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RESUMO

O cadmio (Cd) é um metal pesado, presente em diferentes tipos de efluentes que podem
contaminar o meio ambiente. E um metal fitotoxico que aumenta a producio de espécies
reativas de oxigénio e pode levar a planta a morte. Entretanto, algumas plantas desenvolvem
estratégias de tolerancia, que vao desde um aumento da eficiéncia das enzimas antioxidantes a
modificaces morfoldgicas e redugdo do transporte dos metais para outros tecidos. A Talinum
patens é tolerante a metais pesados e desenvolve grande nimero de raizes, podendo assim, ser
utilizada na técnica de rizofiltragdo. Todavia, embora tolerante, 0 contato com metais pesados
pode causar efeitos indesejados a planta e afetar a sua capacidade de remediacdo. Contudo,
existe um biopolimero chamado quitosana que € conhecido por amenizar diferentes tipos de
estresses em plantas, inclusive os provocados pelo Cd. Poucos estudos testam a diferenca
entre aplicacbes foliares e radiculares da quitosana, principalmente relacionando a
rizofiltracdo com T. patens e metais pesados. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o
efeito de ambas as aplica¢des de quitosana no padrdo de acumulo de Cd, na morfofisiologia e
na atividade das enzimas antioxidantes das estacas de T. patens submetidas a Cd. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, e apds 75 dias da semeadura das sementes,
estacas foram feitas e transportadas para potes contendo solucéo nutritiva. Apos a aclimatagéo
das estacas foram aplicados os tratamentos que consistiam em trés concentrac6es de Cd (0, 7,
14 mg L) e trés formas de aplicar a quitosana (sem aplicacéo, aplicaco radicular e aplicag&o
foliar). Ap6s 30 dias de imposicao dos tratamentos de Cd foram analisadas: a biomassa seca,
o teor de Cd e nutrientes, a morfologia das raizes, as trocas gasosas foliares, o0 teor e a
fluorescéncia da clorofila e a atividade das enzimas antioxidantes. As estacas foram tolerantes
ao Cd, pois o metal ndo influenciou na producdo de biomassa e na eficiéncia fotossintética. A
aplicacdo radicular de quitosana aumentou a area superficial e o volume de raizes mais
grossas em detrimento das finas, enquanto a aplicacao foliar resultou em maior comprimento
total e area superficial das raizes, principalmente de raizes finas. Além disso, a T. patens,
reteve a maior parte do Cd em seu sistema radicular, e quando aplicada quitosana nas folhas
houve ativacdo da catalase nas raizes e folhas e maior captacdo do metal pelas raizes,
enquanto a aplicacdo radicular apresentou o contrario. Conclui-se que as aplicacBes de
quitosana sdo positivas as plantas, entretanto a aplicagdo de quitosana nas folhas é uma

melhor escolha, podendo ser uma estratégia para potencializar a técnica de rizofiltracao.

Palavras-chave: Rizofiltracdo; Metais pesados; Fitorremediacdo, Talinum paniculatum



ABSTRACT

Cadmium (Cd) is a heavy metal that can be present in different types of effluents which can
contaminate the environment. It is a phytotoxic metal which increases the production of
reactive oxygen species and can lead to plant death. However, some plants have developed
tolerance strategies, which range from an increase in the efficiency of antioxidant enzymes to
morphological changes and a reduction in the transport of metals to other tissues. Talinum
patens is tolerant to heavy metals and develops many roots, so it can be used in the
rhizofiltration technique. Although tolerant, contact with heavy metals can cause unwanted
effects to the plant and affect its remediation capacity. However, there is a biopolymer called
chitosan, which is known to alleviate different types of stresses in plants, including those
caused by Cd. Few studies test the difference between foliar and root applications of chitosan,
mainly relating to rhizofiltration with T. patens and heavy metals. Therefore, the objective of
this work is to evaluate the effect of both chitosan applications on the pattern of Cd
accumulation, on the morphophysiology and in the activity of enzymes of the antioxidant
system of T. patens cuttings subjected to Cd. The experiment was carried out in a greenhouse,
and 75 days after the sowing of the seeds cuttings were made and transported to pots
containing nutrient solution, after acclimatization of the cuttings the treatments were applied,
consisting of three concentrations of Cd (0, 7, 14 mg L™) and three ways of applying chitosan
(no application, root application and leaf application). After 30 days of treatment application,
were analyzed: dry biomass, Cd and nutrient content, root morphology, gas exchanges of the
leaves, chlorophyll content and fluorescence, and antioxidant enzyme activity. Cuttings were
tolerant to Cd, because the metal did not influence biomass production and photosynthetic
efficiency. The root application of chitosan increased the surface area and volume of thicker
roots at the detriment of the finer ones, while the foliar application resulted in greater total
length and surface area of the roots, mainly in finer ones. Furthermore, T. patens retained
most of the Cd in its root system, and when chitosan was applied to the leaves, catalase was
activated in the roots and leaves, increasing metal uptake by the roots, while root application
showed the opposite. It is concluded that the applications of chitosan are positive to plants,
however the application of chitosan in the leaves is a better choice and can be a strategy to

enhance the rhizofiltration technique.

Keywords: Rhizofiltration; Heavy metals; Phytoremediation, Talinum paniculatum.



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt 7
2 REFERENCIAL TEORICO ...ttt 8
2.1 O que SA0 MELAIS PESAAOS? .....ouviviiiiiieiieie ettt bbbttt b b b 8
2.2 O cadmio, formas de contaminacao e seus efeitos na salde humana...........ccccceverereriennnnn, 8
2.3 O cadmio, seus efeitos nas plantas e estratégias de defesa de espécies tolerantes............... 9
2.4 Talinum patens (L.) Wl .......ooioie e s 11
2.5 Rizofiltragdo, umas das técnicas da fitorremediagao............ccocereereniiniinineise e 12
PG @ 01 (017 g - SRS 13
2.6.1 Quitosana no tratamento de efluentes e locais contaminados por metais pesados.......... 14
2.6.2 Usos da quitosana na agricultura, mitigando estresses abiotiCos. ..........ccccceevveeeevvevieenne. 15
2.6.3 Efeitos da quitosana na reducao do estresse causado por CAAMIO. .........ccceevereevesneenne. 16
BIUSTIFICATIVA ettt et st e et sttt ne b e e 18
A OBJIETIVOS ...ttt ettt b s et st e e s et e b e bt neare st 19

REFERENCIAS ...ttt 20

Artigo submetido a revista Environmental Geochemistry Health: Aplicacdo de quitosana
na raiz e parte aérea altera o padrdo de acimulo de cddmio em estacas de Talinum patens

QI LT (o= T OSSPSR 26

INFOrmMacOes SUPIEMENTATES........c.ecviiiece ettt e sre e ens 54



1 INTRODUCAO

O cadmio (Cd) é um metal pesado proveniente do processamento de diversas
atividades industriais. E um metal toxico, ndo degradavel e bioacumulativo, com efeitos
nocivos a salde humana, as plantas e ao meio ambiente, que quando descartado de maneira
incorreta pode contaminar fontes de agua que abastecem 0s ecossistemas e as atividades
antropogénicas. Para amenizar os problemas que podem ser trazidos pelo Cd, tecnologias
sustentaveis tém sido utilizadas e estudadas, como por exemplo, a fitorremediacéo.

A fitorremediacdo é um termo amplo, que se refere ao uso de plantas na despoluicao
ambiental. As técnicas fitorremediadoras, como o caso da rizofiltracdo, sdo técnicas baratas e
ecoldgicas de se tratar contaminantes. Algumas plantas, como é o caso da Talinum patens (L.)
Willd (Talinaceae), podem ser utilizadas na rizofiltragdo por tolerarem altas concentragGes de
metais pesados e por apresentarem demais caracteristicas que se adequem a técnica.

Todavia, por mais que se tenham plantas tolerantes a contaminacéo, dependendo do
tipo de metal e da sua concentracdo, o vegetal pode ser fisiologicamente afetado diminuindo a
sua capacidade de remediar o ambiente, e dependendo do caso levando a sua morte.
Entretanto, tem-se observado o uso de compostos que podem amenizar o0 estresse causado
pelos metais, e um deles é a quitosana.

Devido ao fato da quitosana ter capacidade de mitigar os efeitos negativos do Cd em
plantas, sugere-se que o uso desse composto pode aprimorar a capacidade de plantas de
extrair o metal de efluentes contaminados, e consequentemente melhorar a eficiéncia da
rizofiltracdo. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar qual o efeito de duas formas
de aplicacdo de quitosana, via raiz e via folha, no acimulo de Cd, e nos parametros
morfofisioldgicos de estacas de T. Patens submetidas a trés concentracGes de Cd para no fim

concluir as suas eficacias na técnica de rizofiltracdo.



2 REFERENCIAL TEORICO

Atualmente, um dos maiores problemas vividos pela sociedade moderna é a producéao
de residuos e seu inadequado descarte. H4 uma grande variedade de poluentes derivados de
atividades humanas, com grande efeito prejudicial ao meio ambiente e a salde de animais,

plantas e seres humanos, um desses contaminantes s&o 0s metais pesados.

2.1 O que sdo metais pesados?

Os metais pesados sdo elementos que possuem grande massa atbmica e uma alta
densidade (acima de 5 g cm™). Sdo naturalmente encontrados em menores quantidades que
outros elementos, sendo considerados elementos tragco na atmosfera, embora presentes em
todos os locais do planeta (KOLLER; SALEH, 2018). Alguns deles tém funcgdes bioldgicas
conhecidas, sendo necessarios em pequenas quantidades como, ferro (Fe), zinco (Zn), cobre
(Cu), manganés (Mn) e cobalto (Co). Enguanto outros sdo extremamente tdxicos e nao
possuem funcBes bioldgicas, sendo que poucas quantidades podem trazer consequéncias
deletérias a sistemas bioldgicos, tais como o chumbo (Pb), mercirio (Hg) e o Cd
(NAKBANPOTE; MEESUNGNOEM; PRASAD, 2016).

2.2 O cadmio, formas de contaminacéo e seus efeitos na saude humana

O Cd é um metal pesado oriundo do processamento de metais como Zn e Cu, e se
acumula no meio ambiente a partir de atividades industriais, como queima de combustiveis
fésseis, producdo de fertilizantes e cimentos, producdo de baterias de niquel-cadmio (Ni-
Cd), pigmentos, tintas, plasticos e cerdmicas (MARTINEZ FLORES et al., 2013). Esses
produtos no processo industrial acabam por contaminar o ar, os len¢ais freaticos, o solo e rios,
que por sua vez podem irrigar plantacbes, e serem fonte de agua para criacdes, animais
selvagens e humanos. Com isso, o0 Cd pode ser obtido através da alimentacéo, por alimentos
como moluscos, crustaceos, sementes de girassol, amendoim, linhaca, por hortalicas, frutas,
tabaco, visceras de animais e pescados (NAVA-RUIZ; MENDEZ-ARMENTA, 2011; REYES
et al., 2016). Dessa maneira 0 metal é passado pela cadeia tréfica e se bioacumula no
ecossistema.

A contaminacéo de aguas superficiais ou subterraneas por Cd se da principalmente por

descarga de efluentes, industriais, agricolas e de mineracdo. A contaminagdo também pode



ocorrer com o descarte de residuos sélidos em aterros sanitarios mal construidos, em que 0
metal ¢ lixiviado e alcanca os lencois freaticos (TIWARI et al., 2018). Devido a toxicidade do
metal a legislacéo brasileira definiu um limite maximo de 0,2 mg L™ de Cd no descarte de
efluentes (CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE, 2011).

A exposicdo a altos niveis e em longo prazo de Cd pode ocasionar diversos
problemas de salide humana e causar comprometimento de véarios érgdos tais como rins,
pulmao, testiculos, figado, placenta e 0ssos (SATARUG et al., 2010). O Cd é um dos metais
pesados mais toxicos para o ser humano e de acordo com Sabath e Robles-Osorio (2012),
cerca de 50 a 80% desse elemento se acumula no figado e rins. A exposi¢do ao metal pode
trazer diversos danos a saude, como, anomalias na funcdo renal, osteoporose, anemia,
alteracdes olfativas, infertilidade em homens, problemas cardiovasculares, hipertenséo,
diabetes, lesdes oculares, dentre outros. Complementar a isso a Agéncia Internacional para a
investigagcdo do cancer (IARC) classificou o Cd dentro do grupo 1, associando-o0 a varios
tipos de cancer como de pulmdo, figado, mama, proéstata, e cérebro (MIURA, 2009;
SATARUG et al., 2010).

2.3 O cadmio, seus efeitos nas plantas e estratégias de defesa de espécies tolerantes

O Cd é um metal ndo essencial e altamente toxico para as plantas. Raizes de plantas
expostas a longo prazo a Cd comegam a ficar amarronzadas e mucilaginosas, diminuem de
tamanho, e decompdem-se (ESPANANY; FALLAH; TADAYYON, 2016); folhas podem
apresentar sinais de clorose, necrose e pontos amarelos (DU et al., 2014). Além disso, o metal
tem capacidade de inibir o crescimento e causar a morte do vegetal. (NAGAJYOTI; LEE;
SREEKANTH, 2010).

A absorcdo de Cd pelas plantas ocorre pela sua forma cationica Cd**, e pode ser
absorvido pelas raizes a partir de transportadores de outros micronutrientes como, proteinas
transportadoras de ferro (Fe) e zinco (Zn), canais de cation, canais de calcio (Ca) ativados por
despolarizacdo, canais de Ca ativados por hiperpolarizacdo e canais de cation insensiveis a
voltagem (ASGHER et al., 2015). Além disso, o Cd é capaz de se combinar com outros
elementos, como por exemplo, nitrogénio e derivados, principalmente nitrato, e dessa forma
aumentar a quantidade absorvida, translocada e acumulada nas plantas (YANG et al., 2020).

O Cd pode interferir na absor¢do e assimilacdo de substancias essenciais como,
nitrogénio, amonia e derivados, e nutrientes minerais, por competir na absorcao, além de

inibir a acdo de enzimas que metabolizam esses compostos, trazendo problemas nutricionais
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em plantas (BALESTRASSE et al, 2003; DAS; SAMANTARY; ROUT, 1997;
HERNANDEZ; CARPENA-RUIZ; GARATE, 1996). Um estudo realizado por Bertoli et al.
(2012), com Lycopersicon esculentum, mostra que o Cd reduziu o contetdo de potassio (K),
Ca, manganés (Mn) e Zn na parte aérea, K nos frutos e Mn nas raizes, além de reduzir a taxa
de translocacéo de cobre (Cu) e fésforo (P) nas partes aéreas.

A diminuicdo do tamanho das plantas, tal como da sua biomassa é resultado da queda
da fotossintese, proporcionada pela reducdo da eficiéncia de diversos mecanismos. Ocorre
diminuicdo da eficiéncia do fotossistema Il, da absorcdo do CO, e da atividade da Ribulose
1,5-bifosfato carboxilase (RuBisCO), o que leva a reducgdo da captacdo de energia luminosa
devido a modificagdes nas estruturas dos cloroplastos e pigmentos fotossintéticos, onde ha
substituicdo do magnésio (Mg), pelo Cd na estrutura das clorofilas (a) e (b) (ASGHER et al.,
2015; DIAS et al., 2013; PARMAR; KUMARI; SHARMA, 2013).

O estresse oxidativo induzido por Cd em plantas é um dos sintomas mais comuns
quando ha intoxicagdo (JIN et al., 2013; SANDALIO et al., 2001). As plantas respondem ao
Cd de diversas maneiras devido a producdo de espécies reativas ao oxigénio (EROS). Tais
moléculas contém um par de elétrons desparelhado na camada de valéncia, portanto sao
radicais livres com grande poder destrutivo. Alguns tipos de EROS sdo o perdxido de
hidrogénio (H,0,), radicais hidroxila (OHe), oxigénio livre (*2 O,), hidroperdxidos organicos
(ROOH), superoxidos, entre outros (SHAHID et al., 2017). A consequéncia do Cd e das
EROS nas plantas sdo o fechamento dos estdmatos, acimulo de &cido abscisico, inibicdo da
sintese de clorofila e da fotossintese, diminuicdo da capacitacdo e fluxo de dgua nos tecidos,
mudangas nos sistemas antioxidantes e disturbios nas estruturas da membrana plasmatica
(peroxidacdo lipidica) (SHAKIROVA et al., 2016).

Todavia, algumas plantas desenvolveram estratégias para tentar sobreviverem aos
metais pesados e aos danos oxidativos, sendo consideradas plantas tolerantes. A estratégia de
defesa dessas plantas esta relacionada com o aumento da eficiéncia do sistema antioxidante,
melhorando a atividade da superoxido dismutase (SOD), acido ascorbico (AsA), catalases
(CAT), ascorbato peroxidase (APX), guaiacol peroxidase (GPX), antocianinas, a-tocoferol,
entre outras substancias e enzimas (KUMAR; PRASAD; SYTAR, 2012; PANDEY et al.,
2015). Muitas vezes tais compostos sdo sintetizados acima da quantidade naturalmente
produzidas por plantas ndo expostas aos metais pesados. Esses compostos podem atuar

removendo diferentes tipos de EROS, diminuindo os efeitos destrutivos dos oxidantes e
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aumentando a protecdo das estruturas e o funcionamento celular (ZONG et al., 2017; LIU;
GAI; ZONG, 2021).

Além da producao de antioxidantes, plantas tolerantes podem imobilizar e/ou reduzir o
transporte dos metais pesados entre os tecidos, captando 0s metais e imobilizando-os em
vacutolos ou no apoplasto (RASCIO; NAVARI-1ZZ0O, 2011; VIEHWEGER, 2014). Pode
haver também aumento da espessura da exoderme radicular, o que leva a uma maior area de
retencdo dos metais, reduzindo a quantidade que pode ser levada a parte aérea, via xilema
(ADREES et al., 2015). Com isso a planta impede que metais pesados cheguem as folhas e

causem problemas ao maquinério fotossintético.

2.4 Talinum patens (L.) Willd

Talinum sp, é um género de plantas pertencente a familia Talinaceae, sendo a Talinum
patens (L.) Willd (Talinum paniculatum (Jacq.) Gaertn.) (FIGURA 1) uma das espécies
(SOUZA et al., 2018).

Figura 1 - Talinum patens (L.) Willd.

X
'\r »

Fonte: Do autor, 2020

Talinum sp., sdo nativas das Américas, porém podem ser encontradas em outros locais,

como na Africa. No Brasil é conhecida popularmente como Beldroega-grande, Beldroegao,
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Maria-Gorda ou Lingua-de-Vaca e séo utilizadas na alimentacdo, como plantas ornamentais, e
como plantas fitorremediadoras. Essas plantas crescem em diversos tipos de solos, que variam
desde arenosos e argilosos a solos secos. Desenvolvem-se em ambiente ensolarado,
sombreado ou Umidos. S&o ervas perenes que podem crescer e atingir uma altura media de 70
cm, possuem rapido desenvolvimento e se reproduzem por plantio das suas sementes ou por
corte das estacas (MOSANGO, 2004; SOUZA et al., 2018).

Plantas desse género sdo conhecidas pela sua capacidade de tolerar diferentes tipos
de metais pesados, além de produzirem varias raizes adventicias que auxiliam na absorcao
desses elementos (KUMAR; PRASAD; SYTAR, 2012; RAJKUMAR et al., 2009; SOUZA et
al., 2018). Devido a essas caracteristicas a Talinum patens pode ser utilizada na rizofiltrag&o.

2.5 Rizofiltracdo, umas das técnicas da fitorremediacéo

A fitorremediacdo é uma técnica que trata diversos tipos de contaminantes a partir da
utilizacdo de plantas como agentes despoluidores de locais contaminados. Portanto, se
caracteriza como uma alternativa mais ecoldgica e barata que técnicas fisico-quimicas, que
muitas vezes além de serem caras acabam por trazer efeitos colaterais indesejados no meio
ambiente (KRISTANTI et al., 2021).

Esta técnica € dividida em cinco vertentes que utilizam plantas, que sao: rizofiltracdo,
fitoextragdo, fitoestabilizagéo, fitotransformacéo e fitovolatizagdo (GHOSH; SINGH, 2005).
E desejavel que essas plantas sejam de facil manejo, adaptem-se bem a diferentes ambientes,
crescam rapido, tenham um sistema radicular evoluido e possam explorar grande area
contaminada, tolerando os niveis de contaminacdo, retendo ou transportando as substancias
em seus tecidos (PANDEY; BAJPAI, 2018).

A técnica da rizofiltracdo consiste em inserir o sistema radicular de plantas terrestres
ou aquaticas em solugdes contaminadas por poluentes, como metais pesados. Com isso, atuam
como um biofiltro, pois as raizes extraem o0s metais da agua os estabilizando ou os
transportando para outras partes da planta (DUSHENKOV et al., 1995). Essa técnica pode ser
aplicada em ambiente natural (in situ) como, efluentes, aguas superficiais ou residuais, mas
também em locais (ex situ), como no tratamento ou estudos conduzidos em sistemas
hidropdnicos (DUSHENKOV et al., 1995; PANDEY BAJPAI, 2018).

A rizofiltragdo é capaz de mobilizar contaminantes e prevenir que eles contaminem os
lencdis freaticos e entrem na cadeia trofica (GALAL et al., 2018). Além disso, sistemas

hidropdnicos sdo favoraveis a técnica, pois reduzem o tempo de crescimento da planta, ndo
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necessitando de espagos grandes para sua implementacgéo, facilitando o acompanhamento das
raizes e evitando que elas desidratem (MUTHUKUMAR; DINESH-BABU, 2020).

Embora determinadas espécies de plantas, como a Talinum patens, consigam tolerar a
determinadas concentracfes de metais pesados, o contato com tais elementos, podem lhe
trazer efeitos negativos, o0 que reduz as chances de se obter maiores sucessos com a
rizofiltracdo. Entretanto, existe um composto que é capaz de aliviar diversos tipos de estresses

ambientais em plantas, inclusive os causados pelo Cd, chamado quitosana.

2.6 Quitosana

A quitosana é um polimero de glicose derivado da quitina (FIGURA 2). A quitina, por
sua vez, esta presente em artropodes, nas carapacas de caranguejos, nas cascas de camardes,

nos exoesqueletos de insetos, mas também na parede celular de alguns fungos.

Figura 2 - (2) Estrutura da quitina; (b) Estrutura da quitosana.
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Fonte: ISLAM; BHUIYAN; ISLAM, 2017

Comercialmente a quitosana é obtida através da desmineralizacdo da quitina por
acidos, seguidos por uma quebra das proteinas agregadas a sua estrutura através de solucdes
alcalinas (ISLAM; BHUIYAN; ISLAM, 2017; KAYA et al., 2015). Esse processo causa uma

desacetilagdo da estrutura da quitina e forma a quitosana, um polimero linear consistindo de
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duas subunidades, D-glucosamina e N-acetil-glucosamina conectadas por ligacGes
glicosidicas (HIDANGMAYUM et al., 2019). A quitosana tem sido utilizada devido a sua
facil obtencéo, bioatividade, degrabilidade e compatibilidade, e por aproveitar subprodutos de
frutos do mar. (ISLAM; BHUIYAN; ISLAM, 2017).

A quitina possui uma limitagdo em seu uso, que ¢ a dificuldade de se dissolver, isso €
um dos motivos que justifica o uso da quitosana, pois 0s agrupamentos amina presentes em
sua estrutura proporcionam que quando inserida em meio acido ela seja mais soltvel do que a
quitina. Complementarmente, a alta viscosidade de solugdes concentradas de quitosana
permite amplo uso, podendo ser produzidos compostos como biofilmes, géis, entre outros
(DIVYA; JISHA, 2018; RAMIREZ et al., 2010). Além disso, a quitosana pode ser
modificada (substituindo ou adicionando grupos), sem que suas propriedades sejam perdidas,
diferentemente de outros biopolimeros, como o amido, celulose, e a prépria quitina (DIVYA,;
JISHA, 2018; MALERBA; CERANA, 2019). Portanto, devido a suas propriedades a
quitosana tem sido aplicada em diversas areas.

2.6.1 Quitosana no tratamento de efluentes e locais contaminados por metais pesados.

A quitosana pode ser usada como bioadsorventes de metais pesados. Devido ao grupo
amina presente na sua estrutura, ela atua como um quelante de metais, o que foi visto no
estudo de Rana et al. (2009), no qual se testou filtros de quitosana em que passavam solucdes
contendo diferentes metais pesados. Foi constatada uma eficiéncia significativa para a
adsorcdo da quitosana para metais pesados, na seguinte ordem Mn > Cd > Zn > Co > Ni > Fe
> Pb > Cr.

No experimento de Kwok et al. (2014), concluiram alguns dos mecanismos de
remocdo de arsénio (As) por quitosana e nanoquitosana, sendo que a eficiéncia na remocéo é
devido a diversos fatores, como interacdo entre os ions de As e a quitosana, e a propriedades
fisico-quimicas do material como, protonacdo de agrupamentos amina, pureza, cristalizacdo e
0 grau de desacetilacéo.

A quitosana também tem sido usada para a adsorc¢ao de outros residuos, como corantes
e agentes agroquimicos (EL HARMOUDI et al., 2014; HU et al., 2006; ZHOU et al., 2016 ).
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2.6.2 Usos da quitosana na agricultura, mitigando estresses abidticos.

A quitosana devido as suas caracteristicas e ndo toxicidade tem sido utilizada na
agricultura: no estimulo do crescimento vegetal, na mitigacdo do estresse hidrico, salino e
estresse por metais pesados. Também tem sido utilizada como biofertilizante, entre outros
(HIDANGMAYUM et al., 2019; MALERBA; CERANA, 2016, 2018, 2019).

Foi testado por Pirbalouti et al. (2017) a aplicagdo de quitosana em diferentes
proporgdes em duas espécies de plantas, Ocimum ciliatum e Ocimum basilicum, em condic6es
normais de irrigacdo e em estresse hidrico, avaliando aspectos como morfologia, fisiologia e
bioquimica. Notou-se que em ambas as espécies em condi¢Ges de seca o crescimento e
pigmentos fotossintéticos diminuiram, e com a aplicagdo de quitosana na concentracdo de 0,4
g L™, o crescimento de caules e raizes foram melhores, assim como a éarea foliar. Devido a
uma menor evaporacao e consequentemente menor perda de agua, a quitosana auxiliou as
plantas no combate a escassez hidrica, além de interferir positivamente no conteldo de
pigmentos fotossintetizantes, fendis e na regulacdo de antioxidantes.

Em um estudo conduzido por Li et al. (2017), foi notado que a aplicacdo exdgena de
quitosana também aumentou a tolerancia a seca em Trifolium repens. Andlises metabdlicas
demonstraram que com a quitosana houve maior acimulo de agucares, alcoois, aminoacidos,
organicos &cidos e outros metabdlitos (ascorbato, glutationa, flavonoides, putrescina e
espermidina). Tais compostos estdo associados ao ajuste osmdtico, defesa antioxidante,
sinalizacdo celular e metabolismo energético, ao passo que analises transcriptbmicas
revelaram que a quitosana auxiliou na regulacdo dos genes responsaveis pelo metabolismo
desses compostos.

Solos salinos também podem ser um problema no cultivo, pois afetam a producédo de
clorofila, reduzem as taxas fotossintéticas, a biomassa e o crescimento das cultivares. Ma et
al. (2012) testaram aplicac6es de oligoquitosanas em Triticum aestivum tratadas em condicdes
de estresse salino e notaram que plantas tratadas com o polimero tiveram melhores valores
biométricos, melhorias nas anélises ecofisiologicas, menor conteddo de malondialdeido e
aumento das atividades das enzimas antioxidantes.

Alguns estudos j& testaram oligoquitosana na reducgdo do estresse a altas temperaturas,
Zhang et al. (2020) perceberam que a oligoquitosana foi capaz de ativar varias rotas
metabolicas, como a do acido alfa-linolénico, das enzimas antioxidantes e de sinalizacdo,

além de melhorar os pardmetros fotossintéticos de Gracilariopsis lemaneiformis.
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2.6.3 Efeitos da quitosana na reducéo do estresse causado por cadmio.

A quitosana pode influenciar positivamente na tolerancia de plantas expostas a Cd. Em
estudo realizado por Qu et al. (2019) plantas de milho foram cultivadas em diferentes
condicdes: apenas em solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), em solucdo nutritiva
mais quitosana, em solucao nutritiva mais Cd, e em solucdo nutritiva com mistura entre Cd e
quitosana. Foi percebido que o crescimento das plantas de milho foi significativamente
inibido na presenca de Cd, sendo tanto no tamanho quanto na area radicular e foliar. A raiz foi
0 primeiro 6rgdo a sentir, tendo seu crescimento e suas atividades inibidas, assim levando
menos nutrientes para as folhas. O conteudo de clorofila, atividade enzimatica e antioxidante
também diminuiram. Em contrapartida, os tratamentos que tinham quitosana e Cd mostraram
um alivio no estresse, através de melhores valores no crescimento, pigmentacdo, taxa
fotossintética, e na producdo de antioxidantes, que consequentemente diminuiram as EROS.
Os valores obtidos quando avaliados com outros tratamentos mostraram que a quitosana é
capaz de estimular o crescimento, fotossintese, produgdo de oxidante, em taxas melhores que
em tratamentos conduzidos apenas em solugéo nutritiva.

Liu, Gai e Zong (2021) aplicaram quitosana nas folhas de Triticum aestivum, e
notaram o alivio em diversos estresses causados por Cd. Nesse estudo as aplicacfes de
diferentes pesos moleculares de quitosana em plantulas de trigo proporcionaram melhores
valores de crescimento e teor de clorofila, assim como também reduziram o teor de
malondiandeido, prolina e EROS, quando comparados com tratamentos sem a aplicacdo da
quitosana e somente com Cd. Podendo esses efeitos serem justificados pelo ajuste feito pela
quitosana sobre as atividade das enzimas antioxidantes e osmolaridade celular, mas também
por ela proporcionar maior producdo de biomassa das raizes, e beneficios na morfologia do
sistema radicular, que demostrou maior comprimento, volume, ramificacdo e menor didmetro.

Em um experimento realizado em hidroponia, Zong et al. (2017) analisaram o
potencial de protecdo ao Cd de trés moléculas de quitosana com 80% de desacetilagdo de
pesos moleculares diferentes (10 kDa, 5 kDa e 1kDa), aplicadas nas folhas da planta
Brassica rapa L. Plantas em contato com o Cd demonstraram crescimento, niveis de clorofila
e carotenodides reduzidos, e aumento nos indices de malondialdeido. Com a aplicagdo foliar de
quitosana aumentaram-se 0 crescimento e a concentracdo de clorofila, e diminuiram-se 0s
niveis de malondialdeido. A aplicacdo de 1kDa foi a que obteve melhores resultados,
melhorando significantemente a atividade fotossintetizante e a producdo de antioxidantes e

enzimas.
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A quitosana tem capacidade de quelar ions Cd**, e estabiliza-los dentro dos vactiolos
nas células. O composto também tem a capacidade de reduzir o transporte do Cd das raizes
para as partes aéreas, assim evitando a inibicdo do crescimento. O Cd inibe a clorofila ester
redutase, e a amino-p-valerolato durante a sintese de clorofila, enquanto a quitosana atua
amenizando isso e a degradacdo desses pigmentos. Ela também estimula a producdo da
clorofila através de ativagdo de genes que promovem a sintese de cloroplastos e o
alargamento deles, tdo como protegendo suas estruturas e fungdes (QU et al., 2019; ZONG et
al., 2017). A quitosana também pode atuar na sinalizacdo de varios processos intracelulares,
podendo diferenciar o funcionamento de genes que promovem o crescimento e a defesa da
planta (LIU; GAI; ZONG, 2021).

Enquanto o Cd induz o fechamento estomatico a quitosana, além de liberar a abertura
dos estdmatos, melhora os parametros de fluorescéncia da clorofila, facilitando a fotossintese.
Na medida em que o Cd aumenta a producdo de espécies reativas ao oxigénio, a quitosana
atua diminuindo o nivel celular desses compostos livres, estabilizando-os, além de aumentar a
producdo de enzimas antioxidantes como SOD, CAT, APX. Dessa forma a quitosana diminui
o efeito de peroxidacdo lipidica, aumentando a integridade da membrana plasmatica. (LIU;
GAI; ZONG, 2021; QU et al., 2019; ZONG et al., 2017).
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3 JUSTIFICATIVA

Devido ao fato do Cd ser um metal pesado altamente toxico e que pode estar presente em
fontes de aguas que abastecem atividades humanas e o ecossistema, se torna necessario o
desenvolvimento de tecnologias que possam tratar os locais contaminados pelo metal.
Entretanto € interessante o desenvolvimento de estratégias que sejam mais ecoldgicas e
baratas de tratar esses residuos. Dessa forma a rizofiltragdo se apresenta como uma boa opcao.

Foi visto que a Talinum patens pode ser utilizada na rizofiltracdo, devido a sua conhecida
tolerdncia a metais pesados, mas também por ter um facil manejo, desenvolvimento réapido,
boa adaptacdo ao meio e por desenvolver muitas raizes que auxiliam na captacdo dos metais.

A utilizacdo da quitosana é justificada devido ao fato de ela ser um bioproduto atéxico de
facil obtencédo e producdo, e sustentavel, pois reaproveita subprodutos de frutos do mar. Além
disso, ja € amplamente conhecida a utilidade da quitosana no alivio de estresses ambientais
em plantas.

Embora conhecido os efeitos benéficos da quitosana em algumas plantas em diferentes
tipos de estresses ambientais, poucos estudos testam a diferenca entre aplicacdes foliares e
radiculares da quitosana, principalmente quando relacionada a rizofiltragdo com T. patens e
metais pesados. Portanto, torna-se necesséario saber a diferenca entre distintas formas de
aplicacdo da quitosana, pois cada uma pode proporcionar resultados vantajosos ou ndo para a
técnica de rizofiltracdo.

Além do mais, os conhecimentos a respeito dos mecanismos utilizados pela T. patens na
rizofiltracdo dos metais pesados ainda sdo escassos. Dessa maneira € importante
desenvolvimento de estudos que possam analisar e discutir a respeito das estratégias utilizadas
por essa planta tanto para tolerar quanto retirar os contaminantes do meio. Pois 0
conhecimento sobre tais mecanismos pode auxiliar no desenvolvimento da técnica de

rizofiltracdo com a T. patens.
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4 OBJETIVOS

Esse estudo teve como objetivo avaliar qual efeito das aplica¢Ges radiculares e foliares de
quitosana no padrdo de acumulo de Cd, na morfofisiologia e na atividade das enzimas do
sistema antioxidante das estacas de Talinum patens submetidas a trés concentracdes do metal
Cd.
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RESUMO

A quitosana tem acgdo indutora de tolerancia a estresses abi6ticos em plantas, porém ha poucos estudos
sobre diferentes formas de aplicacdo desse biopolimero. Assim, buscando potencializar novas
tecnologias de descontaminacdo de cadmio (Cd), o objetivo desse trabalho foi avaliar qual o efeito de
duas formas de aplicacdo de quitosana na morfofisiologia de estacas de Talinum patens submetidas ao
Cd e analisar a sua influéncia no acimulo do metal. A partir de plantas com 75 dias, estacas foram
produzidas e transferidas para sistema hidropénico, e durante 30 dias foram aplicados os tratamentos:
trés concentraces de Cd (0, 7 e 14 mg L™) e trés formas de aplicacdo de quitosana (sem aplicagdo,
radicular e foliar). Analisou-se a biomassa seca, o teor de Cd, o teor de nutrientes, a morfologia
radicular, as trocas gasosas foliares, o teor e a fluorescéncia da clorofila e a atividade das enzimas
antioxidantes. As estacas foram tolerantes ao Cd, pois 0 metal ndo influenciou a producdo de biomassa
e a eficiéncia fotossintética. A aplicacdo radicular de quitosana aumentou a &rea superficial e o volume
de raizes mais grossas em detrimento das finas, enquanto a aplicagdo foliar resultou em maior
comprimento total e area superficial das raizes, principalmente de raizes finas. Além disso, a quitosana
aplicada nas folhas ativou a enzima catalase tanto nas raizes quanto nas folhas e aumentou o acumulo
de Cd nas raizes, ao contrario do que aconteceu com a aplicagdo radicular. Conclui-se que a

pulverizacgdo foliar de quitosana pode melhorar a rizofiltragdo de Cd com T. patens.

Palavras-chave: Fitorremediagdo; WinRhizo; Fotossintese; Metal Pesado; Talinum paniculatum;

Jewels-of-Opar.
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INTRODUCAO

O cédmio (Cd) é um metal pesado, que pode ser inserido no meio ambiente a partir de
atividades industriais e agricolas, sendo altamente toxico para a salde humana e para as plantas
(Piacentini et al., 2020). O metal pode contaminar dguas subterraneas ou superficiais, principalmente
atraves da descarga inadequada de efluentes industriais, agricolas e de mineracdo, mas também pelo
descarte de residuos solidos em aterros sanitarios mal construidos, fazendo que seja lixiviado e alcance
o0s lencdis freaticos (Tiwari et al., 2018). Dessa maneira 0 metal se acumula no ecossistema, podendo
ser ingerido pelos organismos e acumulado na cadeia tréfica. Assim, uma legislacdo ambiental é
necessaria em todo mundo para o descarte e controle de Cd em &guas. Devido a toxicidade do Cd, por
exemplo, a legislacdo brasileira definiu um limite méaximo de 0.2 mg L™ de Cd no descarte de
efluentes (Conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA, 2011).

Nas plantas, o Cd potencializa a producdo de espécies reativas ao oxigénio (EROS), provoca
o fechamento dos estdmatos, reduz a fotossintese, inibe a sintese de clorofila, diminui a absorcéo de
agua e nutrientes, induz modificacdes morfoldgicas nas raizes, como espessamento da epiderme,
reducdo do comprimento e menor producao de raizes laterais, destréi a membrana celular e pode levar
a planta a morte (Liu et al., 2021; Shakirova et al., 2016). Contudo, existem espécies que sdo
tolerantes a altas concentragOes de Cd, se desenvolvem em substratos hidropdnicos e podem, portanto
ser utilizadas como instrumentos na descontaminacdo de dguas contaminadas por esse metal pesado,
atraves da rizofiltracéo.

A rizofiltracdo é uma técnica de fitorremediacdo que consiste em colocar o sistema radicular
de plantas terrestres ou aquaticas em solugdes contaminadas por poluentes, como metais pesados. As
plantas atuam como um biofiltro, de tal forma que as raizes extraem os metais da agua e podem
estabiliza-los ou transporta-los para outras partes da planta (Dushenkov et al., 1995). Essa técnica
pode ser aplicada em ambiente natural (in situ) como, efluentes, aguas superficiais ou residuais, mas
também em locais (ex situ), como no tratamento de dguas contaminadas conduzidos em sistemas
hidropdnicos (Dushenkov et al., 1995; Pandey & Bajpai, 2018).

A rizofiltragdo é capaz de mobilizar metais pesados de &guas e prevenir que eles contaminem
os lencois freaticos e entrem na cadeia trofica (Galal et al., 2018). Além disso, sistemas hidropdnicos
sdo favoraveis a técnica, pois reduzem o tempo de crescimento da planta, ndo necessitando de espagos
grandes para sua implementacdo, facilitando o acompanhamento das raizes e evitando que elas
desidratem (Muthukumar & Dinesh-Babu, 2020).

Dentre plantas tolerantes ao Cd citam-se as do género Talinum sp. (Talinaceae), tendo a
Talinum patens (L.) Willd (ou T. paniculatum (Jacg.) Gaertn.) como uma das espécies. Essas plantas
sdo ervas perenes, de facil cultivo que atingem uma altura média de 70 cm, se reproduzem por
sementes ou estaquia (Muthukumar & Dinesh-Babu, 2020; Souza et al., 2018). A producdo de estacas

dessa espécie acaba sendo uma vantagem para a rizofiltracdo, pois uma planta inteira gera a0 menos
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duas estacas, 0 que dobra o numero de unidades rizofiltradoras. Além disso, Talinum sp. tem-se
mostrado capazes de tolerar diferentes tipos de metais pesados, além de produzirem varias raizes
adventicias que auxiliam na absorcdo desses elementos (Kumar et al., 2012; Rajkumar et al., 2009;
Souza et al., 2018). Associadas a essas caracteristicas de plantas rizofiltradoras, elas sdo cultivadas
em varias partes do mundo como, Asia, Africa e Américas, o que amplia seu uso nas tecnologias de
descontaminagdo ambiental (Souza et al., 2018).

Embora determinadas espécies, como a Talinum patens, consigam tolerar metais pesados, 0
contato com tais elementos podem trazer efeitos negativos a planta, o que dificulta um maior sucesso
na utilizacdo da rizofiltracdo. Entdo é interessante o desenvolvimento de estratégias e/ou produtos que
possam auxiliar as plantas na remediacdo dos locais contaminados. Um desses produtos é a quitosana,
um biopolimero nédo toxico obtido através da desmineralizagdo da quitina, possuindo estrutura linear
constituida de duas subunidades, D-glucosamina e N-acetil-glucosamina conectadas por ligagdes
glicosidicas. Esse biopolimero é conhecido por aliviar diversos tipos de estresse abi6ticos em plantas,
como seca, temperatura, salinidade, entre outros (Hidangmayum et al., 2019; Reis et al., 2019; Zhang
etal., 2020).

Vérios métodos de aplicacdo de quitosana na tolerncia a estresses abidticos tém sido
utilizados como: aplicacéo radicular, foliar em sementes e/ou frutos, isoladamente ou em combinacdo
com outros compostos (Li et al., 2017; Ma et al., 2012; Malerba & Cerana, 2016, 2018, 2019).
Também se tem visto que a quitosana pode aumentar a tolerdncia de plantas expostas ao Cd, por
aumentar a atividade de enzimas antioxidantes, amenizar a degradacdo da sintese de pigmentos
fotossintetizantes e reduzir o declinio de demais processos fisiolégicos (Liu et al., 2021; Qu et al.,
2019; Zong et al., 2017).

Embora a quitosana possa amenizar os efeitos deletérios do Cd em algumas plantas, poucos
estudos testam a diferenca entre aplicacOes radiculares e foliares, e considerando nossa proposta de
aplicagdo de quitosana na rizofiltragdo com Talinum patens sob metais pesados, tem-se um estudo
inédito. Sabendo que a T. patens na rizofiltracdo possui um grande potencial de desenvolvimento e
aplicagdo tecnoldgica e que a quitosana pode aumentar a tolerdncia a estresses abioticos,
hipotetizamos que a aplicacdo de quitosana aumenta a tolerdncia e o acimulo de Cd em estacas de T.
patens. Assim, esse estudo teve como objetivo avaliar qual efeito das aplicagdes radiculares e foliares
de quitosana no padrdo de acumulo de Cd, na morfofisiologia, e na atividade das enzimas do sistema

antioxidante das estacas de T. patens submetidas a diferentes concentracdes de Cd.
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MATERIAIS E METODOS

Obtencéo do material vegetal, conducgéo do experimento e delineamento experimental

O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo da Unidade Educacional Santa Clara da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL — MG), Alfenas - Minas Gerais, Brasil. Coordenadas
geograficas 21° 25” 20°’S 45° 59 00> W. Durante o periodo de aplicagdo dos tratamentos a média da
temperatura minima da casa de vegetacdo foi de 11 °C e a maxima de 32 °C, enquanto a média da
umidade relativa foi de 60%.

Foram utilizadas estacas contendo seis folhas completamente expandidas, obtidas de plantas
de cultivo proprio do banco de sementes do Horto Boténico e de Plantas Medicinais, Unidade
Educacional Santa Clara, UNIFAL-MG. Plantas de T. patens foram semeadas em substrato padréo
para a producdo das mudas (solo, esterco bovino e areia, na propor¢do de 3:1:1) e irrigadas trés vezes
por semana.

Apbs 75 dias passados da semeadura, estacas foram excisadas, desinfetadas em solucdo de
hipoclorito de sédio (3% de cloro ativo) e transferidas para cultivo hidropbnico, i.e., em potes
contendo 500 ml de solucéo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950). Foram colocadas duas estacas em
cada pote, que durante 28 dias passaram por processo de aclimatizacdo a solucdo nutritiva
proporcionando o surgimento de novas raizes. A solucdo nutritiva inicial possuia 25% de concentracdo
e foi renovada semanalmente, sendo em cada troca aumentado 25% da concentracdo de nutrientes até
atingir 100% dos valores estabelecidos por Hoagland e Arnold (1950). Todos os potes com solucdes
foram devidamente aerados, e para cada um se utilizou uma mangueira de silicone com uma agulha
hipodérmica na ponta, conectadas a uma bomba de ar pressurizado controlada por timer, ativada em
intervalos de 30 minutos (Informacdo Suplementear, Video S1). Durante todo o periodo a solugdo
nutritiva foi mantida em pH (6.0 £ 0.5), e em dias intercalados conferida e preenchida com agua
destilada, mantendo o volume inicial de 500 ml.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) e o0s tratamentos
correspondiam a um fatorial duplo (3 x 3) sendo trés concentracdes de Cd e trés formas de aplicacdo
de quitosana, totalizando nove tratamentos com sete repeticbes de cada. Ap6s a aclimatacdo das
estacas, na solucdo nutritiva foram adicionados os tratamentos de Cd e aplicado as quitosanas, dessa
maneira os tratamentos foram mantidos por 30 dias. Para isso utilizou-se Cd(NO3),, para a formulacéo
de trés concentracdes de Cd, (0, 7 e 14 mg L™), que foram baseados em valores até 70 vezes maiores
que o permitido pela legislacdo brasileira, para o descarte em efluentes (CONAMA, 2011). As
aplicacdes de quitosana nos tratamentos foram: sem aplicacéo, aplicacdo radicular e aplicagéo foliar.

Os tratamentos com aplicacéo radicular consistiam na adicdo de uma solucdo estoque de
quitosana em cada troca semanal da solucdo nutritiva, representando uma concentracdo final de 100
mg L™ de quitosana no meio. Enquanto para a aplicacdo nas folhas foi produzido uma solugdo de

quitosana ja na concentracéo de 100 mg L™, e duas vezes por semana aplicada uniformemente 200 mL
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entre os tratamentos correspondentes, através de um pulverizador manual. (Informag&o Suplementar,
Video S2). A quitosana utilizada possuia 63,5% de desacetilagdo, e sua caracterizagao fisico-quimica
pode ser observada no trabalho de Martins et al. (2018).

As avaliagOes ecofisiologicas foram realizadas no Gltimo dia de aplicagdo dos tratamentos na
casa de vegetagdo (30° dia), enquanto as demais andlises realizadas com o material vegetal em

laboratério.

Biomassa seca, teor de Nutrientes, teor de Cd e bioacumulado

Apos a retirada das plantas da rizofiltragéo, a parte aérea e raizes foram lavadas, identificadas
e encaminhadas para estufa de ventilagdo forgada, onde ficaram acondicionados a 55 C°, até atingir
peso constante. Com a secagem do material, a biomassa de cada tratamento/repeticdo foi pesada na
balanga analitica (Shimadzu AY220, Kyoto, Japdo).

Apos a pesagem da biomassa seca, as amostras foram moidas em moinho do tipo rotor,
(modelo Pulverisette 14 classic line, Fritsch GmbH, Germany), a 16.000 rpm. O material obtido foi
utilizado para determinar o teor de nutrientes (macro e micronutrientes) e de Cd, baseando-se nas
recomendacdes de Malavolta et al. (1997). As amostras foram submetidas & digestéo nitro-perclorica
para determinacdo das concentrac@es de nutrientes e Cd. Todos os metais foram quantificados por
Espectrometro de Emissdo Atdbmica com Plasma Induzido por Micro-ondas (MIP-AES, Agilent 4200,
Estados Unidos da América). As determinagdes de fosforo (P) e enxofre (S) foram realizadas em
Espectrometro de Absor¢do Molecular (FEMTO 600S, Brasil).

O limite de quantificagdo (LOQ), Eqg. (1), foi calculado como:

10 x Desvio padrio do branco
LOQ = P ).

inclinacdo da curva de calibraciao

Os valores séo apresentados na Tabela S1 (Informagéo suplementar).
Foi realizado a relagdo (mg) de Cd na biomassa efetiva das estacas (Bioacumulado), calculado

de acordo com a Eq. (2):

Teor de Cd (mg) x valor de biomassa seca (mg)
1000000 (mg)

Bioacumulado =

).

Morfologia do Sistema Radicular

Apos a retirada das plantas da rizofiltracdo e lavagem foram realizadas a analise da morfologia
do sistema radicular, das duas estacas de cada repeticdo dos tratamentos. Para isso foi utilizado o
sistema de andlise de imagens (WinRhizo Pro 2007a, Regent Instruments, Sainte-Foy, Quebec,
Canadd) acoplado a um scanner profissional (Epson, Expression 10000 XL, Epson America, Inc.,
USA) equipado com unidade de luz adicional (TPU). Os procedimentos para a obtencdo das imagens
foram feitos de acordo com Souza et al. (2012). Foram obtidas as seguintes caracteristicas das raizes:

comprimento (cm), area de superficie (cm?®), diametro médio (mm) e volume (cm®). Também foi
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obtido o comprimento, area superficial e volume por classes de didmetro para a concentracdo de 14
mg L™

Analises ecofisioldgicas

Foi determinado um valor médio do teor de clorofila de trés folhas jovens de cada uma das
sete repeticBes de cada tratamento, com base nas leituras do clorofilémetro SPAD 502-Plus (Konica-
Minolta - Osaka, Japao). A quantidade de clorofila foi expressa baseada em uma curva de calibracéo,
correlacionando as unidades de SPAD e a quantidade de clorofila (ug™® massa fresca) pelo método
espectrofotométrico (Arnon, 1949).

As trocas gasosas foram medidas em uma folha nova, intacta e completamente expandida, de
cada uma das repeticdes de cada tratamento, utilizando-se o analisador de gas por infravermelho
(IRGA - Infrared Gas Analyzer), modelo LI 6400 XT (LI-COR, Lincoln, Nebraska, EUA). As
caracteristicas avaliadas foram: fotossintese (A), condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E), e a
eficiéncia de carboxilagdo (Ci/Ca). As medicOes foram realizadas entre 09:00 e 11:00 horas, sob
radiacdo fotossinteticamente ativa artificial (Rga) de 1500 pmol fotons m? s™, temperatura média da
folha controlada em torno de 28 °C e fluxo de CO, controlado em 380 pmol CO, mol™ ar.

A andlise de fluorescéncia da clorofila o foi realizada em folhas completamente expandidas do
terco médio das plantas, ap6s 30 minutos de adaptacdo ao escuro. Para isso se utilizou o fluorimetro
modulado de imagens FluorCam FC 800-C (PhotonSystems Instruments - Czech Republic) e o
protocolo de quenching de Baker e Oxborough, (2004). No escuro foi obtida a eficiéncia méxima do
fotossitema Il estimado através da relacdo (Fv/Fm), em seguida as folhas receberam luz
fotossinteticamente ativa e foram avaliados a producdo quantica fotoquimica efetiva (YIl), e os
guenchings fotoquimicos (qP = [(Fm — Ft)/(Fm — F0)]) e ndo fotoquimico (qN =1 — [(F'm —
F'0)/(Fm — F0)]).

Andalises das atividades das enzimas do sistema antioxidante.

As raizes e folhas das estacas, no final da aplicacdo dos tratamentos, foram colocadas em
nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer a -80 °C. O extrato para andlise foi obtido pela
moagem de 200 mg de folhas ou raizes em nitrogénio liquido e polivinilpolipirrolidona (PVPP). Este
material recebeu a adi¢do de 1.5 mL de solucdo tampao, constituido de 375 uL de fosfato de potassio
(pH 7.8) na concentragdo de 100 mM, 15 pL de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 0.1 mM, 75
ML de &cido ascorbico (AsA) a 10 mM , e 1035 pL de agua destilada. Foi centrifugado a 13.000 rpm
por 10 minutos a 4C°, e o sobrenadante coletado, para a anélise da SOD, CAT e APX (Biemelt et al.,
1998).

As aliquotas obtidas foram utilizadas para analise da superdxido dismutase (SOD, EC

1.15.1.1), obtida a partir da medicdo da inibicdo da fotorreducdo do azul de nitrotetrazélio (NBT)
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espectrofotometricamente a 560 nm (Giannopolitis & Ries, 1997), da catalase (CAT, EC 1.11.1.6),
pelo consumo de peréxido de hidrogénio monitorado em espectofotometro a 240 nm, a cada 15
segundos, durante trés minutos (Havir & McHaele, 1987) e da ascorbato peroxidase (APX, EC
1.11.1.11), determinada a partir da oxidagdo do ascorbato, medida em 290 nm, a cada 15 segundos,
durante trés minutos (Nakano & Asada, 1981). Para todas as analises foi utilizado um
espectrofotometro do tipo Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), modelo Anthos Zenyth

200rt (Biochrom Ltd., Cambridge, UK).

Analise dos dados
Para a analise estatistica dos resultados, foi utilizada a analise de variancia (ANAVA) e o teste

de comparagdo de médias “Scott-Knott”, a 95% de significncia (p < 0.05), no programa Sisvar verséo

5.6 (Universidade Federal de Lavras, Lavras, Brasil). Foram calculados os erros padrBes das

repeti¢Oes de cada tratamento.

RESULTADOS

Biomassa seca, teor de Cd, teor de nutrientes e morfologia radicular

A biomassa seca (g) das raizes (Fig. 1a) e da parte aérea (Fig. 1b) das estacas de Talinum

patens ndo apresentaram variagOes significativas entre as formas de aplicacdo de quitosana e nem com

aumento de Cd.
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Figura 1: a) Biomassa seca das raizes; b) Biomassa seca da parte aérea, das estacas de Talinum patens apds 30
dias da aplicagdo dos tratamentos. Letras minGsculas comparam cada forma de aplicagdo de quitosana em uma
determinada concentracdo de Cd. Letras mailsculas comparam uma determinada aplicacdo de quitosana entre
cada concentracdo de Cd. No chitosan = sem aplicacdo de quitosana; Chitosan roots = aplicagdo de quitosana
(100 mg L™ nas raizes em solucéo nutritiva; Chitosan leaves = aplicacéo de quitosana (100 mg L™) nas folhas
por pulverizagdo. As médias foram representadas por letras iguais e mostram similaridade estatistica, de acordo
com o teste Scott-Knott (p< 0.05). As barras compreendem os valores com o erro padréo das repeticdes.
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Tanto nas raizes (Fig. 2a) quanto na parte aérea (Fig. 2b), quando se analisa o efeito das
concentracgdes de Cd e seu teor presente nos tecidos, observa-se que o aumento da quantidade do metal

na solucdo, leva a maiores concentragdes nas estacas.
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Figura 2: a) Teor de Cd nas raizes; b) Teor de Cd na parte aérea das estacas de Talinum patens apés 30 dias da
aplicacdo dos tratamentos. Letras minUsculas comparam cada forma de aplicacdo de quitosana em uma
determinada concentracdo de Cd. Letras mailsculas comparam uma determinada aplicacdo de quitosana entre
cada concentracdo de Cd. No chitosan = sem aplicacdo de quitosana; Chitosan roots = aplicagdo de quitosana
(100 mg L) nas raizes em solugdo nutritiva; Chitosan leaves = aplicacéo de quitosana (100 mg L) nas folhas
por pulverizagdo. Médias representadas por letras iguais mostram similaridade estatistica, enquanto valores
seguidos por letras distintas demonstram diferenca estatistica entre si, de acordo com o teste Scott-Knott (p<
0.05). As barras compreendem os valores com o erro padréo das repeticdes.

Houve um acréscimo significativo do teor de Cd nas raizes (Fig. 2a) na concentragdo de 14 mg
L de Cd para o tratamento com aplicacio foliar de quitosana, representando o maior acimulo de Cd
entre todas a formas de aplicagdo de quitosana. Entretanto, plantas tratadas com quitosana via
radicular, nessa mesma concentracao, demostraram menor teor do metal, e ndo apresentaram variacdo
significatica quando comparado com a concentracdo de 7 mg L™. Na parte aérea das estacas (Fig. 2b),
nota-se que na concentracdo de 7 mg L™ de Cd a aplicacdo foliar de quitosana apresentou maior
acimulo de Cd (Fig, 2b). Enquanto, na concentracdo de 14 mg L™ a quitosana aplicada nas raizes
acarretou menor teor de Cd, o que a difere dos tratamentos sem aplicacdo e com aplicacédo via foliar
(Fig. 2b). Também se observa que o teor de Cd na parte aérea foi menor do que nas raizes, e que 0
bioacumulado das raizes e partes aéreas das estacas seguiu um comportamento similar ao do teor de
Cd (Informacéo suplementar, Fig. S1 a e b, respectivamente).

Visualmente ndo se percebeu diferenca no tamanho e didmetro da parte aérea dos tratamentos,
assim como ndo se nota sinais de clorose, necrose ou qualquer outro sintoma (Informacéo
suplementar, Fig S2). Porém, no sistema radicular percebe-se que os tratamentos com aplicacdo de

quitosana via radicular aparentaram uma coloragdo mais acinzentada e escura das raizes,
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principalmente na presenca do Cd, ao ponto que os tratamentos com aplicagdo de quitosana nas folhas
demonstraram raizes mais claras (Informacéao suplementar, Fig. S3).

Na anélise de macro e micronutrientes (Tabela 1) houve diferenca significativa entre os teores
de Magnésio (Mg) nas raizes e parte aérea, Manganés (Mn) nas raizes e Ferro (Fe) e Zinco (Zn) na
parte aérea. Para os demais elementos ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos nos

Orgdos das plantas.
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Tabela 1: Teor de nutrientes nas raizes e na parte aérea das estacas de Talinum patens ap6s 30 dias da aplicacdo dos tratamentos, com erro padrao calculado. Letras minUsculas
comparam cada forma de aplicacdo de quitosana em uma determinada concentracdo de Cd. Letras mailsculas comparam uma determinada aplicacdo de quitosana entre cada
concentracéo de Cd. No chitosan = sem aplicacéo de quitosana; Chitosan roots = aplicacio de quitosana (100 mg L™) nas raizes em solugdo nutritiva; Chitosan leaves = aplicacéo de
quitosana (100 mg L™) nas folhas por pulverizacdo. Médias representadas por letras iguais mostram similaridade estatistica, enquanto valores seguidos por letras distintas
demonstram diferenca estatistica entre si, de acordo com o teste Scott-Knott (p< 0.05). *Diferenca significativa.

Nutrients OmgL” 7mgL* 14mgL*!
No chitosan Chitosan roots  Chitosan leaves No chitosan Chitosan roots  Chitosan leaves No chitosan Chitosan roots  Chitosan leaves
N | 28.18 £2.04 29.75+1.15 31.45+2.23 32.1+245 32.65+1.86 37.71+£0.92 33.88+211 36.6 £ 0.97 35.02+2.93
P 282+1 3.38+0.73 3.01+041 423+1.1 3.67+1.33 3.94+0.11 3.63+0.17 3.53 £0.56 4,52 +1.08
K _\Q’ 9.21 £5.53 14.27 £5.12 8.81+3.78 12.69 +6.38 11.55+6.18 11.1+0.8 12.31 £6.02 10.07 £ 4.45 13.19 £5.16
ca ° 15.73 £2.08 16.95 + 1.66 12.48 +1.36 12.61+£1.23 12.62 £0.44 11.88£0.5 12.62 £0.63 10.12+£0.3 13.34 £0.57
Mg* 3.43+£0.53bB 5.74 £0.31 aA 4.82 £0.41aA 4.36 £ 0.42 aA 5.16 £0.14 aA 4,93 +0.14 aA 4.83 £0.52 aA 3.76 £0.38 bB 5.14 £0.1aA
g 1.64+£0.17 2.03+£0.16 21011 244 +£0.18 2.27£0.28 257 £0.12 2.66 £ 0.05 2.56 £0.12 2.6+0.28
€ > 10+2.91 17.66 £ 2.97 13.73+1.27 20.1 +5.83 12.06 £1.96 15.1+2.48 19.40+£3.21 17.96 + 3.56 23.8+3.08
Cu %1 6.56 £ 1.41 10.83+0.9 9.10£05 24.1+8.34 11.76 £1.62 13.1£0.96 29.63+5.34 26.83 £ 6.45 20.56 +1.87
Fe € 649.03 + 107 997.56 +57.06  1213.26 + 39.97 1405.1 £160.7 1315.8+152.95 1802.63 +146.4 2232.46 £ 159.2 1733.9 £ 225 2568.1 + 467.8
Mn* 28.46 +3.1bC 73 +5.4aA 77.2+6.05aB 62.13+125bB 9043+9.91aA 834+7.11aB 9143 +5.63aA 49.96+6.8bB  103.06 £ 3.6 aA
Zn 28.63 +1.89 42.76 £ 6.87 52.73 +4.73 41.86 £ 10.09 39.6 £2.08 39.2 £4.46 41.66 +5.36 31.73+4.77 40.83+1.63
N 26.25 +0.62 26.21+1.15 27.33+£0.93 24,9 £0.18 25+1.1 25.93+£0.83 23.09+0.68 23.59 £0.17 23.63+0.4
P 6.23+0.2 5.93 +£0.39 7.48 £0.04 6.42 £ 0.49 6.53 £0.28 7.04 £0.25 5.83 £0.51 5.8+0.42 6.38 +0.4
K 2 35.11+4.85 27.93+9.86 39.11 +4.77 2458 +0.86 31.09 +6.75 32.96 +2.46 39.05+1.61 38.34 +6.63 4573 +4.96
ca © 17.37 £0.51 18.19 £ 2.15 21.64 £0.04 14.2 +0.39 15.29 £ 0.55 17.15+1.28 14.88 £ 0.6 125+0.31 14.02 £ 0.54
~ Mg* 9.97+£045bA  10.92+052bA 12.23+0.42aA 1055+0.21aA 10.39+0.29aA 10.97+0.22aB 10.21+051aA 853+0.46bB  10.74+0.48aB
§ 1.72 +0.08 1.75+0.08 1.84 +0.12 2.23+0.19 1.99 £ 0.06 2.35+0.01 2.16 £0.18 1.99+0.16 2.24 +£0.09
? B o 17.4 £0.49 16.73+0.6 17.06 £ 0.63 17.8£0.98 17.46 = 0.56 18.56 + 0.26 15.6 £0.37 15.1£0.69 16.76 £0.17
Cu %n 3.93+0.18 3.63+0.24 413+0.24 2.84 £0.68 2.71£0.39 2.83+0.43 2.8+0.23 2.63+0.18 2.54 +0.28
Fe* & 114.1+20.4bA 167.63+34aA 75.13 £4.58 bA 548 +2.4 aB 48.13+1.29aB 46.86 +2.84 aA 49.2 +2.56 aB 42.36+3aB 40.96 +2.73 aA
Mn 61.83 +5.74 59.3+1.49 66.66 + 7.83 52.13+10.4 48.33+£0.84 4196 +2.24 40 £6.22 50.6 £5.14 43.7+£1.75
zZn* 21.2 £0.65 bA 22.8+0.47aA  24.26 £0.37 aA 20.36 + 1.42 aA 1753 +£0.8 aB 18.8£0.37 aB 18.9£0.36 aA 17.23+1aB 18+ 0.4 aB
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Com relacdo as formas de aplicacdo, o teor de Mg no sistema radicular aumentou com a
aplicacdo de quitosana nas folhas e nas raizes quando ndo se teve plantas expostas ao Cd. J& na maior
concentracdo de Cd a aplicagdo de quitosana na raiz diminuiu o teor de Mg do sistema radicular e da
parte aérea.

Nos tratamentos de 0 e 7 mg L™ de Cd o teor de Mn nas raizes foram maiores quando tratados
com quitosana, seja via raiz ou pela pulverizacdo foliar. Mas, na maior concentragdo de Cd a aplicacdo
de quitosana radicular diminuiu o teor desse elemento. Houve menor teor de Fe para a parte aérea na
medida em que se aumentou a concentracdo de Cd nos tratamentos sem quitosana e com quitosana
aplicada na raiz (Tabela 1). Entre os tratamentos, foi apenas na auséncia de Cd que a aplicacdo
radicular aumentou os niveis de Fe na parte aérea. Com relacdo ao teor de Zn na parte aérea, ndo
houve diferenca entre as aplicagGes de quitosana, mas avaliando as concentragdes de Cd, a exposi¢ao
ao metal levou a diminuigdo desse micronutriente.

Apesar da biomassa seca ndo se diferir entre as concentracGes de Cd e as aplicacBes de
quitosana, a morfologia radicular apresentou diferencas (Fig. 3). Avaliando-se as concentracdes,
houve um aumento tanto do comprimento (Fig. 3a) quanto da area superficial (Fig. 3b) das raizes na
medida em que se aumentava a concentracdo de Cd para os tratamentos com aplicagdo foliar de
quitosana, embora para as aplicacdes radiculares os maiores valores terem sido obtidos com 7 mg L™
de Cd. Comparando as formas de aplicacdo de quitosana, percebe-se que na auséncia de Cd o
comprimento e a area aumentam com a aplicagdo de quitosana nas raizes, porém com a presenca do
metal na maior concentracdo ocorre uma reducdo desses valores, ao passo que, analisando o0s
tratamentos com aplicacédo foliar ocorre um aumento tanto do comprimento quanto da area superficial.
Com relaco ao volume da raiz (Fig. 3c), nota-se que na concentracdo de 14 mg L™ de Cd, tanto a
quitosana aplicada na raiz, quanto nas folhas reduziram significativamente esse parametro. Para o
diametro (Fig. 3d) verifica-se que na maior concentracdo de Cd, a quitosana aplicada nas raizes foi a

que representava as maiores médias.
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Figura 3: a) Comprimento (cm); b) Area (cm?); ¢) Volume (cm®); d) Diametro (cm), das raizes das estacas de
Talinum patens apds 30 dias da aplicagdo dos tratamentos. Letras mindsculas comparam cada forma de
aplicacéo de quitosana em uma determinada concentracdo de Cd. Letras mailsculas comparam uma determinada
aplicacdo de quitosana entre cada concentracdo de Cd. No chitosan = sem aplicagdo de quitosana; Chitosan roots
= aplicacdo de quitosana (100 mg L™) nas raizes em solucdo nutritiva; Chitosan leaves = aplicacdo de quitosana
(100 mg L") nas folhas por pulverizagdo. Médias representadas por letras iguais mostram similaridade
estatistica, enquanto valores seguidos por letras distintas demonstram diferenca estatistica entre si, de acordo
com o teste Scott-Knott (p< 0.05). As barras compreendem os valores com o erro padrdo das repeticdes.

Analisando o comprimento (Fig. 4a), area superficial (Fig. 4b) e volume (Fig. 4c) por classes
de diametro de raizes, na concentragdo de 14 mg L™ de Cd observa-se que a aplicagdo de quitosana
nas raizes diminuiu o comprimento de raizes muito finas (didmetro entre 0.0-0.5 mm) e raizes finas
(didametro entre 0.5-1.0 mm), para a area superficial e volume além de diminuir a média de raizes

muito finas e finas, houve um aumento da area superficial de raizes grossas (>4.5 mm).
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Figura 4: a) Comprimento (cm); b) Area superficial (cm?); e c) Volume (cm®), de raizes por classes de didmetro
(mm) em estacas de Talinum patens expostas 30 dias a 14 mg L™ de Cd e aos tratamentos de quitosana, No
chitosan = sem aplicacdo de quitosana; Chitosan roots = aplicacdo de quitosana (100 mg L™) nas raizes em
solugdo nutritiva; Chitosan leaves = aplicacdo de quitosana (100mg L™) nas folhas por pulverizagdo. Cada ponto
do grafico corresponde as médias das repeti¢des.

Analises ecofisioldgicas

O teor de clorofila total nas folhas das estacas de T. patens (Fig. 5a), a fotossintese (A) (Fig.
5b) e a eficiéncia de carboxilacdo (Ci/Ca) (Fig. 5e) ndo tiveram diferenca estatistica entre 0s
tratamentos apo6s 30 dias de aplicacdo. Todavia, comparando o tratamento de aplicacdo de quitosana
nas raizes com as concentracdes de Cd, nota-se que a condutancia estomatica (gs) (Fig. 5¢) e a taxa de
transpiracdo foliar (E) (Fig. 5d) foram menores na presenca de Cd (7 e 14 mg L™"). Avaliando entre as
formas de aplicacdo de quitosana, tratamentos sem Cd tiveram um aumento da (gs) e da (E) com a
aplicacdo radicular. Na concentracdo mais alta de Cd, a aplicacdo de quitosana nas folhas diminuiu

significativamente a transpiracéo foliar.
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Figura 5: a) Teor de clorofila total (ug™ FM); b) Fotossintese (A) (umol CO, m?s™); ¢) Condutancia estomatica
(mol H,0 m? s™); d) Transpiracéo foliar (mmol H,O m? s™); e) Eficiéncia de carboxilagéo (Ci/Ca), nas folhas
das estacas de Talinum patens ap6s 30 dias da aplicagdo dos tratamentos. Letras mindsculas comparam cada
forma de aplicagdo de quitosana em uma determinada concentragdo de Cd. Letras mailsculas comparam uma
determinada aplicagdo de quitosana entre cada concentracdo de Cd. No chitosan = sem aplicacdo de quitosana;
Chitosan roots = aplicacdo de quitosana (100 mg L™) nas raizes em solucdo nutritiva; Chitosan leaves =
aplicacdo de quitosana (100 mg L™) nas folhas por pulverizacdo. Médias representadas por letras iguais
mostram similaridade estatistica, enquanto valores seguidos por letras distintas demonstram diferenca estatistica
entre si, de acordo com o teste Scott-Knott (p< 0.05). As barras compreendem os valores com o erro padrédo das
repeticoes.

Nem as aplicagdes de quitosana e nem o aumento de Cd modificaram os parametros de

fluorescéncia da clorofila a como quenching fotoquimico (gP) (Fig. 6a), ndo-fotoquimico (gN) (Fig.



41

6b) e produgdo quantica fotoquimica efetiva (YII) (Fig.6d). Contudo, houve diferenca na eficiéncia
méxima do fotossistema Il (Fv/Fm) (Fig. 6¢) em que a presenca do Cd (7 e 14 mg L™) diminuiu as

médias, todavia os valores permaneceram acima de 0.75.
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Figura 6: a) Quenching fotoquimico (gP); b) Quenching nao-fotoquimico (gqN); c) Eficiéncia méaxima do
fotossistema Il (Fv/Fm); d) Producdo quantica fotoquimica efetiva (Y1), nas folhas das estacas de Talinum
patens ap6s 30 dias da aplicacdo dos tratamentos. Letras mindsculas comparam cada forma de aplicacdo de
quitosana em uma determinada concentracdo de Cd. Letras mailsculas comparam uma determinada aplicacéo de
quitosana entre cada concentracdo de Cd. No chitosan = sem aplicacéo de quitosana; Chitosan roots = aplicacéo
de quitosana (100 mg L™) nas raizes em solucdo nutritiva; Chitosan leaves = aplicagdo de quitosana (100 mg L™)
nas folhas por pulverizacdo. Médias representadas por letras iguais mostram similaridade estatistica, enquanto
valores seguidos por letras distintas demonstram diferenga estatistica entre si, de acordo com o teste Scott-Knott
(p< 0.05). As barras compreendem os valores com o erro padréo das repeticdes.

Andlises das atividades das enzimas do sistema antioxidante

A atividade da superoxido dismutase (SOD) apresentou variacOes significativas apenas na raiz
(Fig. 7a). Nas folhas ndo houve diferencga entre as concentracdes de Cd e as aplicacbes de quitosana
(Fig. 7b). Entre as concentragfes de Cd observa-se que o aumento da concentracdo do metal diminuiu
a atividade da enzima na raiz, tanto para o tratamento sem aplicacdo de quitosana quanto para o

tratamento com pulverizacdo foliar. Entretanto, analisando as formas de aplicacdo de quitosana, a
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aplicaco radicular levou a maiores atividades da SOD tanto na concentragdo de 7 mg L™, quanto na
concentragdo de 14 mg L™ de Cd.

A atividade da catalase (CAT) teve diferenca significativa nas raizes (Fig. 7c) e folhas (Fig.
7d). Nas raizes se observa uma queda da atividade da enzima com o aumento da concentracdo de Cd
nos tratamentos de quitosana via radicular. Com relagdo as formas de aplicagdo de quitosana, ha maior
concentracdo de Cd (14 mg L™) o tratamento com aplicago foliar proporcionou maiores valores para
CAT. Nas folhas com o aumento da concentracdo de Cd, a atividade da enzima foi maior nos
tratamentos com aplicacéo foliar, enquanto para a aplicacdo radicular embora tenha se mantido estavel
até a concentracdo de 7 mg L™, ao aumentar a concentracdo do metal para 14 mg L™ observou-se
diminuico da atividade da catalase. Entre os tratamentos de quitosana na concentracéo de 14 mg L™
de Cd, a aplicacéo de quitosana foliar aumentou significativamente a atividade da CAT.

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) variou significativamente tanto nas raizes (Fig. 7e)
quanto nas folhas da planta (Fig. 7f). Com relacéo as concentragdes de Cd, o aumento da quantidade
do metal reduziu a atividade da APX. Com relacdo aos tratamentos de quitosana na concentragdo de
14 mg L™ de Cd, a aplicacéo de quitosana via foliar diminuiu a atividade da APX nas raizes, enquanto
nas folhas quando se compara as formas de aplicagdo, € notado que a aplicagdo radicular de quitosana

foi a que proporcionou maior atividade da enzima entre todos os tratamentos e concentragdes de Cd.
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Figura 7: Atividade da SOD (U min™g™ FM); Atividade da CAT (mmol H,0, min™* g™ FM); Atividade
da APX (mmol AsAmin™ g™ FM), a), c) e e) nas raizes; b), d) e f) nas folhas das estacas de Talinum patens apés
30 dias da aplicacdo dos tratamentos. Letras minGsculas comparam cada forma de aplicacdo de quitosana em
uma determinada concentracdo de Cd. Letras mailsculas comparam uma determinada aplicacdo de quitosana
entre cada concentracdo de Cd. No chitosan = sem aplicacdo de quitosana; Chitosan roots = aplicacdo de
quitosana (100 mg L) nas raizes em soluc&o nutritiva; Chitosan leaves = aplicacio de quitosana (100 mg L)
nas folhas por pulverizacdo. Médias representadas por letras iguais mostram similaridade estatistica, enquanto
valores seguidos por letras distintas demonstram diferenga estatistica entre si, de acordo com o teste Scott-Knott
(p< 0.05). As barras compreendem os valores com o erro padréo das repeticdes.
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DISCUSSAO

Os resultados apresentados mostraram que a Talinum patens tem caracteristicas de tolerancia
ao Cd nas concentragdes aplicadas, e que as diferentes formas de aplicagdo de quitosana induziram a
diferentes padrbes de acimulo do metal nessas plantas. O Cd e as aplicacfes de quitosana também
foram responsaveis por modificar o teor de alguns nutrientes, a morfologia das raizes, alguns
pardmetros das trocas gasosas e atividades das enzimas antioxidantes.

Plantas quando expostas a niveis tdxicos de Cd podem ter reducdo da eficiéncia do
fotossistema 1l, da condutdncia estomatica, da absor¢do do CO, e da atividade da Ribulose 1,5-
bifosfato carboxilase. Também podem mostrar modificacdes nas estruturas dos cloroplastos e
pigmentos fotossintéticos, ocorrendo substitui¢do do magnésio (Mg), pelo Cd na estrutura da clorofila
(o) e (b) levando a clorose (Asgher et al., 2015; Dias et al., 2013; Parmar et al., 2013). E comum o Cd
causar modificagcBes no sistema radicular, reduzindo o crescimento e divisdo celular no meristema
subapical, produzindo menos raizes laterais, e aumentando a espessura da parede celular, o que
culmina numa menor absorcdo de agua, nutrientes e com isso menor transpiracéo foliar (Batool et al.,
2015; Marques et al., 2019). Entretanto, com os resultados obtidos nesse trabalho evidencia-se o
contrério, pois a T. patens, possui estratégias para lidar com o estresse causado pelo Cd diminuindo os
efeitos negativos.

Um dos principais parametros que demonstram a tolerancia de T. patens as concentragdes de
Cd é a biomassa. A biomassa é o reflexo da capacidade fotossintética das plantas e por ndo ter
ocorrido diferenca entre os tratamentos, demonstra que nem o Cd nem as aplicacbes de quitosana
modificaram a producdo de matéria organica de T. patens nas raizes e na parte aérea. A ndo
interferéncia de metais pesados na producdo de biomassa de Talinum sp., também foi notada por
Kumar et al. (2012), Muthukumar e Dinesh-Babu (2020) e Souza et al. (2018). Inclusive esses
mesmos autores perceberam um maior acimulo de metais pesados nas raizes, da mesma forma que os
resultados obtidos. O Cd é um elemento que mesmo em pequenas quantidades tem mobilidade nas
plantas (Haider et al., 2021), sendo comum acontecer sua translocagéo principalmente para a raiz e em
menor quantidade para a parte aérea.

Apesar do maior acumulo de Cd acontecer no sistema radicular de T. patens, elas nédo
apresentaram quantidades que poderiam a classifica-las como hiperacumuladoras de Cd (Mahajan &
Kaushal, 2018; Woraharn et al., 2021). Vale ressaltar que a concentracdo do metal e a baixa
temperatura na casa de vegetacdo podem ter interferido na absorcio das estacas, pois séo fatores que
influenciam a bio-acessibilidade de Cd pelas raizes (Haider et al., 2021). Rajkumar et al. (2009)
estudando estacas de Talinum triangulare, uma espécie do mesmo género, sob solucéo de cloreto de
cadmio, encontraram uma sobrevivéncia das estacas apenas até a concentragdo de 4 mg L™ e um

acimulo de Cd (1.9 mg Kg™) bem inferior ao encontrado em nosso estudo.
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As estacas de Talinun patens em exposicdo ao Cd, ndo apresentaram diferencas na sua
eficiéncia fotossintética medidas pelo teor de clorofila, taxa de fotossintese e fluorescéncia da
clorofila. Plantas tolerantes, como Talinum sp., tem a capacidade de captar os metais, podendo
imobiliz&-los em vécuolos ou no apoplasto (Rascio & Navari-1zzo, 2011; Viehweger, 2014). Podem
também aumentar a espessura da exoderme da raiz, dessa maneira promovendo uma maior area de
retencdo dos metais, o que reduz a quantidade que pode ser transportada para a parte aérea, via xilema
(Adrees et al., 2015), com isso a planta evita que o Cd chegue as folhas e cause danos no aparato
fotossintético.

Com relacdo aos tratamentos de quitosana, o biopolimero é relatado na literatura como indutor
do aumento da eficiéncia fotossintética em plantas sob estresse abi6tico, inclusive com Cd (Reis et al.,
2019; Zong et al., 2017). Contudo, nas estacas de T. patens ela ndo foi capaz de aumentar essa
eficiéncia. Todavia, em concentragdes de 14 mg L™ de Cd para a aplicagéo foliar de quitosana, ocorreu
uma diminuicdo significativa da transpiracdo foliar, mostrando-se como ja relatado na literatura, que a
quitosana é um produto antitranspirante (Iriti et al., 2009), funcionando também para as estacas.

Fato que ainda mostra a tolerancia ao Cd nas estacas é que o0 aumento do Cd em T. patens ndo
levou a uma redugdo da eficiéncia maxima do fotossistema Il (Fv/Fm), que é um dos principais
indicadores de fotoinibicdo. Embora, tenha ocorrido diferenca estatistica entre alguns tratamentos, isso
ndo tem relevancia na pratica, pois todas as plantas demostraram valores de Fv/Fm acima de 0.75 o
que evidencia a auséncia de fotoinibicdo. A permanéncia da eficiéncia do fotossinstema Il também foi
notada em Pisum sativum e na Talinum patens submetidas a chumbo (Rodriguez et al., 2015; Souza et
al., 2018).

Kumar e Prasad (2015) e Souza et al. (2018) trabalhando com plantas de T. triangulare e T.
patens respectivamente, mas com exposicdo ao Pb observaram diferencas em parametros como
quenching fotoquimico (qP) e ndo fotoquimico (gN), e producdo quéantica fotoquimica efetiva (YII),
mostrando uma certa diminuicdo da eficiéncia fotossintética. E isso ndo ocorreu com as estacas de T.
patens sob o Cd o que reforca a pouca acdo do metal na parte aérea (aparato fotossintético) e a
tolerancia das estacas. Assim, as concentracfes de Cd aplicadas ndo foram suficientes para inativar o
centro de reacdo do fotossistema Il e causar desestruturacdo de proteinas do fotossistema, o que
causaria uma fotoinibicdo. Isso pode ser resultado de uma maior prote¢do do aparato fotossintético,
proporcionado pelo apoio das enzimas antioxidantes na captura e reducdo da producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS).

Na auséncia de Cd, o aumento de comprimento radicular e &rea superficial, quando se aplicou
quitosana nas raizes, mostra que o biopolimero pode estimular o crescimento das raizes. Em milho,
Martins et al. (2018) também observou um maior crescimento de raizes com a aplicagdo de quitosana.
Esse efeito é primordial em um processo de rizofiltracdo, pois as raizes sdo os 6rgaos que absorvem o

metal pesado, funcionando como filtros. Maior comprimento de raiz e area superficial sdo bons
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parametros que podem indicar absor¢do de agua e minerais, e dessa forma, também o Cd na
rizofiltracdo (Haider et al., 2021; Imada et al., 2008). Porém, quando o Cd estd em excesso na solucéo
(14 mg L") percebeu-se que esse beneficio da quitosana na raiz ndo ocorre, observando um
comportamento reverso, ou seja, de diminuir os parametros de raiz. Isso vai de encontro com a menor
absorcdo de Cd nesse tratamento, mostrando que a quitosana aplicada via radicular inibiu o
comprimento e area superficial de raiz e por isso pode ter absorvido menor quantidade de Cd. Qu et al.
(2019) também aplicaram quitosana em solugdo nutritiva em plantas de milho sob Cd e encontraram
resultados que corroboram com o nosso observando uma reducdo do acimulo do metal nos tecidos.

Essa hipotese acima é reforcada, quando se analisa 0 comprimento, area e volume por classes
de didmetros na concentracdo de 14 mg L™. A aplicacdo de quitosana nas raizes de maneira geral
diminuiu o comprimento, area superficial e volume de raizes de menor didmetro (finas) que cumprem
0 papel da absorgdo de agua, minerais e o Cd (Imada et al., 2008; Marques et al., 2018). Com a
diminuicdo das raizes finas, no tratamento de quitosana na raiz, houve um investimento em volume e
area superficial de raizes de maior didmetro (grossas) que estdo mais ligadas a funcdo de fixacdo
(Imada et al., 2008). Em um trabalho com pléntula de trigo expostas ao Cd, o metal aumentou o
diametro radicular, porém a quitosana aplicada nas folhas diminuiu esse parametro (Liu et al., 2021).

O Cd pode interferir na absorcdo e metabolismo de nutrientes pelas plantas, podendo causar
deficiéncia nutricional. (Bertoli et al., 2012; Das et al., 1997). Percebe-se que na presenga de Cd
alguns nutrientes foram alocados em maior quantidade nas raizes, e dessa maneira apresentaram-se em
menor quantidade na parte aérea, como o caso do Fe, Zn, Mn. Porém, as plantas de T.patens mesmo na
presenca do Cd ndo apresentaram reducdo dos niveis de Mg na parte aérea, 0 que mostra que se
tinham niveis saudaveis do nutriente nas folhas, convergindo na manutencdo dos niveis de clorofila e
da sua fluorescéncia, assim indicando que ndo houve interferéncia do Cd na absorcdo desse nutriente o
que pode ter protegido o aparato fotossintético. Ndo houve também diferenca significativa entre as
concentracdes de Cd e os teores de potassio (K), o que pode ajudar a explicar o porqué de ndo haver
reducdo da conduténcia estomética, j& que o Cd poderia ter interferido no fluxo de K dentro das
células guarda, e dessa maneira induzido a um fechamento dos estbmatos, e com isso uma menor troca
gasosa (Bishnoi et al., 1993; Vernay et al., 2007).

A aplicacdo de quitosana na solugdo nutritiva resultou em menor teor de Mg e Mn nas raizes
quando as estacas foram expostas a 14 mg L™ de Cd. Isso poderia ser explicado, como citado
anteriormente, pelo efeito da quitosana nas raizes expostas ao Cd que resultou em uma morfologia que
favorece a diminuicdo da absorcdo de nutrientes, dgua e Cd. E por mais que com isso tenha tido menor
contetdo de Mg na parte aérea, essa reducdo dos valores ndo trouxeram consequéncias negativas.

Plantas sob estresse tem habilidade de produzir enzimas antioxidantes nas raizes e nas folhas
tais como, superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX), entre outras,

que atuam na captura e protecdo contra as espécies reativas de oxigénio (EROS) (Kumar et al., 2012;



47

Liu et al., 2021; Pandey et al., 2015). O Cd por aumentar a producdo de EROS pode estimular uma
maior producdo dessas enzimas para protecdo dos efeitos oxidativos em plantas tolerantes, entretanto a
partir de certa concentracdo do metal a atividade dessas enzimas pode ser limitada (Haider et al., 2021,
Kumar et al., 2013; Pourrut et al., 2011). Em estacas de T. patens, principalmente as raizes tiveram a
reducdo enzimatica antioxidante com o aumento de Cd na solugdo, 6rgdo que esteve em contato
diretamente com o metal e também apresentou maiores acimulos de Cd.

A quitosana aplicada nas raizes mostrou-se mais efetiva na ativacéo das enzimas antioxidantes
das estacas sob excesso de Cd apenas ha raiz para a SOD e apenas nas folhas para a APX, porém,
guando aplicada via foliar, a quitosana mostrou vantagens na atividade da CAT tanto na raiz quanto
nas folhas. A quitosana tem-se mostrado indutora de atividade enzimatica antioxidante na toleréncia a
metais pesados, incluindo o Cd (Liu et al., 2021; Zong et al., 2017). A agdo do biopolimero na
atividade enzimatica parece ser devido a oligbmeros oriundos da quitosana clivada ap6s a sua chegada
a célula vegetal. Esses oligdmeros sdo importantes sinalizadores para as células vegetais modificando
a expressdo de enzimas antioxidantes (Chamnanmanoontham et al., 2015; Hadwiger, 2015;
Pichyangkura & Chadchawan, 2015). Apesar de no tratamento de aplicagdo foliar de quitosana ocorrer
um aumento significativo apenas na enzima CAT, trabalhos vem mostrando que a alta atividade dessa
enzima evidéncia ser um pardmetro de toleréncia a toxicidade de Cd (Liu et al., 2021; Yilmaz &
Parlak, 2011).

Ademais, ressaltando a diferenca no teor de Cd nas formas de aplicacdo de quitosana, as raizes
das estacas que receberam quitosana na parte aérea por pulverizacdo apresentaram maior teor de Cd
quando expostas a solugdo com maior concentracdo de Cd. Isso pode ter sido proporcionado pela
arquitetura do sistema radicular com mais raizes finas, e pelo aumento da atividade protetiva da
catalase, Unica enzima que teve uma alta significativa tanto nas raizes e parte aérea, que juntos
favoreceram uma maior absor¢do da solucdo nutritiva e consequentemente do Cd.

Apesar da quitosana aplicada na raiz elevar a atividade de algumas enzimas, isso néo levou ao
aumento de Cd. O menor acimulo do Cd nesse tratamento pode ter relagdo com a modificagdo da
morfologia radicular (reducdo do tamanho das raizes finas que ja foram discutidos) e com
propriedades fisico-quimicas da quitosana. A quitosana sozinha melhora o desenvolvimento das raizes
e atividade de enzimas, porém quando em contanto com o Cd induz a respostas fisiologicas protetivas,
que sdo a reducdo do crescimento e 0 aumento da espessura e didametro radicular, com isso tem-se
menor absorc¢do de solucdo nutritiva, consequentemente menor absor¢do de Cd. Devido a aspectos da
sua estrutura, a quitosana tem capacidade de adsorver e quelar metais pesados, interagindo muito bem
com o Cd (Kwok et al., 2014; Rana et al., 2009), dessa forma quando aplicada na solugéo nutritiva
pode ter reduzido a sua biodisponibilidade para as raizes. Além disso, ha relatos na literatura de
quitosana atuar na despolarizacdo de membranas bioldgicas e em proteinas transportadoras como H*

ATPases (EI Hadrami et al., 2010). Algumas dessas proteinas atuam no transporte de Cd (Metal-
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ATPases) (Qiao et al., 2019) e assim, a quitosana disponibilizada em solugéo nutritiva poderia afetar a
absorcéo de Cd.

CONCLUSAO

Estacas de Talinum patens sdo tolerantes as dosagens de Cd aplicadas, ndo demostrando
grandes efeitos deletérios quando na presenca do metal. As aplica¢cdes de quitosana modificaram 0s
padrdes de acimulo do Cd nas raizes, devido a propriedades intrinsecas a estrutura do polimero que
interagiam com o metal, ou através de modificagdes proporcionadas por ela na morfofisiologia das
plantas. Devido ao fato de as aplicacdes de quitosana nas folhas ter proporcionado maior acimulo nas
raizes, conclui-se que essa forma de aplicagdo da quitosana pode ser uma estratégia capaz de

potencializar a técnica de rizofiltracéo.
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Informac0es Suplementares

APLICAQAO DE QUITOSANA NA RAIZ E PARTE AEREA ALTERA O PADRAO DE
ACUMULO DE CADMIO EM ESTACAS DE Talinum patens (Talinaceae)
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Video S1: Estruturacéo do sistema de rizofiltracdo, evidenciando o enraizamento das estacas de Talinum patens.

Video S2: Aplicacdo de quitosana foliar nas estacas de Talinum patens, de acordo com os tratamentos
correspondentes.

Tabela S1. Valores de LOQ (limite de quantificagdo) encontrados na analise de nutrientes e Cd.

Elemento LOQ

N 0,22 g kg™
P 0,11 gkg™*
K 0,32 gkg™*
Ca 0,22 g kg™
Mg 0,11 g kg™
S 0,11 gkg™*
Cu 2,03 mg kg™
Fe 3,79 mg kg™
Zn 4,13 mg kg™

Cd 0,01 mg kg™
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Figura S1: Bioacumulado a) nas raizes; b) na parte aérea das estacas de Talinum patens apos 30 dias da
aplicacdo dos tratamentos. No chitosan = sem aplicacdo de quitosana; Chitosan roots = aplicacdo de quitosana
(100 mg L™) nas raizes em solugdo nutritiva; Chitosan leaves = aplicacdo de quitosana (100 mg L™) nas folhas
por pulverizagdo. As barras compreendem os valores com o erro padrdo das repeticdes.
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Figura S2: a) Parte aérea de tratamentos sem nenhuma aplicacdo de quitosana; b) Parte aérea de tratamentos
com aplicagdo de quitosana via radicular; c) Parte aérea de tratamentos com aplicagdo de quitosana via foliar,
apo6s 30 dias de aplicagdo dos tratamentos.
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Figura S3: a) Raizes de tratamentos sem nenhuma aplicacdo de quitosana; b) Raizes de tratamentos com
aplicacdo de quitosana via radicular; c) Raizes de tratamentos com aplicacdo de quitosana via foliar, ap6s 30 dias
de aplicagdo dos tratamentos.



