive behavior of the species was observed. Due to these characteristics, C. fissilis
seedIngs can be used as markers of contaminated areas.

Keywords: Cedro. essential element, native species. metal. toxicity
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6.1 INTRODUCAO

Atualmente, uma adversidade que estd em ascensao, e esta se tornando um grave
problema ao meio ambiente é a poluicdo do solo com metais toxicos, por meio das
intensas atividades agricolas, industriais e urbanas (MELO et al., 2014). Os metais
toxicos sdo elementos que afetam as caracteristicas biologicas e fisiologicas das plantas,
prejudicando, assim o desenvolvimento das mesmas. Os metais pesados estdo
associados ao carater &cido da grande maioria dos solos brasileiros, e dentre esses
metais pode-se citar como exemplo o cobre (Cu). A contaminagdo do solo por Cu se da
principalmente em atividades antropicas, no uso de fertilizantes, estercos aviarios,
chorumes, fungicidas, bactericidas e rejeitos da mineragido (DUCIC; POLLE, 2005).

A contaminagdo por Cu é um grande problema para a produtividade das plantas
cultivadas, sendo este elemento um inibidor da absorcdo de nutrientes fundamentais,
além de causar efeitos negativos sobre o desenvolvimento e o equilibrio das plantas
qguando encontrado em excesso no ambiente (SARWAR et al., 2017). As plantas podem
apresentar alteracdo na absorcéo, translocacdo e fungdes dos nutrientes (PAIVA;
CARVALHO; SIQUEIRA, 2002). Além disso, pode ocorrer alteragdes nos processos
fisioldgicos, como a fotossintese, atividade enzimatica, respiracdo e crescimento,
influenciando a produtividade das plantas (KARENLAMPI et al., 2000). Desse modo, a
fitorremediacdo pode ser uma alternativa viavel, eficiente e de baixo custo para a
recuperacdo destes locais contaminados por Cu, sendo necessario avaliar a utilizacdo de
plantas resistentes e/ou tolerantes (ANDREAZZA et al., 2011).

Uma espécie interessante para ser estudada na fitorremediacdo é a Cedrela fissilis
Vell., pertencente a familia Meliaceae, com nome popular de cedro, cedro-rosa ou
cedro-vermelho. Sua dispersdo é ampla, ocorrendo desde Minas Gerais até o Rio
Grande do Sul, encontrada principalmente na Floresta Atlantica, que abrange Santa
Catarina, sendo encontrada também no norte da Argentina, Panama e Costa Rica
(INOUE et al., 1984; REITZ et al., 1988). C. fissilis é conhecida como uma espécie
arborea de ampla disperso de sementes, principalmente no estado do Parana. E bastante
apreciada por ser uma das principais espéecies madeireiras da flora brasileira
(LORENZI, 2014).

Tendo em vista a contaminagdo ambiental por Cu e seus riscos & saide humana e
ao ambiente, o presente estudo teve como objetivo avaliar variaveis morfofisioldgicas e

bioquimicas em plantas de C. fissilis (Cedro) expostas ao Cu em sistema hidroponico,
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pois essa espécie tem potencial florestal e possui poucos estudos a respeito da sua

relagdo com a exposicdo ao excesso de Cu.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Area de estudo

O estudo foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) - Campus Santa Maria - RS, com
controle de temperatura a aproximadamente 25°C, e umidade do ar de 60% em média.
As andlises foram realizadas no Laboratério de Fisiologia Vegetal e Nutricdo de Plantas

do Departamento de Biologia.

6.2.2 Conducéo do experimento

Para a producdo das mudas utilizou-se sementes do subprograma Bolsa de
Sementes, do Viveiro Florestal da UFSM — Campus Santa Maria, as quais foram
semeadas em substrato comercial Carolina Soil® composto por turfa de Sphagnum e
vermiculita. Foram utilizadas bandejas plasticas (38 cm x 56 cm) como recipientes de
cultivo para germinacdo e crescimento inicial das mudas de cedro. Durante o periodo
experimental, a irrigacdo do substrato foi realizada em média a cada dois dias.

As mudas de Cedrela fissilis foram distribuidas em delineamento experimental
inteiramente casualizado. Estas mudas foram submetidas a diferentes concentracfes
equidistantes de Cu: 0 (solugdo nutritiva completa), 2, 4, 6 e 8 mg L, com quatro
repeticdes por tratamento e 16 plantas por repeticdo. A concentracdo O de Cu equivale a
concentracdo padrdo de Cu na solucdo nutritiva (concentracdo adequada de Cu). Nos
demais tratamentos, foram acrescentadas as diferentes concentragcdes de Cu na solugédo
nutritiva completa.

A partir do 15° dia ap6s a semeadura (DAS), as mudas receberam fertirrigacdo
semanal, com solucéo nutritiva completa, com pH em 5,7+0,1. A solucdo nutritiva foi
formada por (em puM) sendo: 6090,5 de Nitrogénio; 974,3 de Magnésio; 4986,76 de
Cloro; 2679,2 de Potassio; 2436,2 de Célcio; 359,9 de Enxofre; 243,592 de Fdsforo;
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0,47 de Cobre; 2,00 de Manganés; 1,99 de Zinco; 0,17 de Niquel; 24,97 de Boro; 0,52
de Molibdénio e 47,99 de Ferro (FeSO4/Na-EDTA) (HOAGLAND; ARNON, 1950).

Apos aproximadamente 3 meses da semeadura nas bandejas, e quando as mudas
estavam com altura homogénea aproximadamente de 10 cm, as mesmas foram retiradas
cuidadosamente do substrato e transferidas para o sistema hidropdnico. Em seguida,
cada muda foi acondicionada em uma bandeja com capacidade de 16 L, contendo
solucdo nutritiva completa de Hoagland; Arnon (1950). Na superficie de cada vaso foi
adicionada uma lamina de isopor, com quatro orificios centrais, para permitir a
passagem das plantas. A lamina de isopor permitiu a fixacdo das plantas, e a diminuicao
da evaporacéo da solucdo contida em cada vaso.

As mudas foram aclimatadas durante sete dias em solugdo nutritiva de
Hoagland; Arnon (1950) com 100% da sua concentracdo original. A aeracdo da solucao
em cada bandeja foi feita por microtubos de PVC conectados a um compressor de ar. Os
microtubos foram inseridos na solugdo por meio da lamina de isopor presente em cada
bandeja.

A solucdo nutritiva, na forma original, contém as seguintes concentracfes em
mg L NOs = 196; NHs = 14; P = 31; K = 234; Ca = 160; Mg = 48,6; S = 70; Fe-
EDTA =5; Cu=0,02; Zn =0,15; Mn =0,5; B =0,5; Mo = 0,01.

Apobs a aclimatacdo, procedeu-se a aplicacdo dos tratamentos, onde as mudas
permaneceram por 14 dias nas diferentes condi¢bes de disponibilidade de Cu,
totalizando 21 dias em sistema hidropdnico. As plantas foram coletadas a partir do
momento onde sintomas de toxicidade de Cu foram observados aos 21 dias,
principalmente nas maiores concentracdes de Cu. A solucdo nutritiva em cada bandeja
foi substituida duas vezes por semana, e seu pH foi ajustado diariamente para 5,7+0,1,
com HCI 1,0 mol L ou NaOH 1,0 mol L.

6.2.3 Variaveis fotossintéticas

As avaliagOes das variaveis fotossintéticas foram realizadas na terceira folha
completamente expandida, com a utilizacdo de um analisador de gas por radiagédo
infravermelho [infra red gas analyser (IRGA), Mod. Li-COR® 6400 XT] utilizando
uma radiacdo fotossintética de 1500 pmol m? s e concentragio de CO2 de 400 umol
mol™. As medigbes foram realizadas no periodo da manha entre 8:00 e 10:00 horas,

antes da coleta das plantas para as analises de crescimento. Nessa ocasido, foram
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determinadas as seguintes variaveis: taxa de assimilacdo liquida de CO. (A), taxa
transpiratdria (E), condutancia estomatica (Gs), concentracao intercelular de CO> (Ci),
eficiéncia de carboxilagdo instantanea da Rubisco (A/Ci - obtida pela razéo entre a taxa
fotossintética e a concentracdo intercelular de COy), e eficiéncia de uso da agua (EUA —

obtida pela razdo entre a taxa fotossintética e a taxa transpiratoria).

6.2.4 Determinacdo das variaveis de crescimento

Para as avaliagdes de crescimento coletou-se quatro plantas em cada unidade
experimental. Apos a coleta, as plantas foram seccionadas em parte aérea e raizes. Em
seguida, as amostras ja separadas foram encaminhadas para a determinacdo das
variaveis de crescimento.

A mensuracdo da altura da parte aérea e comprimento das raizes das mudas foi
realizada com o auxilio de uma régua milimétrica. As medidas foram executadas antes e
depois da aplicacdo dos tratamentos, assim como a contagem do numero de folhas,
sendo considerado como incremento no crescimento nesse periodo.

Para a determinagdo da massa seca da parte aérea (MSPA; g planta), massa
seca da raiz (MSR; g planta™) e massa seca total (MST = MSPA + MSR; g planta™), as
plantas foram colhidas e separadas em parte aérea e sistema radicular, lavadas em agua
corrente e secas em estufa com circulacdo forcada de ar a aproximadamente 65 °C, até
peso constante para posterior determinacdo das variaveis supracitadas.

A caracterizacdo morfologica das raizes foi obtida a partir de imagens
digitalizadas, utilizando o software WinRhizo Pro 2013 acoplado ao scanner EPSON
Expression 11000 equipado com luz adicional (TPU), com uma resolucdo de 600 DPI.
Mensurou-se 0 comprimento de raizes (cm planta™), didmetro médio radicular (mm) e

namero de ramificagdes.

6.2.5 Determinacdo das variaveis bioquimicas

Para as variaveis bioguimicas, foram coletadas 12 plantas de cada tratamento,
tendo um total de 240 plantas. Em seguida, tais plantas foram seccionadas em parte
aérea e raizes, lavadas com agua destilada, colocadas em envelopes de papel aluminio, e

congeladas imediatamente com nitrogénio liquido para evitar a degradacdo da amostra.
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As mesmas foram mantidas em ultrafreezer -80°C até o pré-preparo das amostras para
as analises. O preparo das amostras foi realizado através do processo de maceragao
manual com nitrogénio liquido, sendo que cada amostra foi macerada até obter a forma
de um po fino. Posteriormente, foi pesada em balanca digital de precisdo a quantidade
especifica para cada analise realizada, sendo: 0,05 g de amostra fresca para a
determinacdo de pigmentos das folhas, 0,5 g para enzimas antioxidantes, 0,3 g para

peroxido de hidrogénio e 0,5 g para peroxidacao lipidica.

6.2.6 Conteudo de pigmentos (clorofilas totais e carotenoides)

Para a extracdo das clorofilas totais e carotenoides utilizou-se o método de
Hiscox; Israelstan (1979), e para estima-las foi usada a equacdo de Lichtenthaler (1987).
As amostras previamente pesadas em tubos falcon de 15 mL foram dispostas em grades,
e 5 mL de dimetilsulféxido (DMSO) foi adicionado. Os tubos foram incubados a 65°C,
por aproximadamente uma hora e meia, até que o0s pigmentos se soltassem por
completo, resultando em uma solucdo de tonalidade verde escura. Posteriormente, essa
solugéo foi separada em duas repeticbes de 2 mL cada. As absorbancias da solugéo
foram medidas em espectrofotdbmetro UV-visivel (1105, Bel Photonics), nos
comprimentos de onda de 663, 645 e 470 nm, respectivamente para clorofila a, clorofila

b e carotenoides.

6.2.7 Determinacdo da atividade de enzimas antioxidantes

As enzimas antioxidantes foram determinadas por meio da adi¢cdo de 0,5 g de
amostra em 3 mL de tampéo de extracdo de homogeneizacédo (pH 7,8) 0,05 M, contendo
1 mM de EDTA e 2% (w/v) de polivinilpirrolidona (PVP). O homogeneizado foi
centrifugado a 13.000 x g por 20 minutos a 4°C em centrifuga (High-Speed
Refrigerated Centrifuge — CR22 N), e o sobrenadante foi utilizado para a determinacao
da atividade das enzimas e concentragédo de proteinas (ZHU et al., 2004).

A atividade da enzima guaiacol peroxidase (POD) foi determinada segundo
Zeraik et al. (2008), utilizando-se o guaiacol como substrato. A mistura de reacgdo
continha 1,0 mL de tampé&o fosfato de potassio (100 mM, pH 6,5), 1,0 mL de guaiacol
(15 mM) e 1,0 mL de H202 (3 mM) na cubeta de quartzo. Apds homogeneizacgéo, foi
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adicionado 50 pL do extrato da planta a esta solucdo. A atividade da enzima foi medida
através da oxidagdo do guaiacol a tetraguaiacol pelo aumento na absorbancia a 470 nm,
em intervalos de leitura de 15 segundos. Os resultados foram expressos em unidade de
enzima por mg de proteina (U mg™ proteina). Para o céalculo, foi utilizado o coeficiente
de extingdo molar de 26,6 mM™* cm™.

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi determinada de acordo com o
método espectrofotométrico descrito por Giannopolitis; Ries (1977). A mistura de
reacdo (MIX) que foi mantida no escuro, continha tampéo fosfato de potassio 50 mM
(pH 7,8), metionina 13 mM, EDTA 0,1 Mm, nitrobluetetrazélio (NBT) 75 uM e
riboflavina 2 pM. A producdo fotoquimica da formazana azul a partir do NBT foi
monitorada pelo incremento da absorbancia a 560 nm.

A reacdo foi realizada em tubos de ensaio (13 x 100 mm) a 25°C, contendo em
cada tubo 2,8 mL de mistura de reacdo (MIX), e 200 puL de extrato enzimatico das
respectivas amostras. Apds a pipetagem os tubos foram colocados em uma camara de
reacdo, sob iluminacdo de uma lampada fluorescente de 15 W. Desse modo, a reacao
teve inicio ligando-se a luz e ap6s dois minutos de iluminacéo, a reacdo foi paralisada,
desligando-se a luz, e em seguida as amostras foram lidas no espectrofotémetro UV-
visivel (1105, BelPhotonics).

Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima que inibe a
fotorreducdo do NBT em 50% (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971). No ensaio, a
riboflavina fotoquimicamente excitada € reduzida pela metionina em semiquinona, que
doa um elétron ao oxigénio, formando o radical superéxido que, por sua vez, converte

NBT em formazana azul. A superdxido dismutase catalisa esta reacao.

6.2.8 Conteudo de perdxido de hidrogénio

O contetido de perdxido de hidrogénio foi determinado de acordo com Loreto;
Velikova (2001). Amostras (0,3 g) de raizes e folhas foram homogeneizadas em 3,0 mL
de 0,1% de &cido tricloroacético (TCA). Apds a homogeneizacdo, as amostras foram
centrifugadas. Adicionou-se 0,5 mL do sobrenadante em 0,5 mL de tamp&o fosfato de
potassio (10 mM) e 1 mL de KI (1M), e foi realizada a absorbancia das amostras em
espectrofotdbmetro a 390 nm. A concentracdo de H>O. do sobrenadante foi avaliada
comparando suas leituras com uma curva padrao de calibracdo. A concentragdo de H20-

foi expressa como pmol g™ peso fresco.
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6.2.9 Peroxidacdo de lipideos de membrana

A peroxidagdo lipidica foi determinada pela concentragdo de malondialdeido
(MDA), seguindo o método de El-Moshaty et al. (1993). Amostras de folhas e raizes
(0,5 g) foram homogeneizadas em 4,0 mL de tampdo citrato de sodio (pH 6,5) e
centrifugadas. Um mL do sobrenadante foi adicionado a 1 mL de &cido tricloroacético
(TCA) 20% (w/v) contendo 0,5% (w/v) de &cido tiobarbitdrico (TBA). A mistura foi
aquecida a 95°C por 40 min e entdo resfriada em banho de gelo por 15 min,
sendocentrifugada a 10.000 x g por 15 minutos. A absorbancia do sobrenadante foi lida
a 532 e 600 nm (para corrigir a turbidez ndo especifica). A peroxidacdo lipidica foi

expressa como nmol de MDA mg* de proteina.

6.2.10 Analise de tecidos

Para a determinacdo do teor de cobre (Cu) nos tecidos das plantas de Cedrella
fissilis foi utilizado a metodologia da EMPRAPA (2009) de Digestdo nitro-perclorica
(via Umida acida). A solubilizacdo das amostras foi feita com solucdo nitro-perclérica
(&cidos nitrico -65% e perclérico -70%). A partir da digestdo nitro-percldrica pode-se
determinar, posteriormente alguns macro e microelementos, como o Cu, utilizado neste
trabalho. Os célculos de teor de Cu nos tecidos foram determinados conforme Tedesco

et al. (1995) e expressos como mg kg™

6.2.11 Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de normalidade dos erros pelo teste
de Shapiro-Wilk e homogeneidade de variancias por meio do teste de Bartlett
(STORCK et al., 2016). Apos atendimento dos pressupostos, os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias diferenciadas pelo teste de Tukey em 5%
de probabilidade de erro, utilizando-se o software estatistico SISVAR v 5.6
(FERREIRA, 2014).
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6.3 RESULTADOS

Conforme o resultado da andlise de variancia verificou-se que houve efeito (p <
0,05) para o fator avaliado (diferentes concentracbes de Cu) para as variaveis
morfologicas de crescimento.

Para as variaveis incremento em parte aérea (IPA) (Figura 1A), incremento em
raizes (IR) (Figura 1B) e incremento em numero de folhas (INF) (Figura 1C) pode-se
observar que todas as concentracbes de Cu afetaram de forma negativa essas variaveis,
ou seja, as maiores médias foram evidenciadas no tratamento controle (0 mg L),
diferindo dos demais tratamentos. Para a area foliar (Figura 1D) e massa seca da parte
aérea e das raizes (Figuras 1E e F) também se observou que as maiores médias foram
evidenciadas no controle. Entretanto, pode-se observar que a menor média para a
varidvel massa seca da parte aérea foi proporcionada pela maior concentracao de Cu (8
mg L), mas ndo diferiu das concentragtes 4 e 6 mg L™ (Figura 1E), ao passo, que 0
menor valor para a massa seca das raizes foi evidenciada na condicdo de 6 mg L de

Cu, néo diferindo da concentragdo de 4 mg L™ (Figuras 1F).
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Figura 1 - Valores médios de incremento em parte aérea (IPA) (A), incremento em raiz
(IR) (B), incremento em namero de folhas (INF) (C), area foliar (D), massa
seca da parte aérea (MSPA) (E) e massa seca da raiz (MSR) (F) em mudas
de Cedrela fissilis em resposta as diferentes concentracdes de Cu
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A aplicacdo das diferentes concentracGes de Cu resultou em efeitos negativos

mais severos para 0 comprimento de raizes (Figura 2A), area superficial de raizes
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(Figura 2B) e volume de raizes (Figura 2C), em relacdo ao tratamento controle. Por

outro lado, ndo foi observada diferencga para a varidvel didmetro de raizes independente
das concentracOes de Cu testadas (Figura 2D).
Figura 2 - Valores médios de comprimento (CTR) (A), area superficial (ASR) (B),

volume (VR) (C) e diametro de raizes (DMR) (D) em mudas de Cedrela
fissilis em resposta as diferentes concentragdes de Cu
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Houve efeito (p < 0,05) das diferentes concentragdes de Cu para as variaveis
fotossintéticas observadas no presente estudo. Observou-se que as concentra¢fes de Cu
afetaram de forma negativa a taxa de assimilacdo liquida (A) (Figura 3A), a condutancia
estomatica (Gs) (Figura 3C), a taxa transpiratoria (E) (Figura 3D) e a eficiéncia de
carboxilacdo da rubisco (A/Ci) (Figura 3F), em comparacdo ao tratamento controle.

Para a concentracéo interna de CO> (Ci), pode-se observar que as maiores médias foram
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encontradas nas concentragdes de 6 e 8 mg L™ de Cu, diferindo estatisticamente dos
demais tratamentos (Figura 3B). Porém, observou-se que o maior valor para eficiéncia
do uso da agua (EUA) foi observado na concentracdo de 2 mg L?, mas se igualou
estaticamente com o controle (Figura 3E), enquanto as concentracdes de 6 e 8 mg L de

Cu promoveram uma reducao nesta variavel, comparado com o tratamento controle.

Figura 3- Valores médios da taxa de assimilacdo liquida (A) (A), concentracdo de CO>
intercelular (Ci) (B), condutancia estomética (Gs) (C), taxa transpiratdria
(E) (D), eficiéncia do uso da agua (EUA) (E) e eficiéncia instantanea de
carboxilacdo (pela Rubisco) (A/Ci) (F) em mudas de Cedrela fissilis em
resposta as diferentes concentragdes de Cu

8- A 00 B
400 a

300 b b

n

200+

100

Taxa de assimilagdo
liquida de CO, (umol CO, m? s
n
Concentragdo interna de gas
carbdnico (umol CO, ar mol™)

2 o T T T T T
Q Vv ™ © E)

Concentragdes de Cu (mg L)

0 T T T T .
Q Vv ™ ©

Concentrag@es de Cu (mg L'l)

d
>

0.15

a C a D
[1+] —~
o < -
8 = = 'n
E » 010 Q o~ 2
S« S e
2 =
5 e
c T b = o
“g = 005 b g O 14 (
gE b 5 E b
° 1B . I 1
0.00 T T T T m 0 T T T L D
Q a4 ™ © ) Q Vv ™ © >
Concentragdes de Cu (mg L'l) Concentragdes de Cu (mg Lt
E
5 a 0.03 F
a
o —
4 'S
EER < =
20 a ab =15
-‘E IN o é g 0.024
g3 5%
e <8 b
s O 2+ bc © g
g0 g T 00
S o c
& E 1 T < 8 (T: .
=
[ L Y
0 T T T T m 0.00 T T T ;I ==
Q a\v ™ © > Q \“v ™ © R
Y

Concentragdes de Cu (mg L~ Concentracdes de Cu (mg LY

*Letras diferentes entre os tratamentos representam diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. As barras representam a média + desvio padréo. Fonte: A autora (2021).



41

O efeito significativo (p < 0,05) das diferentes concentragdes de Cu foi
observado para a maioria das variaveis bioquimicas do presente estudo. Foi possivel
observar que as maiores medias para a clorofila a (Figura 4A) e clorofila total (Figura
4C) foram proporcionadas pelo tratamento testemunha. Porém, ndo ocorreu diferenca
entre o tratamento controle e a concentragio de 4 mg L™ de Cu para a variavel clorofila
total. Alem disso, foi possivel observar também que ndo ocorreu diferenca para clorofila

b e carotenoides, independente das concentracdes de Cu testadas (Figuras 4 B e 4D).

Figura 4 - Valores médios de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total (C) e
carotenoides (D) em mudas de Cedrela fissilis em resposta as diferentes
concentragdes de Cu
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De forma geral, o Cu promoveu um aumento na atividade das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e guaiacol peroxidase (POD) (Figura 5).
Para a SOD da parte aérea e POD em raizes, todas as concentracdes de Cu promoveram
aumento na atividade dessas enzimas (Figura 5A e 5D). Em contrapartida, observou-se
que somente as maiores concentragdes de Cu (6 e 8 mg L) estimularam o aumento da
atividade da SOD nas raizes (Figura 5B). Além disso, foi observado o aumento da

atividade da POD na parte aérea nas concentracoes 4, 6 € 8 mg L™ de Cu.

Figura 5 - Valores médios da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) na parte
aérea (A) e raizes (B), e atividade da enzima guaiacol peroxidase (POD) na
parte aérea (C) e raizes (D) em mudas de Cedrela fissilis em resposta as
diferentes concentrac¢des de Cu
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Para o contetdo de peroxido de hidrogénio (H20.) da parte aérea observou-se

que as maiores médias foram encontradas nas concentragdes de 4, 6 e 8 mg L™ de Cu

(Figura 6A), comparado com o tratamento controle. Entretanto, para o contetdo de

H2.0. nas raizes, foi possivel observar que o maior valor foi encontrado na maior

concentragdo de Cu (8 mg L™) (Figura 6B). Para o conteido de MDA na parte aérea,

somente a concentragio de 6 mg L de Cu promoveu aumento nesta variavel (Figura

6C), enquanto nas raizes houve maior peroxidacdo de lipideos de membrana nas

concentragdes de 4, 6 e 8 mg L de Cu (Figura 6D).

Figura 6 - Valores médios do conteldo de peroxido de hidrogénio (H202) em parte
aérea (A) e raizes (B), e valores médios da peroxidacdo de lipidios de
membrana na parte aérea (C) e raizes (D) em mudas de Cedrela fissilis em
resposta as diferentes concentracgdes de Cu
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N&o houve efeito para o conteudo de Cu nos tecidos da parte area independente
das concentracOes de Cu testadas (Figura 7A). Entretanto, pode-se observar maior teor
de Cu nos tecidos das raizes em todas as concentra¢@es, com aumento significativo nas

maiores concentracdes de Cu (6 e 8 mg L), (Figura 7B).

Figura 7 - Valores médios do contetdo de Cu nos tecidos da parte aérea (A) e raizes (B)
em mudas de Cedrela fissilis em resposta as diferentes concentracdes de Cu
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Fonte: A autora (2021).

6.4 DISCUSSAO

O excesso de cobre (Cu) causa impactos negativos para o crescimento das
plantas, ja que esse pode reduzir o alongamento das raizes e provocar alteracbes em sua
anatomia, resultando em menor producdo de matéria seca das raizes. Além disso, 0s
efeitos negativos do Cu também costumam ser evidenciados na parte aérea, resultando
em menor taxa fotossintética, e consequentemente menor producdo de biomassa das
folhas (AMBROSIN et al., 2018). Dessa forma, o excesso de Cu nos tecidos vegetais
induz ao estresse oxidativo, e diminui o teor de clorofila foliar com consequentes efeitos
no crescimento e desenvolvimento da planta (MARASTON et al., 2019).

Desse modo, pode-se observar que as diferentes concentragdes de Cu
promoveram uma reducdo severa no incremento em raizes das mudas de cedro (Figura 1

B). Essa resposta pode ser atribuida ao aumento do Cu em solugdo nutritiva e seu
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contato direto com as raizes (FLORES-CACERES et al., 2015), implicando em maior
absorcdo e acimulo nesses tecidos (SCHMITT et al., 2020).

A maior retengdo de Cu nas raizes pode ser uma estratégia de sobrevivéncia
desenvolvida por algumas plantas, a fim de evitar maior translocacdo de metais para 0s
orgdos fotossintéticos, mais sensiveis e metabolicamente mais ativos das plantas, como
as folhas. Assim, as plantas armazenam a maior parte do excesso de metal em 6rgédos
menos sensiveis, como as raizes (TIECHER et al., 2017).

A aplicacdo das diferentes concentracfes de Cu resultou em efeitos mais severos
para o comprimento de raizes (Figura 2A), area superficial de raizes (Figura 2B) e
volume de raizes (Figura 2C). Isso pode ter ocorrido porque o excesso de Cu interfere
principalmente na regido de diviséo celular, promovendo alteragdes em todo o restante
do eixo radicular. Com isso, o Cu interage com ligantes duros, compostos de baixa
polaridade e alta eletronegatividade na regido de divisdo celular (KOPITTKE et al.,
2014), promovendo alteracBes nas células constituintes da coifa, bem como nas células
que formam o restante do eixo da raiz (AMBROSIN et al., 2018).

Ainda que as mudas de cedro possam apresentar mecanismos em seus sistemas
radiculares para prevenir ou reduzir a translocacdo do excedente de Cu absorvido, a
parte aérea foi prejudicada, pois houve reducdo no incremento em parte aérea (Figura
1A) e na producdo de massa seca da parte aérea (Figura 1E). Isso pode ter ocorrido
devido aos danos severos provocados pelo Cu nas caracteristicas morfoldgicas das
raizes, interferindo na capacidade de absorcdo de agua e nutrientes (BRUNETTO et al.,
2016). Tal comportamento pode levar a desequilibrios nutricionais e reduzir a atividade
fotossintética, contribuindo para menor assimilacdo de carbono e, consequentemente,
reduzindo a producdo de matéria seca (HAMMERSCHMITT et al., 2020). Desse modo,
também ocorreu menor area foliar por unidade de massa seca foliar, j& que as
concentracfes de Cu podem ter inibido o metabolismo energético, a divisdo e a
expansao celular, refletindo na reducdo da area foliar das mudas (Figura 1D).

As plantas ajustam sua alocagdo e distribuicdo de biomassa relativa em seus
0rgdos quando estdo sujeitas a condicOes de estresse, referido como plasticidade de
alocacdo. Como os efeitos de estresse provocados por metais pesados afetam o
crescimento, consequentemente, alteram também 0s processos basicos como
fotossintese e respiragcdo (DHIR et al., 2011). Assim, alteragdes no crescimento de
plantas sob contaminagdo por metais pesados podem ser atribuidas a danos na taxa
fotossintética liquida (A) (Figura 4A) (AHMAD et al., 2011).
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A capacidade fotossintética nas plantas é regulada principalmente por meio de
reacOes fotoquimicas que facilitam a producéo de energia, as trocas gasosas e a fixagdo
e assimilacdo de CO2 (YANG et al., 2015). Entretanto, o excesso de Cu pode causar
distdrbios nos processos fotossintéticos (ZHANG et al., 2014) por impedir o fluxo de
elétrons na fase fotoquimica da fotossintese, alterar a composicdo das membranas do
tilacoide e de pigmentos fotossintéticos, e inibindo a sintese ou atividade das enzimas
do ciclo de Calvin (SCHWALBERT et al., 2019).

Dessa forma, observou-se reducdo na taxa de assimilacdo liquida de CO; (A)
(Figura 4A). A diminuicdo da fotossintese liquida pode ser atribuida aos diferentes
efeitos do Cu na integridade ou funcdo do aparato fotoquimico, bem como seu impacto
no contetdo de pigmentos fotossintéticos (CAMBROLLE et al., 2015).

A toxicidade causada por metais pesados pode promover o fechamento
estomatico e reducdo da condutancia estomatica. Com isso, a toxicidade causada pelo
Cu pode ter induzido o fechamento estomatico, resultando em menores valores para
condutancia estomatica (Figura 3C). Esse resultado de condutancia estomatica tem
relagdo com a concentragdo interna de CO: e a taxa fotossintética, uma vez que o
aumento na concentragdo interna de CO2 pode induzir o fechamento estomético e como
consequéncia ocorrer menor taxa fotossintética. Além disso, uma vez que o Cu afeta
negativamente o aparato fotossintético, promovendo reducédo nas taxas fotossintéticas, a
concentragéo interna de CO- tende a aumentar, como foi observado neste estudo (Figura
3B). Tal processo leva a reduc¢do da transpiracdo (Figura 3D), e diminuicdo da perda de
agua para a atmosfera em plantas submetidas a aplicacdo de altas doses de metais,
devido a diminuicdo da condutancia estomatica (PAULA et al., 2015).

A determinacdo de pigmentos envolvidos na fotossintese também permite
observar o desempenho fotossintético das plantas, visto que o0s pigmentos sdo
responsaveis pela captacdo da energia da luz necessaria para a fotossintese (TAIZ et al.,
2017). Observou-se uma reducédo do contetdo de clorofila a (Figura 4A) e clorofila total
(Figura 4C) para as diferentes concentragdes de Cu testadas. O efeito toxico do Cu na
concentracdo de pigmentos fotossintéticos pode ser atribuido a mudangas na
composicao dos tilacoides e mudangas na formagdo de complexos de metal-pigmento
(BAZIHIZINA et al., 2015). A substituicdo do ion Magnésio (Mg) central por Cu na
molécula de clorofila também pode ocorrer, prejudicando a sintese de clorofila
(TIECHER et al., 2017).
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Contudo, ndo ocorreu diferenca para a concentracdo de clorofila b independente
das concentracdes de Cu testadas (Figura 4B). Esse fato pode ter ocorrido porque as
folhas das mudas de Cedro ja tinham atingido o estagio de maturacdo. Com isso, pode
ter contribuido com o aumento do contetdo de clorofila b, visto que as folhas nesse
estadgio de maturacdo apresentam essa estratégia adaptativa para expandir a faixa de
comprimento de onda da luz absorvida pelos cloroplastos de sombra, que compdem e
capturam a radiacdo no fotossistema Il (SCHMITT et al., 2020).

A capacidade de fotossintese em plantas sob excesso de Cu pode resultar em
maior acumulo de energia de fétons sob alta irradiancia. O excesso de fétons causa
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) como subprodutos da
fotossintese, incluindo &nion superoxido (O2™*), peroxido de hidrogénio (H20.), radicais
hidroxila (OH*) e oxigénio singleto (*O2) (SCHWALBERT et al., 2019). Quando
ocorre 0 aumento da formacgdo de ERO, uma das possiveis estratégias utilizadas pelas
plantas é a ativacdo do sistema de enzimas antioxidantes (TIECHER et al., 2016), como
por exemplo a superoxido dismutase (SOD) e a guaiacol peroxidase (POD).

A SOD e a POD sdo consideradas as principais enzimas antioxidantes
envolvidas na eliminagdo de ERO, e atuam na manutencdo da homeostase nas células
vegetais (ZHANG et al., 2019). Assim, as enzimas antioxidantes dismutam as ERO que
sdo produzidas pelo excesso de luz, caso os carotenoides nao consigam dissipar.

A SOD ¢é um componente essencial do sistema de defesa antioxidante ao estresse
em plantas, catalisando a dismutacdo do radical superéxido em oxigénio e peréxido de
hidrogénio (GIROTTO et al., 2016). J4 a POD atua na conversdo de H202 em &gua e
oxigénio por dissociacdo de H>O», desempenhando papel essencial no fornecimento de
tolerancia a condicGes desfavoraveis nas plantas (LI et al., 2014).

De uma forma geral, o Cu promoveu aumento na atividade das enzimas
antioxidantes SOD e POD (Figura 5). O aumento na atividade das enzimas
antioxidantes, neste estudo, indica que o Cu causou estresse oxidativo, ocasionando a
producdo excessiva de ERO, o que pode ter promovido o aumento na atividade dessas
enzimas. Este aumento da atividade da SOD pode ter ocorrido devido ao aumento na
concentragdo do radical superoxido nas raizes, levando a sintese de novas unidades de
enzima (GIROTTO et al., 2016). Além disso, a atividade da SOD teve correlagdo
positiva com a concentracdo de Cu, porque a SOD, e outras enzimas antioxidantes,
frequentemente apresentam atividade aumentada em altas concentragdes de Cu
(ZHANG et al., 2010).
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O aumento da atividade da POD nas plantas indica a ativacdo de uma resposta
enzimatica para prevenir o dano oxidativo causado pela toxicidade de Cu (MIOTTO et
al., 2014). Contudo, o aumento da atividade da POD na parte aérea e nas raizes ndo foi
suficiente para evitar maior producéo de H202 nas mudas de cedro, ja que o conteudo de
H-0O>, tanto da parte aérea como nas raizes aumentou com a aplicacdo de Cu em solucgao
nutritiva (Figuras 6A e 6B) (HUANG et al., 2017). Assim, as enzimas antioxidantes ndo
conseguiram proteger suficientemente as plantas, ocorrendo o aumento dos niveis de
H>0> e possivelmente outras ERO, o que potencializou os danos oxidativos (TIECHER
etal., 2016).

O H20,, em baixas concentracBes, € importante para 0 crescimento e
desenvolvimento das plantas, pois regula processos fisiolégicos como abertura
estomatica, fotossintese, fortalecimento da parede celular e protecdo ao estresse
abiotico. Por outro lado, a alta concentracdo de H2O2 nos tecidos pode ter efeitos
prejudiciais (N1U; LIAO, 2016).

Os aumentos observados em H2O2 sob estresse de Cu provavelmente séo
responsaveis pela peroxidacdo lipidica, que € indicada pelo acimulo excessivo de
malondialdeido (MDA). Assim, observou-se aumento dos niveis de MDA nas raizes e
na parte aérea (Figura 6D e 6C). Esse aumento no contetido de MDA pode ser um efeito
direto da toxicidade de Cu, indicando estresse oxidativo nas mudas de cedro, e como
resultado pode causar dano irreversivel ao desenvolvimento e funcdo do tecido vegetal a
longo prazo.

Portanto, altas concentragdes desses elementos nos tecidos vegetais induzem
mudancas nas propriedades da membrana, que afetam a fungdo dos transportadores de
membrana e dos canais i0nicos. Esses efeitos causam aumento da permeabilidade da
membrana, o que pode ser responsavel pelo desequilibrio na concentracdo de nutrientes,
em plantas cultivadas em ambientes com altos niveis de metais pesados (CAMBROLLE
etal., 2013).

Além disso, a geragdo de ERO pode ter sido responsavel pela diminuicdo da
biomassa seca nas plantas, devido a correlacdo negativa entre a concentracdo de H20-
(Figuras 6C e 6D) e a producdo de massa seca nas diferentes concentragdes de Cu
(Figuras 1E e 1F). Este processo é baseado no principio de que os organismos podem
mobilizar suas reservas de energia para suportar condicdes de estresse, COmo 0 processo
de desintoxicagdo influenciando os custos com funcdes biologicas como o crescimento
(SCHWALBERT et al., 2019). Portanto, é possivel inferir que a espécie Cedrela fissilis
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teve suas variaveis fotossintéticas afetadas negativamente, assim como a morfologia do
sistema radicular, incremento em crescimento, biomassa e teor de pigmentos reduzidos,
bem como o aumento da peroxidacdo lipidica e estresse oxidativo mesmo em baixas

concentracdes de Cul.

6.5 CONCLUSAO

A presenca de Cu na solucdo nutritiva afetou negativamente as varidveis
bioquimicas e fisioldgicas das mudas de Cedrela fissilis, e com isso, a espécie é
considerada sensivel. Devido a essas caracteristicas, as mudas de C. fissilis podem ser

indicadas como sinalizadoras de areas contaminadas com cobre.
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7 MANUSCRITO 11 -Handroanthus heptaphyllus E UMA ESPECIE TOLERANTE
AO COBRE EM SISTEMA HIDROPONICO

RESUMO

AUTOR: Caroline Castro Kuinchtner
ORIENTADOR: Luciane Almeri Tabaldi

Solos contaminados por cobre (Cu) sdo um problema crescente, principalmente em
areas de vinicolas, e, na possibilidade de reduzir os efeitos prejudiciais desse elemento
nos solos, a utilizacdo da fitorremediacdo vém trazendo resultados positivos. Niveis
toxicos de Cu causam efeitos negativos nas plantas e a0 homem. Com isso, 0 uso de
espeécies arboreas tem sido bastante empregado para tal técnica, servindo como barreiras
a esta contaminacdo. Desse modo, é preciso avaliar os limites de tolerancia/toxidez, e os
danos que este metal pode causar as plantas. Assim, este estudo teve como objetivo
verificar os atributos morfofisiol6gicos e bioquimicos de plantas de Handroanthus
heptaphyllus (ipé-roxo) expostas ao Cu, cultivadas em sistema hidrop6nico em casa de
vegetacdo. ApGs emergéncia e crescimento inicial das mudas (com cerca de 10 cm de
altura), as mesmas foram retiradas do substrato e transferidas para o sistema
hidropdnico. Ap6s uma semana de aclimatagdo, estas mudas foram submetidas a
diferentes concentragdes de Cu: 0 (solucéo nutritiva completa), 2, 4, 6 e 8 mg L, com
quatro repeticdes por tratamento e 16 plantas por repeticdo. Posteriormente 21 dias de
exposicao aos tratamentos, realizou-se as analises dos atributos morfofisioldgicos, como
incremento em numero de folhas, altura e comprimento de raizes, biomassa seca,
variaveis morfologicas do sistema radicular, area foliar e varidveis fotossintéticas. Além
disso, avaliou-se também as varidveis bioquimicas, como pigmentos fotossintéticos,
enzimas antioxidantes, peroxidacdo lipidica, conteido de peréxido de hidrogénio e
analise de Cu nos tecidos. Para as variaveis incremento em parte aérea, massa seca da
parte aérea, massa seca de raizes e pigmentos fotossintéticos, ndo houve diferenca
independente das concentracbes de Cu testadas. Além disso, a taxa de assimilacdo
liqguida (A) e taxa transpiratoria foram afetadas negativamente somente na maior
concentragdo de Cu (8 mg L) e o Cu promoveu aumento significativo na atividade das
enzimas antioxidantes principalmente no sistema radicular. Por outro lado, observou-se
que a aplicacdo de Cu gerou aumento no contetdo de H>O> e na peroxidacéo lipidica
nas raizes. Assim, a espécie Handroanthus heptaphyllus em geral foi afetada pelo
excesso de Cu apenas na concentragdo de 8 mg L™, e esse foi acumulado principalmente
nas raizes, sem registrar diminuicdo na biomassa radicular e da parte aérea, o que pode
indicar uma tolerancia da espécie a este metal, com grande potencial para utilizacdo na
fitorremediacéo de solos contaminados por Cu.

Palavras-chave: Handroanthus heptaphyllus. Metal. Toxidez. Espécie nativa.
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Handroanthus heptaphyllus IS A COPPER TOLERANT SPECIES IN
HYDROPONIC SYSTEM
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Soils contaminated by copper (Cu) are a growing problem, especially in winery areas,
and, considering the possibility of reducing the harmful effects of this element on soils,
the use of phytoremediation has brought positive results. Toxic levels of Cu cause
negative effects on plants and humans. Thus, the use of tree species has been widely
used for this technique, serving as barriers to this contamination. Thus, it is necessary to
assess the tolerance/toxicity limits, and the damage that this metal can cause to plants.
Thus, this study aimed to verify the morphophysiological and biochemical attributes of
Handroanthus heptaphyllus (purple ipe) seedlings exposed to Cu, grown in a
hydroponic system in a greenhouse. After emergence and initial growth of seedlings
(about 10 cm high), they were removed from the substrate and transferred to the
hydroponic system. After a week of acclimatization, these seedlings were subjected to
different concentrations of Cu: 0 (complete nutrient solution), 2, 4, 6 and 8 mg L™, with
four replicates per treatment and 16 plants per repetition. After 21 days of exposure to
the treatments, the analysis of morphophysiological attributes was performed, such as
increase in number of leaves, height and length of roots, dry biomass, morphological
variables of the root system, leaf area and photosynthetic variables. Furthermore,
biochemical variables such as photosynthetic pigments, antioxidant enzymes, lipid
peroxidation, hydrogen peroxide content and tissue Cu analysis were also evaluated. For
the variables increase in shoot, shoot dry mass, root dry mass and photosynthetic
pigments, there was no difference regardless of the tested Cu concentrations. In
addition, the net assimilation rate (A) and transpiration rate were negatively affected
only in the highest Cu concentration (8 mg L) and Cu promoted a significant increase
in the activity of antioxidant enzymes mainly in the root system. On the other hand, it
was observed that the application of Cu generated an increase in the content of H20, and
lipid peroxidation in the roots. Thus, the species Handroanthus heptaphyllus in general
was affected by excess Cu only at a concentration of 8 mg L, and this was
accumulated mainly in the roots, without recording a decrease in root and shoot
biomass, which may indicate a tolerance of the species to this metal, with great potential
for use in phytoremediation of soils contaminated by Cu.

Keywords: Handroanthus heptaphyllus. Metal. Toxicity. Native species.
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7.1 INTRODUCAO

A utilizacdo intensiva de fungicidas na agricultura € uma das principais fontes
para 0 aumento significativo de teores de cobre (Cu) nos solos (PIETRZAK;
MCPHAIL, 2004; MIRLEAN et al., 2007). A contaminagdo por metais tem sido um
problema recorrente nos Ultimos anos e com isso, h4 necessidade de se criar estratégias
de minimizacdo dos impactos ao meio ambiente ou recuperar estes locais provenientes
da contaminagéo.

Na atmosfera, os metais podem ser liberados de vérias formas, seja por meio de
poeira e gases procedentes de automoveis das ruas e na producéo de materiais e energia.
Esses metais quando estdo na atmosfera podem ser precipitados e como consequéncia
serem depositados no solo. Contudo, os solos contaminados por metais, na sua maioria,
tém origem de produtos agricolas, como fertilizantes, herbicidas e pesticidas, além de
acOes antropicas como rejeitos de mineracao, chorume produzido pela decomposicao do
lixo e residuos industriais (AKSU, 2015; NADERIZADEH et al., 2016; SUVARAPU,;
BAEK et al., 2017). Dentre esses metais estd 0 Cu, o qual é um micronutriente que atua
como componente de varias enzimas e coenzimas, participa da respiracdo, da
fotossintese, do metabolismo de carboidratos e nitrogénio. Porém, em altas
concentragfes no solo, este micronutriente afeta de forma negativa o crescimento e
produtividade de plantas (SONMEZ et al., 2006).

Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos, conhecida popularmente como ipé-
roxo, pertence a familia Bignoniaceae. Sua distribuicdo é extensa, ocupando quase todo
o territorio brasileiro, sendo encontrada na Floresta Amazbnica, Caatinga, Mata
Atlantica e Cerrado. Sua disseminacdo vai desde o México até o norte Argentino. Seus
frutos sdo em formato de capsulas, de comprimento de 25 a 30 cm, com vérias sementes
aladas (GROSE; OLMSTEAD, 2007; LORENZI, 2008).

As sementes desta espécie podem ser classificadas como ortodoxas ou
recalcitrantes, com relagdo a sensibilidade a dessecacdo e ao armazenamento
(ROBERTS, 1973), apresentando cor acastanhada e sdo produzidas em grande nimero,
sendo assim propagadas a longas distancias (LONGUI, 1995). A espécie pode atingir
até 35 metros de altura e seu didmetro alcancando cerca de 150 centimetros
(CARVALHO, 1994). Segundo Lorenzi (2002), esta espécie apresenta florescimento
amplo e flores vistosas, com queda de folhas, propiciando um efeito paisagistico bonito,

além de ser bastante usada para recompor matas ciliares em locais com inundagdes. Sua
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floracdo apresenta grande beleza ornamental, e com isso pode ser utilizada na
arborizacédo urbana.

A espécie é bastante utilizada para recuperar areas degradadas, devido apresentar
importantes caracteristicas fisioldgicas de adaptacéo em diferentes condi¢fes ambientais
e ecossistemas, propriedades vindas do género a qual pertence (SAMPAIO; POLO;
BARBOSA, 2012).

Levando em consideracdo as informagfes sobre a espécie e a problematica da
contaminacdo por Cu, o objetivo deste estudo foi avaliar as analises morfofisiologicas,
bioquimicas e concentracdo de Cu nos tecidos de plantas de Ipé-roxo (H. heptaphyllus)
expostas ao Cu e contribuir com informagdes importantes na busca por estratégias de
descontaminacdo de solos.

7.2 MATERIAL E METODOS

7.2.1 Area de estudo

O estudo foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) - Campus Santa Maria - RS, com
controle de temperatura a aproximadamente 25°C, e umidade do ar de 60% em média.
As andlises foram realizadas no Laboratério de Fisiologia Vegetal e Nutricdo de Plantas

do Departamento de Biologia.

7.2.2 Conducéo do experimento

As mudas de Handroanthus heptaphyllus foram distribuidas em delineamento
experimental inteiramente casualizado. Estas mudas foram submetidas a diferentes
concentragdes de Cu: 0 (solugdo nutritiva completa), 2, 4, 6 e 8 mg L, com quatro
repeticOes por tratamento e 16 plantas por repeticdo. A concentracdo O de Cu equivale a
concentracdo padrdo de Cu na solucdo nutritiva (concentracdo adequada de Cu). Nos
demais tratamentos, foram acrescentadas as diferentes concentragcbes na solugédo
nutritiva completa.

Para a producdo das mudas de Ipé-roxo utilizou-se sementes do subprograma

Bolsa de Sementes do Viveiro Florestal da UFSM — Campus Santa Maria, as quais
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foram semeadas em substrato comercial Carolina Soil® composto por turfa de
Sphagnum e vermiculita. Foram utilizadas bandejas plasticas (38 cm x 56 cm) como
recipientes de cultivo para germinagéo e crescimento inicial das mudas de Ipé-roxo.
Durante o periodo experimental, a umidade do substrato foi mantida préxima de 60% da
capacidade de campo procedendo-se 0 monitoramento diario para esse controle.

A partir do 15° dia ap6s a semeadura (DAS), as mudas receberam fertirrigacdo
semanal, com solucdo nutritiva completa, com pH em 5,7 +0,1. A solucédo nutritiva foi
formada por (em puM) sendo: 6090,5 de Nitrogénio; 974,3 de Magnésio; 4986,76 de
Cloro; 2679,2 de Potassio; 2436,2 de Célcio; 359,9 de Enxofre; 243,592 de Fosforo;
0,47 de Cobre; 2,00 de Manganés; 1,99 de Zinco; 0,17 de Niquel; 24,97 de Boro; 0,52
de Molibdénio e 47,99 de Ferro (FeSO4/Na-EDTA) (HOAGLAND; ARNON, 1950).

Apds aproximadamente 3 meses da semeadura nas bandejas, e quando as mudas
estavam com altura homogénea aproximadamente de 10 cm, as mesmas foram retiradas
cuidadosamente do substrato e transferidas para o sistema hidropdnico. Em seguida,
cada muda foi acondicionada em uma bandeja com capacidade de 16 L, contendo
solucdo nutritiva completa de Hoagland; Arnon (1950). Na superficie de cada vaso foi
adicionada uma lamina de isopor, com quatro orificios centrais, para permitir a
passagem das plantas. A lamina de isopor permitiu a fixacéo das plantas, e a diminuicao
da evaporacéo da solucdo contida em cada vaso.

As mudas foram aclimatadas durante sete dias em solucdo nutritiva de
Hoagland; Arnon (1950), com 100% da sua concentracdo original. A aeracdo da solucao
em cada vaso foi feita por microtubos de PVC conectados a um compressor de ar. Os
microtubos foram inseridos na solugdo por meio da lamina de isopor presente em cada
vaso. A solucdo nutritiva, na forma original, contém as seguintes concentragdes em mg
L1 NO3 = 196; NHs = 14; P = 31; K = 234; Ca = 160; Mg = 48,6; S = 70; Fe-EDTA =
5; Cu=0,02; Zn =0,15; Mn =0,5; B =0,5; Mo = 0,01.

Ap0s a aclimatacdo, procedeu-se a aplicacdo dos tratamentos, onde as mudas
permaneceram por 14 dias nas diferentes condic¢des de disponibilidade de Cu, as plantas
foram coletadas a partir do momento onde sintomas de toxicidade de Cu foram
observados, totalizando 21 dias em sistema hidropdnico. principalmente nas maiores
concentracdes de Cu. A solucdo nutritiva em cada vaso foi substituida duas vezes por
semana, e seu pH foi ajustado diariamente para 5,7+0,1, com HCI 1,0 mol L™* ou NaOH
1,0 mol L%
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7.2.3 Variaveis fotossintéticas

As avaliacOes das variaveis fotossintéticas foram realizadas na terceira folha
completamente expandida, com a utilizacdo de um analisador de gas por radiacdo
infravermelho [infra red gas analyser (IRGA), Mod. Li-COR® 6400 XT] utilizando
uma radiacio fotossintética de 1500 pmol m? s e concentragio de COz de 400 umol
mol™. As medigbes foram realizadas no periodo da manha entre 8:00 e 10:00 horas,
antes da coleta das plantas para as analises de crescimento. Nessa ocasido, foram
determinadas as seguintes variaveis: taxa de assimilacdo liquida de CO. (A), taxa
transpiratdria (E), condutancia estomatica (Gs), concentracao intercelular de CO> (Ci),
eficiéncia de carboxilagdo instantanea da Rubisco (A/Ci - obtida pela razéo entre a taxa
fotossintética e a concentracao intercelular de COy), e eficiéncia de uso da dgua (EUA —

obtida pela razdo entre a taxa fotossintética e a taxa transpiratoria).

7.2.4 Determinacdo das variaveis de crescimento

Para as avaliagdes de crescimento coletou-se quatro plantas em cada unidade
experimental. Apos a coleta, as plantas foram seccionadas em parte aérea e radicular.
Em seguida, as amostras ja separadas foram encaminhadas para a determinacdo das
variaveis de crescimento.

A mensuracdo da altura da parte aérea e comprimento das raizes das mudas foi
realizada com o auxilio de uma régua milimétrica. As medidas foram executadas antes e
depois da aplicacdo dos tratamentos, sendo considerado como incremento no
crescimento nesse periodo.

Para a determinagdo da massa seca da parte aérea (MSPA; g planta!), massa
seca da raiz (MSR; g planta™) e massa seca total (MST = MSPA + MSR; g planta™), as
plantas foram colhidas e separadas em parte aérea e sistema radicular, lavadas em agua
corrente e secas em estufa com circulagdo forcada de ar a aproximadamente 65 °C, até
massa constante para posterior determinacdo das variaveis supracitadas.

A caracterizagdo morfologica das raizes foi obtida a partir de imagens
digitalizadas, utilizando o software WinRhizo Pro 2013 acoplado ao scanner EPSON
Expression 11000 equipado com luz adicional (TPU), com uma resolugdo de 600 DPI.
Mensurou-se 0 comprimento de raizes (cm planta™), didmetro médio radicular (mm) e

numero de ramificacdes.
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7.2.5 Determinacdo das variaveis bioguimicas

Para as variaveis bioquimicas, foram coletadas 12 plantas de cada tratamento,
totalizando 240 plantas. Em seguida, tais plantas foram seccionadas em parte aérea e
raizes, lavadas com agua destilada, colocadas em envelopes de papel aluminio, e
congeladas imediatamente com nitrogénio liquido para evitar a degradacdo da amostra.
As mesmas foram mantidas em ultrafreezer -80°C até o pré-preparo das amostras para
as andlises. O preparo das amostras foi realizado por meio do processo de maceragao
manual com nitrogénio liquido, sendo que cada amostra foi macerada até obter a forma
de um po fino. Posteriormente, foi pesada em balanca digital de precisdo a quantidade
especifica para cada analise realizada, sendo: 0,05 g de amostra fresca para a
determinacdo de pigmentos das folhas, 0,5 g para enzimas antioxidantes, 0,3 g para
peroxido de hidrogénio e 0,5 g para peroxidacdo lipidica.

7.2.6Contetdo de pigmentos (clorofilas totais e carotenoides)

Para a extracdo das clorofilas totais e carotenoides utilizou-se o método de
Hiscox; Israelstan (1979), e para estiméa-las foi usada a equacédo de Lichtenthaler (1987).
As amostras previamente pesadas em tubos falcon de 15 mL foram dispostas em grades,
e 5 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) foi adicionado. Os tubos foram incubados a 65°C,
por aproximadamente uma hora e meia, até que o0s pigmentos se soltassem por
completo, resultando em uma solugdo de tonalidade verde escura. Posteriormente, essa
solugéo foi separada em duas repeticbes de 2 mL cada. As absorbancias da solucgéo
foram medidas em espectrofotbmetro UV-visivel (1105, Bel Photonics), nos
comprimentos de onda de 663, 645 e 470 nm, respectivamente para clorofila a, clorofila

b e carotenoides.

7.2.7Determinag&o da atividade de enzimas antioxidantes

As enzimas antioxidantes foram determinadas por meio da adicdo de 0,5 g de
amostra em 3 mL de tamp&o de extragdo de homogeneizagéo (pH 7,8) 0,05 M, contendo
1 mM de EDTA e 2% (w/v) de polivinilpirrolidona (PVP). O homogeneizado foi
centrifugado a 13.000 x g por 20 minutos a 4°C em centrifuga (High-
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SpeedRefrigeratedCentrifuge — CR22 N), e o sobrenadante foi utilizado para a
determinacdo da atividade das enzimas e concentracdo de proteinas (ZHU et al., 2004).

A atividade da enzima guaiacol peroxidase (POD) foi determinada segundo
Zeraik et al. (2008), utilizando-se o guaiacol como substrato. A mistura de reacdo
continha 1,0 mL de tampé&o fosfato de potassio (100 mM, pH 6,5), 1,0 mL de guaiacol
(15 mM) e 1,0 mL de H202 (3 mM) na cubeta de quartzo. Apds homogeneizacao, foi
adicionado 50 pL do extrato da planta a esta solucdo. A atividade da enzima foi medida
por meio da oxidacdo do guaiacol a tetraguaiacol com o do aumento na absorbancia a
470 nm, em intervalos de leitura de 15 segundos. Os resultados foram expressos em
unidade de enzima por mg de proteina (U mg™ proteina). Para o calculo, foi utilizado o
coeficiente de extingdo molar de 26,6 mM™ cm™.

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada de acordo com o
método espectrofotométrico descrito por Giannopolitis; Ries (1977). A mistura de
reagdo (MIX) que foi mantida no escuro, continha tampéo fosfato de potassio 50 mM
(pH 7.,8), metionina 13 mM, EDTA 0,1 Mm, nitrobluetetrazoélio (NBT) 75 uM e
riboflavina 2 uM. A produgdo fotoquimica da formazana azul a partir do NBT foi
monitorada pelo incremento da absorbancia a 560 nm.

A reacdo foi realizada em tubos de ensaio (13 x 100 mm) a 25°C, contendo em
cada tubo 2,8 mL de mistura de reacdo (MIX), e 200 uL de extrato enzimatico das
respectivas amostras. Apds a pipetagem os tubos foram colocados em uma camara de
reacao, sob iluminacdo de uma lampada fluorescente de 15 W. Desse modo, a reacao
teve inicio ligando-se a luz e apds dois minutos de iluminacdo, a reacdo foi paralisada,
desligando-se a luz, e em seguida as amostras foram lidas no espectrofotdometro UV-
visivel (1105, BelPhotonics).

Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima que inibe a
fotorredugdo do NBT em 50% (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971). No ensaio, a
riboflavina fotoquimicamente excitada € reduzida pela metionina em semiquinona, que
doa um elétron ao oxigénio, formando o radical superdxido que, por sua vez, converte

NBT em formazana azul. A superdxido dismutase catalisa esta reacao.

7.2.8 Conteudo de perdxido de hidrogénio

O contetdo de perdxido de hidrogénio foi determinado de acordo com Loreto;
Velikova (2001). Amostras (0,3 g) de raizes e folhas foram homogeneizadas em 3,0 mL
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de 0,1% de &cido tricloroacético (TCA). Apds a homogeneizacao, as amostras foram
centrifugadas. Adicionou-se 0,5 mL do sobrenadante em 0,5 mL de tampé&o fosfato de
potéssio (10 mM) e 1 mL de KI (1M), e foi realizada a absorbancia das amostras em
espectrofotdbmetro a 390 nm. A concentragdo de H.O> do sobrenadante foi avaliada
comparando suas leituras com uma curva padrao de calibracdo. A concentracdo de H20-

foi expressa como pmol g™ peso fresco.

7.2.9 Peroxidacdo de lipideos de membrana

A peroxidagdo lipidica foi determinada pela concentragdo de malondialdeido
(MDA), seguindo o método de EI-Moshaty et al. (1993). Amostras de folhas e raizes
(0,5 g) foram homogeneizadas em 4,0 mL de tampdo citrato de sodio (pH 6,5) e
centrifugadas. Um mL do sobrenadante foi adicionado a 1 mL de &cido tricloroacético
(TCA) 20% (w/v) contendo 0,5% (w/v) de &cido tiobarbitdrico (TBA). A mistura foi
aquecida a 95°C por 40 min e entdo resfriada em banho de gelo por 15 min, sendo
centrifugada a 10.000 x g por 15 minutos. A absorbancia do sobrenadante foi lida a 532
e 600 nm (para corrigir a turbidez ndo especifica). A peroxidacdo lipidica foi expressa

como nmol de MDA mg* de proteina.

7.2.10 Analise de tecidos

Para a determinacdo do teor de cobre (Cu) nos tecidos das plantas de
Handroanthus heptaphyllus foi utilizado a metodologia da EMPRAPA (2009) de
digestdo nitro-perclorica (via Umida &cida). A solubilizagdo das amostras é feita com
uma solucdo nitro-perclérica (acido nitrico -65% e perclérico -70%). A partir da
digestdo nitro-perclorica pode-se determinar o teor de Cu nos tecidos. Os célculos de
teor de Cu nos tecidos foram determinados conforme Tedesco et al. (1995) e expressos

como mg kg,

7.2.11 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de normalidade dos erros pelo teste
de Shapiro-Wilk e homogeneidade de variancias por meio do teste de Bartlett
(STORCK et al., 2016). Apos atendimento dos pressupostos, os dados foram
submetidos a analise de variancia e a medias comparadas pelo teste de Tukey em 5% de
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probabilidade de erro, utilizando-se o software estatistico SISVAR v 5.6 (FERREIRA,
2014).

7.3 RESULTADOS

Houve efeito significativo (p < 0,05) para o fator avaliado (diferentes
concentragOes de Cu) para as variaveis morfologicas de crescimento. Para as variaveis
incremento em parte aérea (IPA) (Figura 8A), massa seca da parte aérea (MSPA)
(Figura 8E) e massa seca de raizes (MSR) (Figura 8F) ndo houve diferenca
independente das concentracBes de Cu testadas. Para as variaveis incremento em
namero de folhas (INF) (Figura 8C) e area foliar (Figura 8D) o Cu promoveu uma
reducéo significativa nessas variaveis somente com 8 mg L™ de Cu. Para o incremento
em raizes (IR) (Figura 8B) pode-se observar que o Cu promoveu uma reducdo nesta

variavel nas concentragdes de 4, 6 e 8 mg L de Cu.
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Figura 8 - Valores médios de incremento em parte aérea (IPA) (A), incremento em raiz
(IR) (B), incremento em numero de folhas (C), area foliar (D), massa seca
da parte aérea (E) e massa seca de raizes (F) em mudas de Handroanthus
heptaphyllus em resposta as diferentes concentragdes de Cu
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Fonte: A autora (2021).

Para o comprimento de raizes (Figura 9A) e area superficial de raizes (Figura
9B) observou-se que todas as concentragfes de Cu promoveram uma reducdo nessas
variaveis. Contudo, para o volume de raizes pode-se observar que o menor valor foi

encontrado na concentragdo de 4 mg L™ de Cu, comparado com o controle (Figura 9C).
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Além disso, foi possivel observar que o diametro de raizes apresentou a maior média

com a aplicagdo de 2 mg L™ de Cu, comparado com o tratamento controle (Figura 9D).

Figura 9 - Valores médios de comprimento (A), area superficial (B), volume (C) e
diametro de raizes (D) em mudas de Handroanthus heptaphyllus em
resposta as diferentes concentracdes de Cu

200 A 50— B
a a
G 150 a0 407 b
i b i b b
3 b b b 8 w0
Q. 100 o C
m N
= 50 [0 d
O 2 10
Q Vv ™ © > N a ™ © >
~ -1
Concentragdes de Cu (mg L) Concentragdes de Cu (mg L)
1.0 C 15 D
a
a
0.8 a —~
o ab P b @ ab
S b S 104 a a b
% 0.6 §
= o
® IS
g 0.4 S
~ 0.5
« =
> 0.2 =)
0.0~ 0.0-
Q Vv ™ © > Q Vv ™ © L)
Concentragdes de Cu (mg L'l) Concentragdes de Cu (mg L'l)

*Letras diferentes entre os tratamentos representam diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. As barras representam a média + desvio padréo.
Fonte: A autora (2021).

Houve efeito (p < 0,05) das diferentes concentragdes de Cu para as variaveis
fotossintéticas analisadas no presente estudo. Foi possivel observar que a aplicagdo da
maior concentragdo de Cu (8 mg L) em solucéo nutritiva proporcionou os efeitos mais
negativos para a taxa de assimilacdo liquida (A) (Figura 10A) e taxa transpiratéria
(Figura 10D), diferindo do tratamento controle. Dessa forma, observou-se na
concentracgdo de 8 mg L™ um decréscimo de 59,2% para taxa de assimilagdo liquida, e
44,83% para taxa transpiratoria, em relacdo ao tratamento controle. A eficiéncia de

carboxilagdo da rubisco (A/Ci) também apresentou sua menor média com 8 mg L* de
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Cu, mas se igualou estatisticamente com a concentragdo de 2 mg L (Figura 10F). A
concentracéo interna de CO2 (Ci) apresentou o maior valor em 8 mg L™ de Cu (Figura
10B). Por outro lado, ndo houve efeito das concentra¢cdes de Cu para a condutancia
estomatica (Gs) (Figura 10C) e eficiéncia do uso da dgua (EUA) (Figura 10E).

Figura 10 - Valores médios da taxa de assimilacédo liquida (A) (A), concentracdo de CO>
intercelular (Ci) (B), condutancia estomética (Gs) (C), taxa transpiratdria
(E) (D), eficiéncia do uso da agua (EUA) (E) e eficiéncia instantanea de
carboxilacdo (pela Rubisco) (A/Ci) (F) em mudas de Handroanthus
heptaphyllus em resposta as diferentes concentragdes de Cu
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O efeito (p < 0,05) das diferentes concentragdes de Cu foi observada para as
variaveis bioquimicas do presente estudo, exceto para o conteldo de pigmentos
fotossintéticos (Figura 11), ja que ndo observou-se diferenca para os pigmentos

fotossintéticos independente das aplicacdes de Cu (Figura 11).

Figura 11 - Valores médios de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total (C) e
carotenoides (D) em mudas de Handroanthus heptaphyllus em resposta as
diferentes concentracgdes de Cu
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*Letras diferentes entre os tratamentos representam diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. As barras representam a média + desvio padréo.
Fonte: A autora (2021).

Para atividade da superdxido dismutase (SOD) (Figura 12A) da parte aérea foi
possivel observar um aumento na atividade em 4 mg L™ de Cu e uma reducio na
atividade da SOD em 6 e 8 mg L™ de Cu. Observou-se que a atividade da SOD (Figura
12B) e da guaiacol peroxidase (POD) (Figura 12D) nas raizes aumentou quando as
plantas foram expostas a 6 € 8 mg L de Cu, enquanto ndo houve efeito do Cu para a

atividade da POD na parte aérea (Figura 12C).
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Figura 12 - Valores médios da atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) na
parte aérea (A) e raizes (B), e atividade da enzima guaiacol peroxidase
(POD) na parte aérea (C) e raizes (D) em mudas de Handroanthus
heptaphyllus em resposta as diferentes concentragdes de Cu
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*Letras diferentes entre os tratamentos representam diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. As barras representam a média + desvio padrao.
Fonte: A autora (2021).

Para o conteudo de peroxido de hidrogénio (H20.) da parte aérea ndo foi
observada diferenca independente das concentracdes de Cu aplicadas em solugéo
nutritiva (Figura 13A). Entretanto, observou-se que a aplicacdo do Cu gerou aumento
no contedo de H2O. nas raizes, j& que a menor média foi encontrada apenas no
controle (Figura 13B).

Para a peroxidagéo de lipideos de membrana (MDA) (Figura 13C) observou-se
que houve um aumento na peroxidacio lipidia em 2 e 4 mg L de Cu na parte aérea e
em todas as concentracfes de Cu nas raizes, comparado com o tratamento controle

(Figura 13D).
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Figura 13 - Valores médios do contetido de peroxido de hidrogénio (H202) em parte
aérea (A) e raizes (B), e valores médios da peroxidacdo de lipidios de
membrana (MDA) na parte aérea (C) e raizes (D) em mudas de
Handroanthus heptaphyllus em resposta as diferentes concentracdes de Cu.
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*Letras diferentes entre os tratamentos representam diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. As barras representam a média + desvio padrdo.
Fonte: A autora (2021).

Observou-se que o conteddo de Cu nos tecidos da parte aérea (Figura 14A)
apresentou o0 maior valor com a aplicacdo de 8 mg L, comparado com o tratamento
controle. Por outro lado, foi possivel observar que nas raizes houve aumento no

conteido de Cu em todas as concentracgdes testadas (Figura 14B).
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Figura 14 - Valores médios do contetdo de Cu nos tecidos da parte aérea (A) e raizes
(B) em mudas de Handroanthus heptaphyllus em resposta as diferentes
concentragdes de Cu
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*Letras diferentes entre os tratamentos representam diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. As barras representam a média + desvio padrao.
Fonte: A autora (2021).

7.4 DISCUSSAO

A aplicacdo excessiva de Cu pode comprometer gravemente o crescimento e a
produtividade da planta, induzindo mudancas na arquitetura do sistema radicular e
desequilibrios nutricionais (MARASTONI et al., 2019a). Assim, 0s metais pesados
podem provocar a inibicdo dos incrementos em parte aérea e raizes, e consequentemente
diminuir a producdo de biomassa das plantas de diversas espécies (DENG et al., 2014).

Entretanto, observou-se no presente estudo que o incremento em parte aérea
(IPA) (Figura8A) foi menos afetado, em comparagdo ao incremento em raizes (Figura
8B) mediante ao acréscimo de Cu na solucdo nutritiva. Isso pode ter ocorrido porque a
reducdo do crescimento da raiz é a resposta fisiologica mais evidente das plantas ao
estresse por metais pesados, jA que as raizes estdo em contato direto com o0s
contaminantes (HUANG et al., 2017). Desse modo, o alto teor de Cu provocou redugéo
do alongamento da raiz, causando uma diminuic¢do na diviséo celular, e com isso pode
ter ocorrido uma menor formacédo de raizes laterais e mudancas na organizagéo celular
do cortex e da epiderme (ROSA et al., 2020).

Além disso, observou-se que os altos niveis de Cu também limitaram o
comprimento (Figura 9A) e a area de superficie do sistema radicular (Figura 9B).
Resultados semelhantes foram observados por De Conti et al. (2020) em estudo com

fertilizac&o de ferro para aumentar os mecanismos de tolerancia a toxicidade do Cu em
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plantas de Lolium multiflorum (azevém). Essas mudancas morfologicas nas raizes
podem ser parte de uma resposta ao desequilibrio hormonal induzido por niveis
excessivos de Cu, modificando ou inibindo a multiplicagéo celular, especialmente nas
regides meristematicas (DE CONTI et al., 2020).

Entretanto, ndo houve diferenca entre o controle e a maior concentracdo de Cu
(8 mg L) para as variaveis volume (Figura 9C) e didmetro de raizes (Figura 9D).0O
aumento do didmetro das raizes observado nas concentracdes 2 e 6 mg L™ pode estar
relacionado a inibicdo do comprimento da raiz, que esta associada a distarbios na
divisdo celular. Além disso, a forma idnica livre do metal (Cu®*) pode se ligar aos
grupos carboxilicos (-COQO") da parede celular, afetando a divisdo e organizacdo das
celulas corticais. Por este motivo, a &rea do cortex e seu didmetro podem ser
aumentados (AMBROSIN et al., 2015), levando, por sua vez, a uma diminui¢do do
comprimento das raizes.

Portanto, essas alteracbes observadas no volume e didmetro de raizes (Figuras
9C e 9D) podem ter contribuido para que ndo ocorresse diferenca na massa seca das
raizes (Figura 8F), mesmo com a reducdo do incremento em raizes (Figura 8B). Esses
resultados apGiam pesquisas recentes de que as alteragdes nas variaveis morfologicas
das raizes, ao invés da alocacdo para a biomassa das raizes sao alguns dos métodos que
as plantas utilizam para se aclimatar e adaptar em condic6es de estresse (CHEN et al.,
2020).

Para a massa seca da parte aérea também ndo foi observada diferenca
independente das concentracdes de Cu aplicadas (Figura 8E), ao passo que a variavel
incremento em nimero de folhas (INF) foi reduzida na presenca de 8 mg L de Cu, em
relacdo ao controle (Figura 8C). Isso pode ter ocorrido porque a maior parte do Cu
acumulado nas plantas encontra-se no nivel das raizes (Figura 14B), fato que reduz a
fracdo alocada na parte aérea (Figura 14A) (DE CONTI et al., 2020). Esse fenémeno é
descrito em varias especies de plantas, como um mecanismo de tolerancia acionado para
prevenir ou limitar o aparecimento de sintomas téxicos no nivel do caule (BALDI et al.,
2018). Com isso, é possivel inferir que as mudas de ipé-roxo adotaram a estratégia de
exclusdo por acumular a maior parte do Cu nas raizes para evitar os efeitos de
toxicidade do Cu.

Ainda que os teores de Cu na parte aerea (Figura 14A) foram menores do que 0s
valores de Cu nos tecidos das raizes (Figura 14B), foi possivel observar um efeito

negativo do Cu nas variaveis fotossintéticas (Figura 10), principalmente na maior
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concentragéo de Cu (8 mg L1). Desse modo, observou-se reducdo na taxa fotossintética
liquida (Figura 10A) com a aplicacdo de 8 mg L™ em solugdo nutritiva, visto que nessa
concentracéo foi observado o valor de 68,87 mg kg nos tecidos da parte aérea. Estudos
anteriores mostraram que concentracdes de Cu maiores que 20 mg kg ‘em tecidos do
caule inibem a taxa fotossintética (TRENTIN et al., 2019). A alta concentracdo de Cu
no tecido foliar pode causar a degradacdo da estrutura interna dos cloroplastos ao
substituir o ion Mg central por Cu nas moléculas de clorofila. Isso pode gerar reducao
da sintese e do contetido de pigmento nas folhas (TRENTIN et al., 2019).

A menor taxa transpiratoria (Figura 10D) induzida pelas diferentes
concentragcfes de Cu pode estar associada a menor absor¢cdo de nutrientes pelas raizes,
como consequéncia da diminuicdo do desenvolvimento radicular pelo efeito toxico do
Cu (AMBROSIN et al., 2018). No entanto, ndo houve relacdo direta entre a taxa
fotossintética liquida (Figura 10A) e a condutancia estomatica (Figura 10C), pois nao
foi observada uma diminuicdo da concentragdo de CO: intercelular (Figura 10B)
associada ao excesso de Cu.

O Cu pode causar danos ao aparato fotossintético da planta (TIECHER et al.,
2018), e provocar estresse oxidativo nas mesmas ao gerar desequilibrio entre as
respostas antioxidantes, e aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
(GIROTTO et al., 2013). As ERO, como o peroxido de hidrogénio (H20.), radicais
hidroxila (OH*) e oxigénio singleto (*O-) sdo formadas naturalmente dentro das células,
especialmente em cloroplastos e mitocondrias (FERREIRA et al., 2015), como
resultado do transporte de elétrons e da respiracdo celular, respectivamente. No entanto,
a producdo de ERO é drasticamente aumentada em condi¢Ges de toxicidade, como em
altos niveis de Cu.

A ativacdo do sistema antioxidante enzimatico sob a formacdo de ERO é uma
estratégia comum usada por plantas expostas ao excesso de Cu (BRUNETTO et al.,
2019). Ainda nessa visdo, a atividade da superoxido dismutase (SOD), que faz parte do
sistema de defesa primario das plantas para a eliminagdo do &nion superoxido (O2) é
frequentemente relatada (TIECHER et al., 2017).

Assim, observou-se que a atividade da SOD nas raizes apresentou aumento nas
maiores concentracdes de Cu (6 e 8 mg L) (Figura 12B). A possivel razdo pode estar
associada ao aumento da producéo de radicais O2*" nesse orgao, levando a ativacao do
estoque de enzima existente (HASSAN et al., 2020). O aumento da atividade da SOD
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nas raizes indica que os radicais livres gerados devido ao estresse estdo sendo
neutralizados, resultando em alto acimulo de H20-, ja que a SOD esté envolvida na
dismutagdo do radical livre superoxido em H2O>, sendo eficaz na prevengdo de danos
celulares (SCHWALBERT et al., 2019). Nas raizes foi também observada ativacdo da
enzima guaicol peroxidase (POD) nas mesmas concentracfes de Cu, indicando que o
H>O> produzido pela atividade da SOD esta sendo dismutado pela POD. Com isso,
verificou-se nas raizes a ocorréncia de correlagdo positiva entre a atividade da SOD e da
POD nas raizes (Figuras 12B e 12D), concentracdo de H.O> (Figura 13B), e conteido
de Cu nos tecidos das raizes (Figura 14B).

Entretanto, ndo foi observado o aumento do contetudo de H>O> na parte aérea das
mudas de ipé-roxo (Figura 13C). Esse resultado indica que a presenca de antioxidantes
nas raizes se fez mais necessaria do que na parte aérea, ja que houve menor atividade da
SOD e POD nesse 6rgdo, e consequentemente resultou em menor acimulo de H.O2 na
parte aérea. I1sso pode estar relacionado com um menor estresse que estaria sendo
ocasionado pelo Cu na parte aérea, ao contrario das raizes que séo o alvo inicial, e que
mais sofrem com os danos ocasionados pelo Cu, sendo necessaria uma resposta maior
pelo sistema antioxidante.

O acumulo de H202 em grande quantidade é extremamente prejudicial para o
metabolismo celular. Dessa forma, a POD atua na conversdo de H>O, em 4agua e
oxigénio por dissociacdo de H>O», desempenhando papel essencial no fornecimento de
tolerancia as condicdes desfavoraveis nas plantas (LI et al., 2014).

Contudo, ndo foi observada diferenga entre o tratamento controle e as demais
concentracfes de Cu para a atividade da POD na parte aérea (Figura 12C). Estudos
demonstraram que tanto aumentos, como reducdes nas atividades enzimaéticas sdo
comumente observados em resposta a exposicdo aos metais pesados (LIU et al., 2018).
O aumento da atividade da POD nas raizes (Figura 12D) pode ser resultado tanto da
estimulacao por estresse de Cu, quanto do aumento nos teores de substrato, uma vez que
a SOD foi ativada nas raizes, liberando mais H20; (Figura 13A).

Entretanto, 0 aumento da atividade da POD nas raizes (Figura 12D) nao foi
suficiente para evitar uma maior producdo de H2O> nesses 6rgdos (Figura 13B), ja que o
contetdo de H.O> das raizes aumentou significativamente com a aplicagcdo de Cu em
solugéo nutritiva. Os aumentos observados em H202 sob estresse de Cu provavelmente
sdo responsaveis pela peroxidacéao lipidica, que é indicada pelo acimulo excessivo de
MDA.
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O conteudo de peroxidacdo de lipideos de membrana (MDA) nas raizes
aumentou significativamente conforme o aumento de Cu em solugdo nutritiva (Figura
13D). Esse aumento do MDA pode ser um efeito direto da toxicidade do Cu, indicando
estresse oxidativo nas mudas de Ipé-roxo, e como resultado pode causar dano
irreversivel ao desenvolvimento e funcdo do tecido vegetal a longo prazo.

A disponibilidade excessiva de Cu pode ndo apenas afetar a funcionalidade de
transportadores transmembrana e canais i6nicos (MARASTONI et al., 2019a), mas
também alterar consideravelmente a permeabilidade da membrana induzindo
desequilibrio nutricional em ambientes contaminados com metais pesados ( DECONTI
et al., 2019). Assim, € possivel inferir que as diferentes concentracbes de Cu podem
alterar o equilibrio original da permeabilidade da membrana plasmatica, bem como
aumentar a producdo de ERRO e induzir a expressao de proteinas antioxidantes como
resposta adaptativa para neutralizar o excesso de ERRO e minimizar os danos.

Portanto, observou-se que as varidveis massa seca da parte aérea e raizes,
incremento em numero de folhas e pigmentos fotossintéticos ndo foram afetadas
negativamente pelo Cu. Por outro lado, essa espécie teve a taxa de assimilacao liquida e

taxa transpiratoria reduzida somente a partir de 8 mg L de Cu.

7.5 CONCLUSAO

A espécie Handroanthus heptaphyllus, em geral, foi afetada pelo excesso de Cu
apenas na concentracio de 8 mg L%, e o Cu foi acumulado principalmente nas raizes,
sem registrar diminuicdo na biomassa radicular e da parte aérea, o que pode indicar
tolerdncia da espécie a este metal, com grande potencial para utilizacdo na

fitorremediacdo de solos contaminados por Cu.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo apresentou informacdes relevantes de duas espécies florestais
importantes, Cedrela fissilis e Handroanthus heptaphyllus, sob o efeito de cobre (Cu),
elemento essencial para as plantas em baixas concentragdes, porém pode causar danos
na producao e crescimento quando presente em altas concentracdes.

A espécie Cedrela fissilis teve as variaveis fisiologicas e bioquimicas afetadas
negativamente, desse modo apresentou um comportamento sensivel na presenca de Cu
em sistema hidrop6nico. Com isso, mudas de Cedrela fissilis podem ser consideradas
como sinalizadores de areas contaminadas.

A espécie Handroanthus heptaphyllus apresentou sensibilidade ao Cu, de uma
forma geral, somente na maior concentracdo de Cu aplicada (8 mg L?), apresentando
tolerancia em concentracGes mais baixas, indicando que esta espécie pode ser utilizada
como fitorremediadora de solos contaminados por Cu.

Experimentos a curto prazo, como o experimento hidroponico realizado neste
estudo, se torna atraentes perante uma analise mais rapida em relacdo a toxidade de
metais, ponderando uma possivel utilizacdo destas espécies para 0 uso da
fitorremediacdo (GONCALVES et al., 2012).

Portanto, os resultados alcancados neste estudo cooperam para pesquisas futuras,
além de auxiliar na escolha de espécies apropriadas no plantio de locais contaminados

por metais pesados.
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APENDICES

APENDICE A - Plantas de Cedrela fissilis (A) e Handroanthus heptaphyllu (B)
durante o periodo de aclimatacéo no sistema hidropdnico em casa de
vegetacgao.

APENDICE B - Procedimento de avaliacdo da fotossintese em Cedrela fissilis (A) e
Handroanthus heptaphyllus (B).
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APENDICE C - Mudas de Cedrela fissilis (A) e Handroanthus heptaphyllus (B) apos
21 dias de exposicao a diferentes concentragdes de Cu em sistema hidropénico.




