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RESUMO

DIAS, M. G., M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2022. Poliaminas como
atenuantes de estresse por caidmio em capuchinha (Tropaeolum majus L.) Orientador: José
Antonio Saraiva Grossi.

A adubagdo fosfatada é comum na horticultura intensiva, bem como na floricultura, e, apesar
de necessaria, pode conter tragos de cadmio (Cd), o qual é absorvido e acumulado pelas plantas
sem, contudo, apresentar funcdo biolégica. As plantas possuem mecanismos de tolerancia a
metais contaminantes, os quais incluem retencao em determinados compartimentos, como as
raizes; complexacdo em nivel celular e ativagdo de processos metabdlicos, como a sintese de
poliaminas, para atenuar os efeitos toxicos. O mercado de flores comestiveis estd em expansao,
dentre estas, a capuchinha (Tropaeolum majus L.), que é medicinal, ornamental e uma planta
alimenticia ndo convencional. Com isso, o objetivo desta dissertacdo foi avaliar o acimulo de
Cd e o efeito de poliaminas como atenuante do estresse causado por esse metal na fisiologia e
biquimica de capuchinha. O trabalho foi desenvolvido em dois experimentos. O primeiro
experimento foi distribuido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com seis
tratamentos (0, 5, 10, 20, 40 e 80 uM Cd), com cinco repeti¢des. O segundo experimento foi
distribuido em DIC com seis tratamentos (controle (d4gua deionizada), cidmio (0,8 mg kg‘1
solo), cddmio + espermina (Spm), cdidmio + putrescina (Put), cddmio + espermidina (Spd),
cadmio + Spm+ Spd + Put), com cinco repeti¢cdes. O acumulo de Cd, enzimas do sistema
antioxidante, peroxidagdo de lipideos, fluorescéncia de clorofila a, trocas gasosas e indices de
clorofila foram avaliados. As plantas de capuchinhas acumularam em suas estruturas
quantidades maiores de Cd a medida que aumentou-se as doses, tendendo a ter alta
bioconcentra¢do do metal e diminui¢do da translocacdo. Além disso, as plantas de capuchinhas
tiveram seu sistema antioxidante, trocas gasosas e fluorescéncia de clorofila afetados
negativamente pelo Cd. O Cd afeta negativamente as plantas de capuchinhas, sendo uma alerta
para a producdo desta planta em dreas com concentragdes deste metal. A aplicacdo de
poliaminas aumenta a tolerdncia da capuchinha ao estresse por Cd através do aumento da
atividade das enzimas do sistema antioxidante e diminui¢ao producdo de H>O> e peroxidagao
de lipidios, minimizando os danos causados no aparato e processos fotossintéticos. A aplicacio
de 1 mM de poliaminas (Spm, Spd e Put e sua combinacio) podem ser usadas para diminuir os

danos causados pelo estresse por Cd em capuchinha.

Palavras-chave: Flor comestivel. Metais Pesados. Fitormonios.



ABSTRACT

DIAS, M. G., M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2022. Polyamines as cadmium
stress relievers in nasturtium (7ropaeolum majus). Adviser: José Antonio Saraiva Grossi.

Phosphate fertilization is common in intensive horticulture, as well as in floriculture, and,
although necessary, it may contain traces of cadmium (Cd), which is absorbed and accumulated
by plants without, however, having a biological function. Plants have mechanisms of tolerance
to contaminating metals, which include retention in certain compartments, such as roots;
complexation at the cellular level and activation of metabolic processes, such as polyamine
synthesis, to attenuate toxic effects. The market for edible flowers is expanding, among them
nasturtium (Tropaeolum majus L.), which is medicinal, ornamental and an unconventional food
plant. With that, the objective of this dissertation was to evaluate the accumulation of Cd and
the effect of polyamines as attenuating the stress caused by this metal in the physiology and
bichemistry of nasturtium. The work was developed in two experiments. The first experiment
was distributed in a completely randomized design (DIC), with six treatments (0, 5, 10, 20, 40
and 80 uM Cd), with five replications. The second experiment was distributed in DIC with six
treatments (control (deionized water), cadmium (0.8 mg kg™! soil), cadmium + spermine (Spm),
cadmium + putrescine (Put), cadmium + spermidine (Spd), cadmium + Spm+ Spd + Put), with
five repetitions. The accumulation of Cd, enzymes of the antioxidant system, lipid peroxidation,
chlorophyll a fluorescence, gas exchange and chlorophyll indices were evaluated. Nasturtium
plants accumulated higher amounts of Cd in their structures as doses increased, tending to have
high metal bioconcentration and reduced translocation. In addition, nasturtium plants had their
antioxidant system, gas exchange and chlorophyll fluorescence negatively affected by Cd. Cd
negatively affects nasturtium plants, being an alert for the production of this plant in areas with
concentrations of this metal. The application of polyamines increases nasturtium tolerance to
Cd stress by increasing the activity of antioxidant system enzymes and decreasing H>O»
production and lipid peroxidation, minimizing damage to the apparatus and photosynthetic
processes. The application of 1 mM of polyamines (Spm, Spd and Put and their combination)

can be used to reduce the damage caused by Cd stress in nasturtium.

Keywords: Edible Flower. Heavy Metals. Phytohormones.
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1. INTRODUCAO

A adubacdo fosfatada € uma necessidade da horticultura intensiva, conforme ocorre no
setor de floricultura, assim como a utilizacdo de outros insumos, como pesticidas e demais
fertilizantes, os quais podem introduzir na natureza varios contaminantes quimicos, incluindo
tracos de metais (Conrad et al., 2021). A introdu¢do de caddmio (Cd) no solo pode ocorrer por
meio de fertilizantes, principalmente adubos fosfatados, lodo de esgoto e materiais de
compostagem (Park et al., 2021), o qual pode ser facilmente absorvido pelas plantas e acumular
nas raizes, folhas, flores e frutos (ATSDR, 2012). A absorc¢ao e distribuicao de Cd pelas plantas
ocorre de forma semelhante ao cdlcio, uma vez que possuem similaridade quimica, sendo que
a biodisponibilidade no solo ¢ dependente das condi¢cdes de pH. A presenca de Cd nos
alimentos € varidvel e dependente de varios fatores, os quais incluem a biodisponibilidade no
solo, a espécie de planta e a parte considerada para consumo, fazendo com o controle dessa
contaminacdo na dieta seja etapa fundamental para a garantia de segurancga alimentar (Schaefer
et al., 2020).

Entre todos os estressores abidticos que ameacam as plantas, a contaminacao dos solos
e dguas por metais pesados € de particular importincia, porque € um problema que vem afetando
de forma persistente as lavouras e hortalicas ha vérias décadas, com consequéncias ainda mais
exacerbadas, dados os efeitos do acimulo desses compostos no solo. Além disso, é um
problema relativamente desafiador para os produtores, porque as estratégias de extracdo ou
remediacdo de metal ainda sdo muito caras e os regulamentos de uso ainda ndo foram
estabelecidos (Spormann et al., 2020).

A floricultura é um ramo da horticultura onde se cultiva flores, podendo elas serem
utilizadas como flor de vaso, flor de corte, planta ornamental ou flor comestivel. Este setor,
principalmente no Brasil, se destaca no cultivo, com acréscimos anuais de 5 a 8% desde 2006
(IBRAFLOR, 2019). As flores podem ser utilizadas na alimentacio na forma de saladas, sopas,
entradas, sobremesas e bebidas. Além de conferir beleza estética, apresentam sabor e fragrancia
tipicos que agregam valor ao prato servido (Rop et al., 2012; Benvenuti et al., 2016).
Atualmente, o mercado demanda por produtos que garantem a seguranca alimentar e, nesse
sentido, disponibilizar produtos inovadores, com propriedades nutracéuticas e beneficios a
saude, € um dos desafios da producido de flores comestiveis (Pires et al., 2019)

Dentre as plantas comestiveis utilizadas no Brasil, a capuchinha (Tropaeolum majus L.)
(Tropaeolaceae), popularmente conhecida como capuchinha, chaguinha e nasturcio, €, também,

ornamental e medicinal, com flores vistosas, simples ou dobradas, nas tonalidades vermelha,
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alaranjada e amarela, podendo alcancar 2 a 3 metros de comprimento e 30 a 40 cm de altura
(Melo et al., 2018). Compostos bioativos t€ém sido abundantemente encontrados nesta planta,
como carotendides (zeaxantina, luteina e caroteno), antocianinas (delfinidina, cianidina,
delfinidina e derivados de pelargonidina), flavondides (quercetina e glicosideos de caempferol),
compostos de enxofre (glucotropaeolina), dcidos fendlicos, pepino-bitacinos e vitamina C
(Bazylko et al., 2013; Bawazeer et al., 2021). Suas folhas e flores tém sido usadas como
tratamento de doengas como hipertensao, inflamacao e infec¢ao do trato urindrio, distirbios na
vesicula biliar, doengas cronicas como doenca pulmonar obstrutiva, infeccdes de rins e bexiga,
além de possuir potencial anticarcinogénico (Valsalam et al., 2019). Flores e folhas de T. majus
sdo consideradas uma excelente fonte dietética de luteina, o que reduz o risco de degeneracio
macular e, também, possui atividades diuréticas, anti-hipertensivas e antidiabéticos (Jurca et
al., 2018).

Plantas encontram-se naturalmente expostas a uma ampla gama de condic¢des de estresse
ambiental, incluindo temperaturas extremas, seca, salinidade, inundacdo, toxicidade de
poluentes e varios estresses oxidativos, os quais podem afetar negativamente o crescimento e
impedir que as plantas atinjam seu pleno potencial de crescimento (Forni et al., 2017).

As poliaminas (PAs) s@o polications alifdticos, de baixo peso molecular, presentes em
bactérias, animais e plantas (Liu et al., 2015). As PAs ocorrem em formas livres ou conjugadas,
em associacdo com moléculas pequenas, como os &cidos fendlicos, ou ligadas a
macromoléculas. As concentracdes celulares de PAs, geralmente, variam dependendo do
crescimento ou do estagio de desenvolvimento da planta, do estado nutricional, bem como em
resposta a condi¢des ambientais (Pal et al., 2021). As PAs estdo envolvidas em muitos
processos de desenvolvimento de plantas, como iniciagdo e desenvolvimento floral, divisdo
celular, embriogénese, crescimento de raizes, desenvolvimento de Orgdos reprodutivos,
tuberizacdo, desenvolvimento e amadurecimento de frutos, senescéncia foliar e respostas a
estresse bidticos e abidticos (Sarwat et al., 2013).

As principais PAs em plantas s@o a putrescina (Put), a espermidina (Spd) e a espermina
(Spm), e atuam como importante contra o estresse abidtico (Handa et al., 2018).Alguns dos
papéis das PAs na tolerancia e/ou melhoria do estresse nas plantas sdo: (i) manter o equilibrio
do potencial hidrico, juntamente com prolina, glicinabetaina e dcido gama-aminobutirico
(GABA); (ii) interagir com macromoléculas como DNA, RNA, complexos de transcri¢io e
tradu¢do e membranas celulares para estabiliza-las; (iii) eliminar diretamente espécies reativas
de oxigénio e promover a producdo de enzimas e metabdlitos antioxidantes; (iv) atuar como

moléculas de sinalizacio na via de resposta ao estresse regulada por ABA e através da producao
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de H>O»; (v) regular vdrios canais i0nicos; e; (vi) participar na morte celular programada

(Minocha et al., 2014).
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RESPOSTAS FISIOLOGICAS DE Tropaeolum majus AO ESTRESSE POR CADMIO

Resumo

A capuchinha (Tropaeolum majus) € uma planta com flores comestiveis, sendo cada vez mais
utilizada na alimenta¢do humana. Para o seu cultivo, assim como para as demais culturas, é
necessdrio o uso de adubacdo, calagem e irrigacdo, além da tendéncia atual da reutilizacao de
dgua e compostagem, os quais podem inserir diversos contaminantes ao solo, incluindo o
cadmio (Cd). Mesmo em baixas concentracdes no solo, o Cd pode ser absorvido pelas plantas
e se acumular na cadeia tréfica, constituindo um risco a saide humana. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o acimulo do Cd em planta de capuchinha e os efeitos na fotossintese e
metabolismo enzimatico. O experimento foi realizado em estufa e distribuido em delineamento
inteiramente casualizado, com cinco tratamentos (0, 5, 10, 20, 40 e 80 uM de Cd) e cinco
repeticdes. As plantas de capuchinhas acumularam em suas estruturas quantidades maiores de
Cd a medida que aumentou-se as doses, além disso, as plantas de capuchinhas tiveram seu
sistema antioxidante alterando as folhas em doses superiores a 47 uM, trocas gasosas nas
maiores doses de Cd e fluorescéncia de clorofila afetados pelo Cd em doses superiores a 48
uM. O Cd afeta negativamente as plantas de capuchinhas, sendo uma alerta para a producao
desta planta em dreas com essas concentragdes deste metal.

Palavras-chave: capuchinha, metal pesado, fotossintese, sistema antioxidante

Abstract

Nasturtium (Tropaeolum majus) is a plant with edible flowers, being increasingly used in
human food. For its cultivation, as for other crops, it is necessary to use fertilization, liming and
irrigation, in addition to the current trend of water reuse and composting, which can introduce
various contaminants into the soil, including cadmium (Cd). Even at low concentrations in the
soil, Cd can be absorbed by plants and accumulate in the food chain, posing a risk to human
health. The objective of this work was to evaluate the accumulation of Cd in nasturtium plant
and the effects on photosynthesis and enzymatic metabolism. The experiment was carried out
in an oven and distributed in a completely randomized design, with five treatments (0, 5, 10,
20, 40 and 80 uM of Cd) and five replications. Nasturtium plants accumulated higher amounts
of Cd in their structures as doses increased, in addition, nasturtium plants had their antioxidant
system changing leaves at doses higher than 47 uM, gas exchange at higher doses of Cd and
chlorophyll fluorescence affected by Cd at doses greater than 48 uM. Cd negatively affects
nasturtium plants, being an alert for the production of this plant in areas with these

concentrations of this metal.
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2.3. Introducao

O uso de flores na alimentagdo tem se tornado mais frequente a cada dia, na forma de
saladas, sopas, entradas, sobremesas e bebidas. Além de conferir beleza estética, apresentam
sabor e fragrancia tipicos que agregam valor ao prato servido (Rop et al., 2012; Benvenuti et
al., 2016). A floricultura tem se expandido no agronegdcio, com excelentes perspectivas ao
longo dos anos, com acréscimos anuais de 5 a 8% desde 2006 (IBRAFLOR, 2019;
AGROSTAT, 2022).

A capuchinha é uma flor comestivel e €, também, considerada uma planta alimenticia
nao convencioanl (PANC), cujas caracteristicas nutricionais, como a presenca de acidos graxos,
glucosinolatos, flavonoides, triterpenos e tetraciclicos, a tornam uma boa op¢ao, tanto para fins
de consumo quanto comerciais (Xu et al., 2021; Milido et al., 2022). Diversos procedimentos
sd0 necessdrios para a producdo de alimentos, como adubacdo, calagem, irrigacdo, além da
tendéncia atual da reutilizacdo de 4dgua e compostagem, e tudo isso podem estar inserindo
contaminantes ao solo, incluindo o cddmio (Cd) (Park et al., 2021). A contamina¢do dos
alimentos por Cd é consequéncia da contaminagdo generalizada, mesmo em baixas
concentracdes no solo, o qual pode ser proveniente de diversas fontes antropogénicas como
adubacdo, mineracao, produtos eletronicos, galvanoplastia (Clemens et al., 2013).

A absor¢do de Cd varia entre as espécies e variedades de plantas e, dentro da planta,
também h4 variagdo na transferéncia das raizes para as outras partes, como folhas e flores, sendo
que o acimulo nas partes comestiveis representa grandes riscos em relacdo a satde (Qin et al.,
2015). Em relagcao a saide humana, os danos t6xicos podem ocorrer nos rins, nos sistemas
respiratorio, 6sseo e reprodutivo, fazendo com que o Cd seja considerado de elevado risco na
classificagdo da Agéncia para Registro de Doengas e Substancias Toxicas para metais (Latif et
al., 2020).

Devido as variagdes ambientais em experimentos em condi¢des de estufa, campo ou
hidropdnicas, € dificil fazer afirmacgdes gerais sobre o que constitui um nivel téxico de Cd as
plantas (Van der Ent et al., 2013). Um fator chave € o tempo de exposi¢do ao metal téxico, que
varia, entre os diferentes estudos, de horas a meses. Existem algumas evidéncias sobre a
fisiologia, respostas e competi¢do molecular entre esses elementos toxicos, desde a captacao
até a destoxificacdo (Farooq et al., 2022). Portanto, o acimulo e as respostas fisioldgicas de 7.

majus em presenga de diferentes concentragdes de Cd precisam ser explorados no contexto da
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producdo em massa de alimentos. Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o actimulo do

Cd na planta de capuchinha e os efeitos na fotossintese e metabolismo enzimatico.
2.4. Material e Métodos

2.4.1. Delineamento experimental, material vegetal e tratamentos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, no Departamento de Agronomia da
Universidade Federal de Vicosa, Vigosa, Minas Gerais, Brasil. O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado, com cinco tratamentos (0, 5, 10, 20, 40 e 80 uM de cadmio, na forma
de CdCl,.H20), e cinco repeti¢des, assim como feito com Helianthus annuus (Gadallah, 1995).
Sementes de 7. majus (variedade Semi-dobrada sortida, Feltrin®) foram plantadas em bandeja
de polietileno, com areia lavada, e 15 dias ap6s semeadura (DAS), as plantulas com duas folhas
expandidas, hastes de mesma cor e comprimento superior a 15 cm, foram selecionadas e
transplantadas (uma planta por vaso) para vasos de polipropileno (9,8 x 13 x 10,5 cm) contendo
substrato comercial Topstrato®). As plantas foram fertirrigadas uma vez por semana com 100
mL de solugdo de 2 g L' de adubo NPK 20-20-20 + micronutrientes (Peters® Professional), até
o inicio da aplicagdo dos tratamentos. A irrigacao foi realizada diariamente, mantendo o substrato
a 80% da capacidade reten¢do do vaso, de acordo com metodologia proposta por Girardi et al.
(2016). O Cd foi aplicado diariamente do 55° ao 70° dias apds o plantio (DAP), sendo aplicados
100 mL diretamente no substrato, com efeito acumulativo em cada vaso, com auxilio de uma
proveta. Ao final do periodo de exposicdo, as plantas foram coletadas, lavadas para remocao de

residuos sélidos e separads em raiz, caule/peciolo, folhas e flores.
2.4.2. Variaveis analisadas

2.4.2.1. Determinagdo da concentracgio de Cd

Raizes, caule/peciolo, folhas e flores de T. majus foram secas em estufa de circulacdo
de ar for¢ado a 70 °C, até atingir massa seca constante. O material vegetal foi mineralizado em
mistura de 4cido nitrico e percldrico (3:1, v/v), a200 °C, e a concentracao de Cd foi determinada

por espectrometria de absor¢do atomica (Shimadzu AA-6701F) (Marin et al., 1993).

2.4.2.2. Peroxidacao lipidica

A peroxidacdo lipidica foi estimada com base no teor de malondialdeido (MDA),
adotando o método de Hodges et al. (1999). Folhas e raizes (200 mg) foram maceradas em 2,0

mLde etanol:agua 80:20 (v/v) e centrifugado a 10.000 xg por 10 min a 4 °C. Uma aliquota de
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0,5 mL de sobrenadante foi adicionada a 1,5 mL de 4cido tricloroacético (TCA) 20% (p/v)
contendo 0,5% de acido tiobarbitirico (TBA). As amostras foram, entdo, misturadas
vigorosamente, aquecidas a 95 °C em banho-maria por 30 min, resfriadas e centrifugadas a
3.000xg por 10 min. A absorbancia foi lida em 440, 532 e 600 nm. Os resultados foram

expressos em nmol g! de massa fresca.

2.4.2.3. Enzimas do sistema antioxidante

Para determinacio da atividade da superdxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase
(APX) e peroxidase (POX) 0,3 g de folhas e raizes foram maceradas em nitrogénio liquido e,
em seguida, homogeneizadas em 2 mL de um meio de extra¢ao constituido de tampao de fosfato
0,1 M (pH 6,8), contendo &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et al., 1999).
O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 xg por 15 minutos, a 4 °C e o sobrenadante
utilizado como extrato enzimdtico na determinacdo da atividade dessas enzimas.

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi avaliada de acordo com
Giannopolitis e Ries (1977). Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima
necessdria para inibir a reducao de tetrazélio nitroazul em 50% e os resultados foram expressos

U'min!. A atividade enzimatica foi estimada a partir de medidas de

em U mg proteina’
degradacdo de H202 a 240 nm (Havir e Mchale, 1987). O ensaio para determinar a atividade da
enzima ascorbato peroxidase (APX) foi realizada em meio de reacdo contendo tampao fosfato
50 mM (pH 6,0), 4cido ascérbico 1 mM e H>O> 2 mM e a taxa de oxidacdo do ascorbato sera
monitorada a 290 nm (Nakano e Asada, 1981) e os resultados foram expressos em pmol AsA
mg! protefna min'.

A atividade da peroxidase (POX) foi determinada pela adicdo de 0,1 mL de extrato
enzimatico bruto a 2,9 mL de meio de reacdao contendo 25 mM de tampao fosfato de potéssio,
pH 6,8, 20 mM de pirogalol e 20 mM de H,O> (Nakano e Asada, 1981). A quantificacdo foi
determinada pelo aumento da absorbancia em 420 nm (E = 2,47 mM ! cm™) e os resultados

foram expressos em pumoles purpurogalina min~' mg de protefna .

2.4.2.4. Trocas gasosas, indice SPAD e fluorescéncia de clorofila a

As determinacdes das trocas gasosas, fluorescéncia e indices de clorofilas foram
realizadas aos 71 dias ap6s o plantio (DAP). Um analisador de gés infravermelho (IRGA —
modelo LCPro, ADC BioScientific Ltd.) foi usado para a avaliacdo das trocas gasosas, sendo

as medicdes aferidas entre as 8 e 10 h da manha. Foram avaliadas a taxa de assimilacdo liquida
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de CO> (A= umol CO2 m? s7!), condutincia estomética (gs= mol H,O m™ s!), concentracio de
carbono interno (Ci= umol CO2 mol ar!) e transpiracdo (E= mmol HoO m™? s7).

Os parametros da fotossintese baseados na fluorescéncia da clorofila foram medidos
usando o MultispeQ v2.0, utilizando o protocolo Photosynthesis Rides, com auxilio do software
PhotosynQ (Kuhlgert et al., 2016), em folhas intactas totalmente expandidas, em condigdes
ambientais, entre 8:00 e 10:30 h. O rendimento quantico do PSII (Fy/Fn), eficiéncia real do PSII
(®n), rendimento induzido por processos de regulagao negativa (Onpg), rendimento para outras
perdas de energia (®no), diminui¢do da dissipacdo ndo fotoquimica de energia luminosa

absorvida (NPQt) e indice relativo de clorofila (SPAD) foram avaliados.

2.4.3. Andlise Estatistica
Os dados foram submetidos a andlise de variancia e quando significativos (teste F) foi
realizada uma andlise de regressdo polinomial. O programa estatistico R foi utilizado (R Core

Team, 2021) para andlises estatisticas.

2.5. Resultados
O incremento de Cd nas raizes foi de 11,54%. A maior concentra¢do de Cd (14,75ug)

nas flores foi na concentragdo de 65 uM de Cd. O incremento de Cd nas folhas foi de 1,68%

(Figura 1).
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Figura 1. Teor de cddmio na folha (a), teor de cddmio na raiz (b) e teor de cidmio na flor (c)

de Tropaeolum majus irrigadas com cadmio.

A maior atividade de SOD (21,49 U mg proteina! min™) nas folhas de T. majus foi
observada na concentracdo estimada de 48,43 uM de Cd, diminuindo nas concentracdes mais
elevadas. O aumento das concentracdes de Cd resultou no aumento da atividade da SOD nas
raizes, com acréscimo de 4%. O aumento nas doses de Cd ndo apresentou varia¢ao na atividade
de APX nas folhas. Houve um significativo decréscimo da atividade de APX na raiz, com o
aumento da concentragdo de Cd. A maior POX (3,12 pmol H>O, mg min™! protefna') nas folhas
foi observado na concentracao 45,25 uM de Cd. A menor atividade da POX (40,99 umol H>O»
min! mg protefna') nas raizes foi observada na concentragdo 5,23 uM de Cd. A maior
peroxidagio de lipideos (71,62 nmol ml!) nas folhas foi observada na concentragio de 47,29
uM de Cd. A menor concentracdo de TBARs (4,53 nmol ml ') nas raizes foi observada na

concentracdo de 56,65 uM de Cd (Figura 2).
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Figura 2. Superéxido dismutase (SOD —a e b), ascorbato peroxidase (APX —c e d), peroxidase

(POX — e e f) e peroxidacdo de lipideos (TBARs — g e h) em folhas de Tropaeolum majus

irrigadas com cadmio.

O maior rendimento quantico do PSII (Fv/Fm — 0,75) foi observado na concentragao de
57,14 uM de Cd, diminuindo nas doses mais elevadas. A maior eficiéncia atual do PSII (®II —-
0,67) foi observado na concentragdo de 58,97 uM de Cd, diminuindo nas concentracOes mais
elevadas (Figura 4). O menor rendimento quantico da extin¢do nao fotoquimica relacionada a

fotoprotecao (PNPQ — 0,14) foi observado na concentracao de 58,17 uM de Cd, aumentando



22

nas doses mais elevadas. O maior rendimento por outras perdas (DNO — (,22) foi observado na

concentracdo de 58,14 uM de Cd, diminuindo nas concentracdes mais elevadas. O aumento das

concentracdes de Cd diminuiu a dissipacdo fotoquimica por absorbancia de energia luminosa

(NPQt), com decréscimo de 0,8%. O aumento das concentragdes de Cd gerou acréscimos no

indice relativo de clorofila (SPAD) de 0,19%.
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Figura 4. Rendimento quantico do PSII (F,/Fn, — a), eficiéncia real do PSII (O —b), rendimento

induzido por processos de regulacdo negativa (Onpq — ¢), rendimento para outras perdas de
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energia (®Ono — d), diminuicao da dissipacdo ndo fotoquimica de energia luminosa absorvida

(NPQt - e) e indice relativo de clorofila (SPAD —f) de Tropaeolum majus irrigadas com cadmio.

O aumento das conentragdes de Cd diminuiu a condutincia estomdtica (gs), com
decréscimo de 0,58%. A menor fotossintese liquida (A - 6,5 mol CO> m~2s™!) foi observada na
maior concentragiode Cd (80 uM). A maior taxa de transpiragdo (E - 2,19 mmol H,0 m2s™)
foi observada na concentracdode 6,5 uM de Cd, diminuindo nas concentra¢des mais elevadas.
A menor concentragiio de carbono interno (Ci - 287,8 umol CO2 mol ar™!) foi observada na em

71,76 uM de Cd (Figura 5).
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Figura 5. Condutancia estomética (gs — a), fotossintese liquida (A — b), transpiracdo (E — ¢),

concentracao de carbono interno (Ci — d) de Tropaeolum majus irrigadas com cadmio.

2.6. Discussao

Os maiores teores de Cd foram observados nas raizes (Figura 1) e isso pode estar
relacionado ao aumento da producdo de antioxidantes, precipitacio na parede celular,
compartimentacao vacuolar e quelacdo com compostos tiolados (Zhou et al., 2015). Resultados
semelhantes onde o aumento da concentracdo de Cd aumentou, também, a translocac¢do foram

observados em Solanum melongena e Solanum torvum (Mori et al., 2009).
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A aplicacdo de Cd aumentou a atividade das enzimas SOD e APX nas folhas e raizes de
capuchinha. Contudo, observou-se que esse comportamento foi mais expressivo nas raizes,
visto que mesmo na maior concentracao de Cd (80 uM) as atividades dessas enzimas nas raizes
continuaram a aumentar, o que pode estar relacionado a maior acumulacdo de Cd nas raizes
(Figura 1). Isso pode ser uma estratégia dessa planta para diminuir os danos causados pelo Cd.

Em condi¢des de estresse as plantas tendem a aumentar o sistema antioxidante
enzimdtico para diminuir os danos causados pelas espécies reativas de oxigénio (EROs). Esse
comportamento foi observado na diminuic@o da peroxidacao lipidica nas raizes (Figura 1h), o
que foi relacionado ao aumento da atividade das enzimas do sistema antioxidante (SOD e APX).
A regulagcdo das EROs através das enzimas antioxidantes foi uma forma que as plantas de
capuchinha tiveram para aclimatar-se ao estresse causado pelo aumento das concentragdes de
Cd. Comportamento similar foi observado no sistema antioxidante de Triticum aestivum (Khan
et al., 2007), Oryza sativa (Chien et al., 2001), Sorghum bicolor (Hassan et al., 2020), Conyza
canadenses (Zhou et al., 2015) e Erigeron annuus (Zhang et al., 2021).

A translocagdo e acimulo de Cd nas folhas afetou o sistema antioxidante e causou danos
ao aparelho fotossintético (Figura 4). Concentracdes acima de 48 uM de Cd causaram redugdo
nas atividades das enzimas SOD e APX e, consequentemente, ndo conseguiu impedir os danos
causados por esse metal no aparelho fotossintético, o que pode ter sido induzido pelo aumento
das EROs. Concentracdes de Cd, acima de 57,14 uM, diminui a razdo Fy/F que € um parametro
indicador de danos foto-oxidativos no fotossistema II (Sharma e Dietz, 2009).

As plantas de capuchinha utilizaram a dissipa¢do nao fotoquimica de energia luminosa
absorvida (NPQt) e o rendimento induzido por processos de regulagdo negativa (Onpg) como
uma valvula de escape de excesso de energia no aparato fotossintético (Moustakas et al., 2019).
Um dos efeitos do Cd € a inativacdo de parte dos centros de reagdo do PSII, que sdo convertidos
nos chamados “sumidouros de energia”, transformando, assim, a energia de excitacdo das
clorofilas do complexo antena em energia térmica (Paunov et al., 2018). O aumento dos valores
de Onpq apos a exposicdo ao Cd, em relacdo aos valores de controle, resultou em valores de
®no mais elevados, o que pode ser explicado pelo mecanismo fotoprotetor de extingdo nao
fotoquimica, que permite o sequestro de EROs abaixo dos niveis criticos (Galiova et al., 2019).
Assim, os danos do aparato fotossintético aconteceram, também, no indice relativo de clorofila
(SPAD), onde o aumento dos niveis de Cd aumentou a sua sintese (Sun et al., 2019).

O aumento dos teores de Cd nas folhas, seguidos pela diminui¢do da atividade das
enzimas SOD e APX e desregulacdo no aparato fotossintético, causou diminui¢do nas trocas

gasosas devido ao excesso desse metal nas folhas. A diminui¢do das trocas gasosas causada
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pelo aumento de Cd estd relacionada aos efeitos deste metal na diminui¢cdo da abertura
estomdtica que, consequentemente, diminui a absor¢do de CO- e liberagao de H>O (Farid et
al., 2013). Além disso, a diminuicdo da transpira¢do pode ter contribuido para a redugao da
absorcdo de Cd pelas raizes (Pietrini et al., 2015). Altera¢des similares nas trocas gasosas,
causadas pelo Cd, foram observadas em Oryza sativa (Liu et al., 2020), Solanum melongena e

Solanum torvum (Qin et al. 2015).

2.7. Conclusao

As plantas de capuchinhas acumularam em suas estruturas quantidades maiores de Cd
a medida que aumentou-se as doses, tendendo a ter alta bioconcentracdo do metal e diminui¢cdo
da translocagdo. Além disso, as plantas de capuchinhas tiveram a e fluorescéncia de clorofila e
seu sistema antioxidante alterando as folhas em doses superiores a 47 uM, trocas gasosas nas
maiores doses de Cd. O Cd afeta negativamente as plantas de capuchinhas, sendo uma alerta

para a producdo desta planta em 4reas com essas concentracdes do metal.
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POLIAMINAS REDUZEM OS DANOS DO ESTRESSE POR CADMIO EM

Tropaeolum majus

Resumo

O cadmio (Cd) € um metal pesado que causa danos ao crescimento e desenvolvimento das
plantas. A aplicacdo de poliaminas pode ser uma alternativa para mitigar os efeitos nocivos
desse estresse em plantas. A capuchinha (Tropaeolum majus 1..) € uma planta ornamental,
medicinal e comestivel cultivada e consumida em diversos paises. Com isso, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar a aplicacdo de poliaminas (espermina, putrescina e espermidina) como
atenuantes do estresse por cddmio em capuchinha. O teor de Cd, atividade enzimatica (SOD,
APX e POX), peroxidagao lipidica, per6xido de hidrogénio (H20:), fluorescéncia de clorofila
a, trocas gasosas e indices de clorofilas foram avaliados. A aplicagdo de Cd aumentou a
producdo de perdxido de hidrogénio e peroxidacdo de lipidios e diminuiu as trocas gasosas €
indices de clorofilas. A aplica¢do de poliaminas aumentou o acimulo de Cd e atividade das
enzimas do sistema antioxidante e diminuiu os danos causados por esse metal na fluorescéncia
de clorofila, trocas gasosas e indices de clorofilas. A aplicacdo de poliaminas aumenta a
tolerancia da capuchinha ao estresse por Cd através do aumento da atividade das enzimas do
sistema antioxidante e diminui¢do producdo de H>O: e peroxidacdo de lipidios, minimizando
os danos causados no aparato e processos fotossintéticos. A aplicagao de 1 mM de poliaminas
(Spm, Spd e Put e sua combinacdo) podem ser usadas para diminuir os danos causados pelo
estresse por Cd em capuchinha.

Palavras-chave: enzimas antioxidantes, fluorescéncia de clorofila, trocas gasosas

Abstract

Cadmium (Cd) is a heavy metal that causes damage to plant growth and development. The
application of polyamines can be an alternative to mitigate the harmful effects of this stress on
plants. Nasturtium (Tropaeolum majus L.) is an ornamental, medicinal, and edible plant
cultivated and consumed in several countries. Thus, the objective of this work was to evaluate
the application of polyamines (spermine, putrescine, and spermidine) as attenuators of cadmium
stress in nasturtium. Cd content, enzymatic activity (SOD, APX and POX), lipid peroxidation,
hydrogen peroxide (H20:), chlorophyll a fluorescence, gas exchange, and chlorophyll indices
were evaluated. Cd application increased H>O> production and lipid peroxidation and decreased
gas exchange and chlorophyll indices. Polyamines application increases nasturtium tolerance
to Cd stress by increasing the activity of the enzymes of the antioxidant system and decreasing

the H>O> production and lipid peroxidation, minimizing the damage caused to the apparatus
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and photosynthetic processes. The application of 1 mM of polyamines (Spm, Spd and Put and
their combination) can be used to reduce the damage caused by Cd stress in nasturtium.

Keywords: antioxidant enzymes, chlorophyll a fluorescence, gas exchange

3.3. Introducao

O desempenho do agronegdcio brasileiro € positivo e todas suas ramificacdes merecem
atencdo. O agronegdcio representa 27,4% do PIB nacional, e ainda assim possui dreas que
continuam carentes de pesquisas para obter produtos de qualidade e ter resiliéncia frente as
mudancas climadticas. A floricultura vem demonstrando sua expansao desde 2006 e a utilizacao
das flores em diversas ocasides, desde datas comemorativas, em pragas com projeto
paisagistico, na casa dos brasileiros, chegando até mesmo no prato do consumidor, demonstra
a forca deste mercado (IBRAFLOR, 2019; AGROSTAT, 2022).

As flores comestiveis sdo relatadas ha anos na historia, porém, com o surgimento do
termo plantas alimenticias ndo convencionais, muitas destas ganharam mais espaco no
mercado, como € o caso da capuchinha (Tropaeolum majus L.). A capuchinha é uma planta
ornamental e medicinal, possui flores e folhas comestiveis, tem rapido crescimento, cujas
caracteristicas fazem com que sua cultura se popularize no Brasil e ganhe cada vez mais espaco
entre as escolhas dos consumidores. O plantio desta espécie ndao € exclusividade numa
floricultura, onde, na maioria das vezes, sdo produzidas diversas outras culturas alimenticias,
com todas as técnicas agrondmicas necessdrias para a producao (Brondani et al., 2016; Milido
et al., 2022).

A producio agricola de qualidade exige que se faga corre¢do e adubag@o sucessivas no
solo, além da utilizacdo de fontes alternativas de nutricdo, como fertirrigacdo e uso de
compostagem, para um ciclo virtuoso de producdo. Estes procedimentos podem inserir metais
e metaloides na agricultura, como o cddmio (Cd), prejudicando a curto e longo prazo o negocio.
O Cd € um metal pesado ndo essencial, altamente toxico para organismos vivos € humanos, e
possui atividade bioldgica em organismos terrestres e aquaticos (Chellaiah, 2018). A absor¢ao
pela planta pode causar clorose e crescimento inapropriado, além de efeitos no fotossistemas,
como a inibi¢do da fixacdo de carbono e diminui¢do do teor de clorofila, afetando a atividade
fotossintética (Gallego et al., 2012). A inser¢do do Cd na induz estresse osmotico, diminuindo
o teor de dgua relativo da folha, a condutancia estomatica e a transpiracao (Rizwan et al., 2016).
A toxicidade do Cd causa, também, a superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
resultando em danos as membranas das plantas e destruicdo de biomoléculas e organelas

celulares (Abbas et al., 2017), além da inibi¢do da absorcado de nutrientes (Xu et al., 2017).
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As poliaminas (PAs) s@o polications alifdticos, de baixo peso molecular, presentes em
bactérias, animais e plantas (Liu et al., 2015). Em plantas estdo envolvidas em diversas funcdes
fisiol6gicas, como crescimento celular, regulagcdo génica, diferenciacdo, desenvolvimento e até
na imunidade (Bae et al., 2018). A aplicacdo exdgena de PAs tem sido usada com sucesso para
aumentar a tolerancia ao estresse abidtico em plantas (Aldesuquy et al., 2014), principalmente
a putrescina (Put), a espermidina (Spd) e a espermina (Spm) (Handa et al., 2018). A aplicacdo
de poliaminas aliviaram os efeitos danosos do estresse salino (Santos Filho et al., 2022; Silva
et al., 2022a; Silva et al., 2022b) e déficit hidrico (Silva et al., 2022¢) em capuchinha, porém,
ainda ndo existem estudos sobre os efeitos atenuantes desses fitormodnios em plantas de

capuchinha sob estresse por Cd, o que constitui o objetivo desse estudo.
3.4. Material e métodos

3.4.1. Local, delineamento experimental e material vegetal

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de Agronomia da
Universidade Federal de Vicosa, Vigosa, Minas Gerais, Brasil. O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado, com seis tratamentos (controle (dgua deionizada), cddmio, (0,8 mg kg
! substrato), cddmio + Spd, cddmio + Put, cddmio + Spm, cddmio + Spd + Put + Spd), com cinco
repeticdes. Sementes de capuchinha (variedade Semi-dobrada sortida, Feltrin®) foram plantadas
em bandeja de polietileno com areia lavada e 15 dias apds semeadura, as plantulas foram
selecionadas e transplantadas (uma planta por vaso) para vasos de polipropileno (9,8 x 13 x 10,5
cm) contendo substrato comercial (Topstrato®). As plantas foram fertirrigadas semanalmente
com 100 mL de solugdo de 2 g L' de adubo NPK 20-20-20 + micronutruentes (Peters®
Professional), uma vez por semana até o inicio dos tratamentos. A irrigacdo foi realizada
diariamente, mantendo o substrato a 80% da capacidade retencdo do vaso (Girardi et al., 2016).
O cadmio (Cd) foi aplicado aos 7 dias apds o plantio (DAP), onde as plantas recebiam com 0,8
mg kg! substrato. As poliaminas foram aplicadas aos 50, 55 e 60 DAP e, aos 80 DAP, as plantas
foram coletadas. A concentragdo de poliaminas usada foi de 1 mM (Spormann et al., 2020). As
plantas foram pulverizadas com cerca de 10 mL de cada solucao, preparadas em dgua deionizada

contendo Tween 80, a 0,05%, como agente tensoativo.
3.4.2. Variaveis analisadas

3.4.2.1. Determinag¢ao da concentragdo de Cd
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Raizes, caule/peciolo, folhas e flores de T. majus foram secas em estufa de circulacdo
de ar forcado a 70 °C até atingir massa seca constante. O material vegetal foi mineralizado em
mistura de 4cido nitrico e percldrico (3:1, v/v), a200 °C, e a concentracio de Cd foi determinada

por espectrometria de absor¢ao atomica (Shimadzu AA-6701F) (Marin et al., 1993).

3.4.2.2. Determinag¢do da concentracdo de peréxido de hidrogénio (H20,)

Amostras de 0,3 g de folhas e raizes foram maceradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em 2 mL em um meio de extracdo constituido de tampao fosfato de potdssio
50 mM, pH 6,5, contendo hidroxilamina 1 mM e centrifugadas a 10.000 xg por 15 minutos a 4
°C (Kuo e Kao, 2003), o sobrenadante foi coletado e utilizado na determinacao da concentracao
de H20O> das amostras.

Aliquotas de 20 pL de sobrenadante foram adicionadas ao meio de reagdo contendo 80
nL de sulfato ferroso amoniacal 250 uM em acido sulftrico 25 mM, 50 pL de laranja de xilenol
250 uM e 50 pL de sorbitol 100 mM, em um volume final de 200 uL (Gay e Gebicki, 2000). A
mistura foi entdo homogeneizada e mantida no escuro por 30 minutos e a absorbancia
determinada em 560 nm. A leitura foi realizada em um leitor de microplacas (Multiskan GO,
Thermo Scientific, Estados Unidos). A solu¢do estoque do meio de reacdo possuia: 625 pM de
sulfato ferroso amoniacal em 62,5 mM de 4cido sulfirico, 1 mM de laranja de xilenol e 400
mM de sorbitol. Brancos para os reagentes e extratos vegetais foram preparados e subtraidos
das amostras. As concentracdes de H>O; foram estimadas com base em curva de calibragao,
que foi previamente preparada com padrdes de H>O2, sendo os resultados expressos em nmol

de H,0> ¢! MF.

3.4.2.3. Peroxidacao lipidica

A peroxidagdo lipidica foi estimada com base no teor de substincias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS), adotando o método de Hodges et al. (1999). Folhas e raizes (200 mg)
foram maceradas em 2,0 mL de etanol:dgua 80:20 (v/v) e centrifugado a 10.000 xg por 10 min
a 4 °C. Uma aliquota de 0,5 mL de sobrenadante foi adicionada a 1,5 mL de &cido
tricloroacético (TCA) 20% (p/v) e 1,5 mL de acido tricloroacético (TCA) 20% (p/v) contendo
0,5% de 4cido tiobarbittirico (TBA). As amostras foram, entdo, misturadas vigorosamente,
aquecidas a 95 °C em banho-maria por 30 min, resfriadas e centrifugadas a 3.000 x g por 10
min. A absorbancia foi lida em 440, 532 e 600 nm. O teor de TBARS foi calculado usando as

seguintes equacdes: Os resultados foram expressos em nmol g”! MF.
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3.4.2.4. Enzimas do sistema antioxidante

Para determinacio da atividade da superéxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase
(APX) e peroxidase (POX) 0,3 g de folhas e raizes foram maceradas em nitrogénio liquido e,
em seguida, homogeneizadas em 2 mL de um meio de extracao constituido de tampao de fosfato
0,1 M (pH 6,8), contendo &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et al., 1999).
O homogeneizado foi centrifugado a 12.000 xg por 15 minutos, a 4 °C e o sobrenadante
utilizado como extrato enzimatico na determinacdo da atividade dessas enzimas.

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi avaliada de acordo com
Giannopolitis e Ries (1977). Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima
necessdria para inibir a reducao de tetrazdlio nitroazul em 50% e os resultados foram expressos

U'min!. A atividade enzimdtica foi estimada a partir de medidas de

em U mg proteina’
degradacdo de H>O» a 240 nm (Havir e Mchale, 1987). O ensaio para determinar a atividade da
enzima ascorbato peroxidase (APX) foi realizada em meio de reacdo contendo tampao fosfato
50 mM (pH 6,0), acido ascorbico 1 mM e H202 2 mM e a taxa de oxidacao do ascorbato sera
monitorada a 290 nm (Nakano e Asada, 1981) e os resultados foram expressos em pmol AsA
mg! protefna min™'.

A atividade da peroxidase (POX) foi determinada pela adicdo de 0,1 mL de extrato
enzimdtico bruto a 2,9 mL de meio de reacdao contendo 25 mM de tampao fosfato de potéssio,
pH 6,8, 20 mM de pirogalol e 20 mM de H>0> (Nakano e Asada, 1981). A quantificacdo foi
determinada pelo aumento da absorbancia em 420 nm (E = 2,47 mM ™' cm™) e os resultados

foram expressos em umoles purpurogalina min~' mg de proteina .

3.4.2.5. Trocas gasosas, fluorescéncia de clorofila a e indices de clorofilas

As determinacdes das trocas gasosas, fluorescéncia e indices de clorofilas foram
realizadas aos 70 dias ap6s o plantio (DAP). Um analisador de gds infravermelho (IRGA —
modelo LCPro, ADC BioScientific Ltd.) foi usado para a avaliacdo das trocas gasosas, sendo
as medicOes aferidas entre as 8 e 10 h da manha. Foram avaliadas a taxa de assimilacdo liquida
de CO, (A= umol CO2> m? s7!), condutincia estomética (gs= mol H,O m™ s™!), concentracio de
carbono interno (Ci= pmol CO2 mol ar!) e transpira¢do (E= mmol HoO m? s™).

A fluorescéncia de clorofila a foi medida com um MultispeQ v2.0, utilizando o
protocolo Photosynthesis Rides, com auxilio do software PhotosynQ (Kuhlgert et al., 2016),
em folhas intactas totalmente expandidas, em condi¢Oes ambientais, entre 8:00 e 10:30 h. A

Fluorescéncia inicial (Fo”), fluorescéncia méxima (Fn’), rendimento da fluorescéncia em estado
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estaciondrio (Fs), eficiéncia intrinseca do PSII (F,’/Fn’), eficiéncia atual do PSII (®m),
rendimento para outras perdas de energia (®no), rendimento induzido por processos de
regulacdo negativa (OPnpg), dissipagcdo ndo fotoquimica da energia luminosa absorvida (NPQt),
fragao de centros PSII abertos com base no “modelo de lago” do PSII (qL) e fluxo linear de
elétrons (LEF) foram avaliados. Os indices de clorofilas a e b foram avaliados com um
clorofilometro portétil (Clorofilog, Falker) e foram expressados em indices de clorofila Falker

(ICF).

3.4.3. Analise Estatistica
Os dados foram submetidos a andlise de variancia (teste F) e, quando significativos, foi

realizada um teste de Skott-Knott (P<0,05). As andlises foram realizadas utilizando o software

R versao 4.1.0 (R Core Team, 2021).

3.5. Resultados

A aplicacdo de espermina (Spm) e putrescina (Put) aumentou o acimulo de Cd nas
raizes de capuchinha (44,89 e 11,80%, Figura 1a) em comparag¢do com plantas sob aplica¢dao
de Cd e sem poliaminas. A aplicacdo de espermina, putrescina € a combinacdo das trés
poliaminas (PSS) aumentou o acumulo de Cd nas folhas (29,64, 53,15 e 52,39%, Figura 1b).
O teor de Cd na flor ndo teve diferenca entre a aplicacdo de Spm e PSS e plantas crescidas com
aplicacdo de Cd sem poliaminas, contudo, a aplicacdo de Put e espermidina (Spd) diminuiu o

acumulo deste metal (33,32 e 25,44%, Figura 1c).
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Figura 1. Teor de cddmio na raiz (a), na folha (b) e na flor (c) de Tropaeolum majus cultivadas
sob aplica¢do de poliaminas e cddmio. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste

de Skott-Knott (P<0,05).

A aplicacdo de Spd e PSS aumentou a atividade de enzima SOD nas folhas de
capuchinha (9,03 e 5,94%, Figura 2a) em comparacdo com plantas com aplicacdo Cd e sem
poliaminas, enquanto que a aplicacdo de Put, Spd e Spm aumentou 75,02, 32,97 e 30,95%,
respectivamente, a atividade desta enzima nas raizes (Figura 2b). A atividade da APX nas folhas
e raizes aumentou em plantas sob aplicacio de Cd e Spm (85,77 e 87,31%), Spd (82,25 e
31,01%) Put (57,39 e 32,55%) e PSS (52,95 e 46,41%), respectivamente (Figuras 2c e 2d).
Contudo, plantas de capuchinha cultivadas sob a aplicacdo de Cd e sem aplicacdo de poliaminas
tiveram maior atividade da POX nas folhas (82,42%) e na raiz (22,54%) em relacdo as plantas
do controle (Figura 2e e 2f). No entanto, a aplicacdo de Put aumentou a atividade desta enzima
(39,38%) nas raizes de plantas cultivadas sob estresse por Cd em comparacdo com plantas sob

Cd e sem aplicacao de poliaminas.
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Figura 2. Atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD — a e b), ascorbato peroxidase

(APX — c e d) e peroxidase (POX — e e f) em folhas e raizes de Tropaeolum majus cultivadas

sob aplicagdo de poliaminas e cddmio. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste

de Skott-Knott (P<0,05).

A aplicacdo de Put aumentou (44%) a producdo de H>O» em folhas de plantas sob

estresse por Cd (Figura 3a) e a aplicacdo de Spd e Spm aumentou (21,74 e 23,70%) a producao

de de H>O» nas raizes (Figura 3b) em comparacdo com plantas cultivadas sob Cd e sem

aplicacdo de poliaminas. A aplicacdo de PSS e Spd diminuiu (26,91 e 40,93%) a peroxidagao

de lipideos em folhas (Figura 3c), enquanto a aplicacdo de Put e Spm aumentou (61,62 e

58,35%) a peroxidacao nas raizes (Figura 3d).
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Figura 3. Perdxido de hidrogénio (H202 — a e b) e peroxidacdo de lipideos (TBARS —c e d)
em folhas e raizes de Tropaeolum majus cultivadas sob aplicagdo de poliaminas e cadmio.

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Skott-Knott (P<0,05).

A aplicag@o de Put e Spm diminuiu os danos causados pelo Cd e aumentou (11,37 e
11,68%) a fluorescéncia inicial (Fo’), assim como o rendimento da fluorescéncia em estado
estaciondrio (Fs) (18,56 e 19,88%) de capuchinha (Figura 4a e 4c). A aplicacdo de poliaminas
nao diminuiu os efeitos danosos do estresse por Cd na fluorescéncia maxima (Fn’) (Figura 4b).
A aplicacao de PSS e Spd diminuiu os danos causados pelo Cd na eficiéncia intrinseca do PSII

(Fv’/Fw’ — Figura 4d).
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Figura 4. Fluorescéncia inicial (Fo’ - a), fluorescéncia maxima (Fn’ - b), rendimento da
fluorescéncia em estado estacionario (Fs - ¢) e eficiéncia intrinseca do PSII (Fy’/Fn’ - d) de
Tropaeolum majus cultivadas sob aplicacdo de poliaminas e cddmio. Médias seguidas de

mesma letra ndo diferem pelo teste de Skott-Knott (P<0,05).

A aplicacdo de Put e Spm diminuiu (19,31 e 16,67%, respectivamente) os efeitos
danosos do estresse por Cd na eficiéncia atual do PSII (®y — Figura 5a). A aplicacdo de PSS e
Spm diminuiu (9,97 e 6,83%, respectivamente) os efeitos danosos do Cd no rendimento para
outras perdas de energia (®no — Figura 5b). A aplicacdo de PSS e Spd diminuiu os efeitos
danosos do Cd no rendimento induzido por processos de regulagdo negativa (Onpg — 19,72 €
15,08%) e na dissipacdo ndo fotoquimica da energia luminosa absorvida (NPQt — 25,20 e
18,99%), além da aplicacdo de Spm (20,42%) (Figuras 5c e 5d). A aplicacdo de PSS, Put e Spm
diminuiu os efeitos danosos do Cd na fracao de centros PSII abertos com base no “modelo de
lago” do PSII (qL — 3,68, 15,12 e 21,45%) (Figura 5e). A aplicagdo de PSS e Spm diminuiu os
efeitos danosos do Cd no fluxo linear de elétrons (LEF — 15,47 e 21,52%) (Figura 5f).
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Figura 5. Eficiéncia atual do PSII (®n — a), rendimento para outras perdas de energia (Ono —

b), rendimento induzido por processos de regulacdo negativa (Onpg — c), dissipacdo nao

fotoquimica da energia luminosa absorvida (NPQt —d), fracdo de centros PSII abertos com base

no “modelo de lago” do PSII (qL — e) e fluxo linear de elétrons (LEF — f) de Tropaeolum majus

cultivadas sob aplicacdo de poliaminas e ciddmio. Médias seguidas de mesma letra nao diferem

pelo teste de Skott-Knott (P<0,05).

A aplicacdo de Cd diminuiu a condutancia estomdtica (gs — 14,10%) em relagdo as

plantas sem aplicacdo de Cd (Ctl). Plantas cultivadas sob aplicagdo de Put e Spd e Cd tiveram
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maior gs (27,44 e 23,53%) em relacdo as plantas com aplica¢dao de Cd, enquanto que a plantas
cultivadas com Cd e sob aplicag¢do de PSS e Spm foram semelhantes as plantas sem aplicacdo
de Cd (Figura 6a). A aplicacdo de Put diminuiu (14,33%) os danos causados pelo Cd e
aumentou a fotossintese liquida (A) (Figura 6b), assim como, a aplicag@o de Put e Spd na taxa
de transpiracdo (E — 15,56 e 22,07%) (Figura 6¢c). A aplicacdo de todas as poliaminas
aumentaram a concentra¢do de carbono interno (Ci) em plantas cultivadas com Cd (Figura 6d).

13

024 14 1b
a o a

0,22 . 124 T
0201 b i B =, ol ®
2 %, T b
o 0,18 1 < 5 b
= c = 14 1 T
T 016 - 2 l
=4 = b
% 0,14 = T

0,12 4 8

0,00 ; " ; : . : 0 T ; T : . "

Ctl Cd PSS Put Spd  Spm Ctl Cd PSS Put Spd  Spm
Tratamentos Tratamentos

24 7¢ 400 1 4

2.3 a

) " 380
—./: 2,2 H'E a
o ] = 360 A a
g 209 . . 5 ) :
S 204 e 340
=D T = b
e v " T 320 | £
£ 181 b g
=N b = 3004

1,6 280

0,0 14— ‘ ‘ . ' : 0 : : ‘

Ctl Cd PSS Put Spd Spm Cil Cd PSS Put Spd Spm
Tratamentos Tratamentos

Figura 6. Condutancia estomatica (g — a), fotossintese liquida (A — b), taxa de transpiracdo (E
— ¢), concentracao de carbono interno (Ci — d) de Tropaeolum majus cultivadas sob aplica¢ao
de poliaminas e cddmio. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste de Skott-Knott

(P<0,05).

A aplica¢do de Spm diminuiu os danos causados pela irrigagdo com Cd e aumentou os
indices de clorofila a (7,42%), clorofila b (9,40%) e clorofila total (7,87%), em relacdo as
plantas que foram cultivadas com Cd e sem aplicag¢do de poliaminas, assim como, esses valores

foram iguais as plantas sem aplicacdo de Cd (Figura 7).
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Figura 7. Clorofila a (a), clorofila b (b) e clorofila total (c) de Tropaeolum majus cultivadas

sob aplicagdo de poliaminas e cddmio. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem pelo teste

de Skott-Knott (P<0,05).

3.6. Discussao

A diminui¢ao do acimulo de Cd pode estar relacionado a acdo dessas poliaminas na
compartimentaliza¢do desse metal na raiz e nas folhas e diminuindo o seu acimulo nos 6rgaos
reprodutivos, caracterizando um mecanismo de aclimatacdo dessa planta ao estresse causado
por esse metal. O acimulo de Cd na parte aérea da planta estd relacionado a alta mobilidade
que esse metal tem através do xilema, acumulando-se em qualquer parte da planta causando
crescimento atrofiado, clorose e epinastia foliar (Zhao et al., 2006).

A aplicacdo de poliaminas aumentou a atividade das enzimas do sistema antioxidante
em folhas e raizes de capuchinha cultivadas sob irrigacio com Cd (Figura 2) devido a
manutencdo da integridade das membranas através da diminuicdo da peroxidacdo lipidica
(Figura 3). A acdo das poliaminas na ativagdo das vias da glioxilase e de antioxidantes induzem
a tolerancia de plantas em condicdes de estresse (Hasan et al., 2021). As enzimas do sistema

antioxidante t€m papel fundamental na producio e eliminacio de espécies reativas de oxigénio
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(EROs) (Tchounwou et al., 2012), cuja producdo desordenada poderia causar estresse
oxidativo.

O principal mecanismo da fitotoxicidade causada pelo Cd é a inducdo de estresse
oxidativo (Grobelak et al., 2019). O aumento da producdo de H>O, em folhas e raizes de plantas
cultivadas com Cd (Figura 3) pode ter sido um mecanismo de aclimatacdo da planta ao estresse,
visto que ERO em pequenas quantidades serve como um sinalizador do estresse. Esse aumento
pode estar relacionado, também ao aumento da APX, mediado pela aplicagdo de poliaminas
(Figura 2) que transforma essa ERO em dgua e a ajuda na sua remocdo (Nadeem et al., 2019).
A aplicagdo de poliaminas diminuiu a peroxidacdo de lipideos em folhas e raizes (Figura 3)
devido ao aumento da atividade das enzimas do sistema antioxidante mediadas pela aplicacdo
desses fitormonios (Figura 2) que tém a capacidade de quelar o Cd, diminuindo a sua nocividade
(Jozefczak et al., 2015).

A aplicacdo de poliaminas diminuiu os danos causados pelo Cd na fluorescéncia inicial
(Fo’), rendimento da fluorescéncia em estado estaciondrio (Fs) e eficiéncia intrinseca do PSII
(Fv’/Fn’) (Figura 4) devido a acdo desses fitohormdnios, 0s quais entram rapidamente nos
cloroplastos de plantas sob estresse, aumentando a protecdo da estrutura e fungdo do aparelho
fotossintético (Li et al., 2018).

A aplicacdo de poliaminas diminuiu os efeitos danosos do estresse por Cd na efici€éncia
atual do PSII (®r), rendimento para outras perdas de energia (®Pno), rendimento induzido por
processos de regulagdo negativa (®npq), dissipacdo ndo fotoquimica da energia luminosa
absorvida (NPQt) e no fluxo linear de elétrons (LEF) (Figura 5). Com isso, a aplicacao desses
fitormonios manteve a integridade dos cloroplastos de plantas sob estresse por Cd devido as
poliaminas possuirem propriedades neutralizantes de 4cidos e antioxidantes e estabilizacao de
membranas e parede celular (Shi et al., 2013).

O Cd altera a ultraestrutura do cloroplasto e reduz a taxa fotossintética liquida, a
condutancia estomadtica e a transpiracdo foliar (Souza et al., 2011), contudo, a aplicacdo de
poliaminas diminuiu os danos causados por esse metal nas trocas gasosas desta planta devido
esses fitormoOnios estarem associados a manuten¢do do desempenho fotossintético, atuando
diretamente nos tilacéides dos cloroplastos e promovendo a atividade da Rubisco (Qian et al.,
2021). Além disso, a aplicacdo desses fitormonios aumentou a atividade das enzimas do sistema
antioxidante (Figura 2), diminuiu a peroxidagao lipidica (Figura 3) e manteve a integridade do
aparato fotossintético (Figura 4 e 5), fazendo com as trocas gasosas fossem mantidas em plantas
sob estresse por Cd (Figura 6). A manuten¢@o desses processos fisiologicos mediados pela

aplicacdo de poliaminas estar relacionado ao papel desses fitormdnios na regulacdo dos
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sistemas antioxidantes (Figura 2), além da diminui¢do da produ¢do de EROs e manuten¢do do
status redox (Tanou et al., 2014).

O Cd causa danos na estrutura dos cloroplastos e na fung¢ao do fotossistema, reduzindo
os pigmentos fotossintéticos (Chen et al., 2014; Rizwan et al., 2016), mas a aplicacdo de Spm
diminuiu os danos causados pela irrigacdo com Cd e aumentou os indices de clorofila a,
clorofila b e clorofila total (Figura 7), devido ao papel deste fitohormdnio em regular o sistema
antioxidante e aliviar o estresse oxidativo através da elimina¢do de EROs (Nahar et al., 2016),
assim como na manutengao da estabilidade e permeabilidade das membranas celulares (Sharma

et al., 2021).

3.7. Conclusoes

A aplicacdo de poliaminas aumenta a tolerancia da capuchinha ao estresse por Cd
através do aumento da atividade das enzimas do sistema antioxidante e diminui¢do producao
de per6xido de hidrogénio e peroxidacao de lipidios, minimizando os danos causados no aparato
e processos fotossintéticos. A putrescina obteve destaque, aumentando a concentracdo de Cd
nas raizes e folha e diminuindo nas flores, além de influenciar positivamente nos demais
parametros. A aplicacdo de 1 mM de poliaminas (Spm, Spd e Put e sua combina¢do) podem

ser usadas para diminuir os danos causados pelo estresse por Cd em capuchinha.
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4. CONCLUSOES

As plantas de capuchinhas acumularam em suas estruturas quantidades maiores
de Cd a medida que aumentou-se as doses, tendendo a ter alta bioconcentracdo do metal e
diminui¢do da translocag¢do. Além disso, as plantas de capuchinhas tiveram a e fluorescéncia
de clorofila e seu sistema antioxidante alterando as folhas em doses superiores a 47 uM , trocas
gasosas nas maiores doses de Cd. A aplicacdo de poliaminas aumenta a tolerancia da
capuchinha ao estresse por Cd através do aumento da atividade das enzimas do sistema
antioxidante e diminui¢do produ¢do de perdxido de hidrogénio e peroxidacdo de lipidios,
minimizando os danos causados no aparato e processos fotossintéticos. A putrescina obteve
destaque, aumentando a concentragdo de Cd nas raizes e folha e diminuindo nas flores, além de
influenciar positivamente nos demais parametros. A aplicacdo de 1 mM de poliaminas (Spm,
Spd e Put e sua combina¢do) podem ser usadas para diminuir os danos causados pelo estresse
por Cd em capuchinha. O Cd € um problema para a producdo de capuchinhas e as poliaminas

podem ser usadas como solucao.
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