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Avaliacdo dos estresses causados pelo cadmio em gendtipos de pimenta

Autor: Marcos de Oliveira Ribeiro

Orientador: Prof. Dr. Fabio de Souza Dias

Resumo: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito cadmio (Cd) sobre os
teores de N, P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, carboidratos solUveis, aminoacidos livres,
proteinas soluveis e prolina em 3 gendtipos de pimenta (Malagueta “Capsicum
frutescen”; Cumari do Pard “Capsicum chinense Jacquin”, Boyra Habanero
Vermelha “Capsicum chinense”). O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, com cinco niveis de Cd, fornecido na forma de Cd
(NO3)2 (0; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2 umol L) na solucéo nutritiva e quatro repeticées.
Provocando reducdo na massa seca das folhas, caule e raiz de todos os
genotipos estudados, onde o gendtipo 3 foi 0 mais sensivel, pois sofreu reducdes
em um namero maior de nutrientes principalmente no caule e naraiz. O aumento
dos teores de caddmio nas plantas, foram proporcionais as doses aplicada, visto
gue as maiores concentra¢cdes foram encontradas nas maiores doses 0,2 pmol
Lt. No segundo estudo foi utilizada sementes do genétipo (Boyra Habanero
Vermelha “Capsicum chinense”). Que teve como objetivo, verificar o efeito
causado pelo Cd no desenvolvimento, no crescimento, nos pigmentos e nos
teores de solutos organicos, 0 delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, com cinco niveis de Cd (NOs3)2 (0; 0,05; 0,075; 0,1;
0,125; 0,15 mmol L) na solugdo nutritiva e quatro repeticdes. onde verificou
reducdo na Alt, NF e CR, consequentemente na biomassa. Essa redugéo
também foi evidenciada nos pegmentos onde ocorreu reducdo na clorofila a
(Cla), clorofila b (Clb) e Carotendides (Car), ja no solutos organicos essa reducao

foi evidenciada nas raizes e prolina nas folhas.

Palavras-chave: Metal Toxico, cultivo, hidroponia, Capsicum.
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Evaluation of stress caused by cadmium in pepper genotypes

Author: Marcos de Oliveira Ribeiro
Adviser: Prof. Dr Fabio Dias

Abstract: The objective of this work was to evaluate the effect of cadmium (Cd)
on the contents of N, P, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, soluble carbohydrates, free amino
acids, soluble proteins and proline in 3 pepper genotypes (Malagueta “Capsicum
frutescen”; Cumari do Para “Capsicum chinense Jacquin”; Boyra Habanero
Vermelha “Capsicum chinense”). The experimental design used was completely
randomized, with five levels of Cd, provided as Cd (NO3)2 (0; 0.05; 0.1; 0.15; 0.2
umol L 1) in the nutrient solution and four repetitions. It caused a reduction in the
dry mass of leaves, stem and root of all genotypes studied, where genotype 3
was the most sensitive, as it suffered reductions in a greater number of nutrients,
mainly in the stem and root. The increase in the levels of cadmium in the plants
was proportional to the doses applied, since the highest concentrations were
found in the highest doses of 0.2 umol L. In the second study, seeds of the
genotype (Boyra Habanero Vermelha “Capsicum chinense”) were used. With the
objective of verifying the effect caused by Cd on development, growth, pigments
and organic solute contents, the experimental design used was completely
randomized, with five levels of Cd (NOs3)2(0; 0,05; 0,075; 0,1; 0,125; 0,15 mmol
L) in the nutrient solution and four repetitions. where verified a reduction in Al,
NF and CR, consequently in biomass. This reduction was also evidenced in the
pegments where there was a reduction in chlorophyll a (Cla), chlorophyll b (Clb)
and Carotenoids (Car), whereas in organic solutes this reduction was evidenced

in the roots and proline in the leaves.

Keywords: Metal Toxic, cultivation, hydroponics, Capsicum.



INTRODUGCAO

O género Capsicum, sdo pertencentes a familia solanacea (TAITI al.,
2019) possui mais de 30 espécies e variedades botanicas catalogadas, das quais
treze estéo localizadas no Brasil. Junto com os pimentdes, as pimentas foram os
primeiros aditivos alimentares utilizados pelas antigas civilizacdes do México e
da América do Sul (BOSLAND & VOTAVA, 2000). No pais, encontra se 0 maior
namero de espécies silvestres de Capsicum, tendo a Regido Sudeste como o
principal centro dessa diversidade. As espécies silvestres registradas como
ocorrentes no Brasil sdo: C. buforum, C. campylopodium, C. cornutum, C.
dusenii, C. flexuosum, C. mirabile, C. parvifolium, C. schottianum e C. vilosum.
Entres os anos de 2000 e 2010, trés novas espécies silvestres foram
identificadas na Regidao Sudeste: C. friburguense, C. pereirae e C.
hunzikerianum (BARBOZA; BIANCHETTI, 2005) e recentemente a espécie C.
carassense (BARBOZA et al., 2020)

O cultivo de pimentas ocorre em todas as regides do pais e € um exemplo
importante de integracao entre a agricultura familiar e a agroindustria (COSTA &
HENZ, 2007). O cultivo é tido como patriménio da agrobiodiversidade (NEITZKE
et al.,, 2008), sendo bastante utilizada nas pequenas agroinddstrias até a
exportacdo por empresas multinacionais, sendo utilizada nas industrias

alimenticia, farmacéutica e cosmética (RODRIGUES, 2016).

O conhecimento da composicéo e origem dos alimentos consumidos é
de grande importancia para se alcancar a seguranca alimentar, visto que os
alimentos € uma das principais vias de exposicdo dos metais toxicos para 0s
seres humanos (SANTOS, 2011; ZUG, YUPANQUI, MEYBERG, CIERJACKS &
CIERJACKS, 2019). A transmissdo desses contaminantes para a cadeia
alimentar é uma das maiores ameacas a saude humana (Yang et al., 2015).
Segundo SANTOS, 2011, a ingestdo de alimentos e a inalacdo do ar sédo as
principais vias de entrada do cadmio no organismo humano Em humanos, o
cadmio esta associado a inumeros riscos para a saude e (CARVALHO, 2005).
Uma vez absorvido, é eficientemente retido no corpo humano e se acumula por
toda a vida. Este metal é toxico para os rins, especialmente para células
tubulares proximais, o principal local de acumulagdo. Também pode causar

desmineralizacdo 0ssea, seja por dano 6sseo direto ou indireto, como resultado
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de disfuncéo renal. Na industria, exposicdes excessivas ao cadmio transportado
pelo ar podem prejudicar a fungdo pulmonar e aumentar o risco de cancer de
pulmédo (BERNARD, 2008).

Os metais toxicos sdo poluentes que vém causando grande
preocupacao em todo o mundo, uma vez que as atividades humana continuam
a promover o descarte no ambiente, representando um grande risco para a
saude humana, animal e vegetal, devido a sua persisténcia no meio ambiente
(KHAN et al., 2015). Dentre os metais toxicos, como arsénico (As), cobalto (Co),
cobre (Cu), chumbo (Pb), manganés (Mn) e zinco (Zn) (KHAN et al., 2014),
destaca-se o cadmio, devido a sua alta toxicidade para plantas e animais (DONG
et. al., 2007). Naturalmente o Cd é encontrado no ambiente em concentragfes
tracos decorrentes da degradacao da rocha matriz, ou podem ser introduzidos
por meio de atividades, como o0 uso de fertilizantes, agrotoxicos, efluentes
industriais e domésticos, ( SU et al., 2014; CARVALHO, 2017; HUANG et al.,
2019; VERDENELLI et al., 2019). Normalmente a concentra¢do no solo varia de
0,01 a 0,8 mg kg, sendo que a concentracdo de 1 a 3 mg kg? indica
contaminacédo leve, 3 a 10 mg kg* solo altamente contamindo (KABATA-
PENDIAS, 2011).

E de fundamental importancia compreender as interacbes e o
comportamento do Cd no solo, como também sua mobilidade e estabilidade
frente as mudancas fisico-quimicas (micorriza, matéria organica, pelo pH,
temperatura do solo, potencial redox) (SARWAR et al., 2010; BOLAN et al., 2014;
RAN et al.,, 2016). Sendo assim a presenca de grupamentos funcionais
decorrentes de moléculas que forma a matéria organica do solo pode complexar
0 cadmio existente na solucao do solo, favorecendo a diminuicdo da toxicidade
desses elementos. Todavia, o carbono organico dissolvido interage com o0s
metais via compostos de baixo peso molecular (polifenéis, acidos alifaticos,
aminoacidos, acidos citrico, oxalico e malico) e também os de alto peso
molecular (acidos falvicos e himicos), sendo alguns mais presentes que outros
na adsorcdo (DUMAT et al., 2006; HU et al., 2016).

O cadmio € um elemento que apresenta as mais elevadas taxas de
crescimento no ambiente (ALLOWAY, 1990). Este metal pode causar alteracéao

na absorcéo, distribuicdo e transporte dos nutrientes pelas plantas, pois foi
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verificado que o cadmio provocou alteracdo no armazenamento e utilizacao de
varios elementos como Ca, Mg, P e K e na absorcdo de agua pelas plantas
(TRAN & POPOVA, 2013). A deficiéncia de Fe em raizes provocadas pelo Cd foi
observada em beterraba sacarina (CHANG et al., 2003). Inibiu a absorcéo de P,
K, S, Ca, Zn, Mn e B na ervilha (METWALLY et al., 2005). Na cevada (Hordeum
vulgare L.), o tratamento de Cd a 1,0 uM provocou reducéao significativa nas
concentracdes de P, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, Zn, Mo e B nas raizes (GUO et al.,
2007). Em erva-sal (Atriplex halimus L.), reduziu a absor¢cao de Ca e K (KINAY,
2018). Em alfafa reduziu significativamente as concentracdes de N, Ca, Mg em
raizes e brotos de alfafa (ZHANG et al., 2019). Ele tambem reduz a absorcéo de
Fe e Zn pela planta, resultando em clorose foliar (XU et al., 2017). Interfere no
transporte e a absorcéo de Ca, P, Mg, K e Mn (NAZAR et al., 2012).

Segundo RAMOS et al., (2002), a concentracdo de cadmio nas plantas é,
na maioria das vezes, maior nas raizes do que na parte aérea das plantas, sendo
absorvido através do tecido cortical, que é transportado até o xilema através da
via apoplastica ou simplastica. Pequenas quantidades atingem a parte aérea,
uma vez gue a maior parte de seus ions fica retida nas raizes (CATALDO et al.,
1983; LUX et al., 2011). As plantas desenvolvem diversos mecanismos, com 0
intuito de restringir o acumulo de Cd nos 6rgdos aéreos. Para diminuir o
movimento do Cd para o simplasto, as plantas produzem fitoquelatinas e
sequestram o Cd-quelado para os vacuolos; enquanto para restringir o
movimento do Cd para o aploplastico inclui o desenvolvimento da exoderme,

endoderme e outras barreiras extracelulares (LUX et al., 2011).

O cadmio pode ser absorvido pelas plantas de duas formas: passiva
(quando é capturado por difusdo dos ions da solucéo do solo para o interior da
endoderme) ou ativa (pelo gradiente de concentracéo, necessitando de energia
metabolica) (ALLOWAY, 1995). Os efeitos do cadmio variam em funcédo do
tempo de exposicdo da planta ao metal, ou seja, quanto maior o tempo de
exposi¢do, maior é a interferéncia do mesmo sobre os sistemas metabdlicos da
planta (OLIVEIRA et al., 2001). De acordo com HORN et al., (2006), a absor¢éo
de nutrientes, tanto em solos quanto em solucdo nutritiva, ocorre via sistema

radicular e varia de acordo com sua morfologia e fisiologia por meio de
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interceptacao radicular, fluxo de massa ou difusdo, além de serem absorvidos
em taxas diferenciadas de acordo com a necessidade de cada vegetal.

Mesmo em concentracao traco, podem causar uma série de alteracdes
fisiologicas e bioquimicas (ASHRAF et al.,, 2011), tais como disturbios nas
funcbes das membranas, na atividade enzimatica, na fotossintese, na
translocacéo, nas relagdes hidricas (POSCHENRIEDER & BARCELO, 2006;
BHATTI et al.,, 2013), no balan¢co hormonal (SOUZA et., 2017), na nutricdo
mineral (CARVALHO et al., 2020), as quais acarretam na redugcdao do
crescimento (BORGES et al., 2019; SOUZA, CAMARGOS & CARVALHO, 2018).
A capacidade de retencdo de caddmio nas diversas partes da planta esta
diretamente relacionada ao sistema que envolve adsorcdo, quelacdo e
compartimentalizacdo, limitando a translocacdo de cadmio da raiz para a parte
aérea (NOCITO et al., 2011). As raizes servem de barreira contra a translocacgéo
do cadmio para a parte aérea, pela imobilizacdo de ions tdéxicos na parede celular
(SINGH et al.,, 2008). Absorcdo do cadmio pelas plantas é diretamente
influenciada pela concentragdo no meio, pelo pH, presenca de outros ions, teor
de matéria organica, temperatura, espécie cultivada, microrganismos, liberacéo
de exsudatos organicos e inorganicos pelas raizes (SARWAR et. al.,2010; RAN
et, al., 2016).

Assim, devido ao avanc¢o da degradacédo ambiental e & ampla toxicidade
dos metais para as plantas, animais e saude humana e, pelo fato de as plantas
serem o principal ponto de ligacdo entre os metais e 0 homem via cadeia
alimentar, € que se torna necessaria a realizacao de estudos que possibilitem a
determinacao do efeito desses elementos nas plantas. O objetivo desse trabalho
foi avaliar o efeito do cadmio sobre os teores de N, P, K, Ca, Mg, Cu, Mn, Fe,
carboidratos soluveis, aminoacidos livres, proteinas sollveis, prolina e nos

pigmentos dos genotipos de pimenta.
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Bioacumulacéo e translocacédo do cadmio em gendétipos de pimenta e 0s

efeitos causados no desenvolvimento das plantas

Autor: Marcos de Oliveira Ribeiro

Orientador: Prof. Dr. Fabio de Souza Dias

Resumo: O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do cadmio no crescimento,
desenvolvimento e no percentual de translocacdo e bioacumulagdo em
genotipos de pimenta. No experimento foram utilizadas sementes de 3 genotipos
de pimenta (Malagueta “Capsicum frutescen”; Cumari do Para “Capsicum
chinense Jacquin” Boyra Habanero Vermelha “Capsicum chinense”). O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com cinco
niveis de Cd (NOs)2(0; 0,05; 0,1; 0,15; 0,2 umol L) na solugdo nutritiva e quatro
repeticdes. A adicdo do Cd na solucdo nutritiva reduziu consideravelmente a
massa seca de todas as partes da planta (folhas, caule e raiz) de todos os
gendtipos, sendo com mais evidencia na maior concentra¢do 0,2 pmol Lt e o
aumento dos teores de cadmio nas plantas, foram proporcionais as doses
aplicada, visto que as maiores concentracdes foram encontradas na maior dose
0,2 umol L™,

Palavras-chave: Pimenta, cultivo, hidroponia, massa seca.
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Bioaccumulation and translocation of cadmium in pepper genotypes and
its effects on plant development

Author: Marcos de Oliveira Ribeiro
Adviser: Prof. Dr Fabio Dias

Abstract: The objective of this work was to evaluate the effect of cadmium on
growth, development and percentage of translocation and bioaccumulation in
pepper genotypes. The experiment used seeds of 3 pepper genotypes
(Malagueta “Capsicum frutescen”; Cumari do Para “Capsicum chinense Jacquin”
Boyra Habanero Vermelha “Capsicum chinense”). The experimental design used
was completely randomized, with five levels of Cd (NO3)2 (0; 0.05; 0.1; 0.15; 0.2
umol L 1) in the nutrient solution and four replications. The addition of Cd in the
nutrient solution considerably reduced the dry mass of all parts of the plant
(leaves, stem and root) of all genotypes, with more evidence in the higher
concentration of 0.2 umol Lt and the increase in the levels of cadmium in plants
were proportional to the doses applied, since the highest concentrations were

found at the highest dose 0.2 pmol L

Keywords: Pepper, cultivation, hydroponics, dry mass.
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INTRODUGCAO

As pimentas sdo hortalicas pertencente a familia Solanaceae e ao
género Capsicum. Este género engloba 5 espécies domesticadas, sendo uma
delas C. baccatum, além das 22 espécies selvagens (REIFSCHNAIDER, 2000;
ZANCANARO, 2008), No Brasil, concentra-se um dos maiores bancos de
variabilidade genética de pimentas do mundo e o pais é considerado centro de
dispersado secundario de espécies domesticadas como: C. chinense Jacqg., C.
frutences L., C. baccatum L. e C. annuum L. (REIFSCHNAIDER, 2000),
distribuido nas cinco regifes brasileiras, com destaque de producdo para as
regides Sudeste e Centro-Oeste (COSTA et al., 2010). Sendo bastante utilizadas
como matéria-prima na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética (BENTO
et al., 2007).

A qualidade dos alimentos que séo utilizados para alimentagédo humana,
€ uma questao de saude publica em todo o mundo (AFONSO, 2008; VEIGA et
al.,, 2009) visto que a cadeia alimentar € a principal porta de entrada de
elementos téxicos como o cadmio (CIERJACKS & CIERJACKS, 2019), a
toxicidade do Cd causa diversos danos a saude humana atingindo varios érgaos
do corpo humano, mas se acumula principalmente nos rins, causando enfisema
pulmonar, tubular renal e pedras nos rins (MAHAJAN & KAUSHAL, 2018).

Entre os elementos como o chumbo (Pb), aluminio (Al), zinco (Zn),
Cromo (Cr) , o Cd é reconhecido como um metal extremamente téxico para os
humanos e os organismos vivos, e tem atividade biol6égica em organismos
terrestres e aquaticos (CHELLAIAH, 2018). O desenvolvimento da agricultura e
industrial causou uma maior concentracdo de Cd em solos agricolas (Bojorquez
et al., 2016). A exposi¢do das plantas a elevadas concentracbes de cadmio
provoca alteracdes morfolégicas, fisiolégicas e bioquimicas, resultando em um
rapido declinio da capacidade de absorcao e acumulo deste elemento nas raizes
principalmente em decorréncia da reducdo do metabolismo (ANDRADE et al.,
2005).

A toxicidade do cadmio nas plantas causa reducao nas diferentes fazes
de crescimento e desenvolvimento, principalmente o das raizes, acarretado
pelas deficiéncias dos minerais como Ca, Mg, K, P (AUGUSTSSON et al., 2018;
BORGES et al., 2018; CARVALHO et al., 2018), com uma grande influéncia
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sobre a producéo de biomassa (SOLTAN & RASHED, 2003; BENAVIDES et al.,
2005). Quando a concentracdo Cd estd alta no solo, ele pode provocar o
estresse oxidativo nas plantas, induzir a peroxidagdo lipidica e eleva o acamulo
de espécies reativas de oxigénio (ROS), provocando danos oxidativos
(PAITHANKAR et al., 2021; WAN et al., 2019). Além disso, o Cd também pode
causar o crescimento mais lento das plantas, diminuicdo do teor de clorofila,
folhas amarelas e uma lenta taxa fotossintética. Portanto, o crescimento,
desenvolvimento, fisiologia e os efeitos bioquimicos das plantas sdo afetados,
podendo causar morte da planta (BORA et al., 2020; HUANG et al.,2020).

Esse trabalho teve como objetivo verificar o efeito da toxidez por cadmio
no crescimento, na concentracdo de Cd nas raizes, caule e folhas, na

bioacumulacao e translocacdo desse elemento nas plantas de pimenta.
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MATERIAL E METODO

O experimento foi desenvolvido em uma casa de vegetacao, e as analises
guimicas e bioquimicas foram realizadas no laboratério de Bioquimica da

Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB).

As plantas de pimenta foram produzidas em casa de vegetacao localizada
no Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biologicas (CCAAB) da
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, Campus Cruz das Almas, Bahia-
Brasil (12 ° 40'19 'S, 39 ° 06'23 "O, altitude 220 m). Foram utilizadas sementes
de 3 gendtipos de pimenta: G1 = Malagueta “Capsicum frutescen”; Cumari do
Para; G2 = “Capsicum chinense Jacquin” boyra habanero vermelha; G3 =
“Capsicum chinense”. As sementes foram semeadas em copos plasticos (70
mL), contendo areia lavada, e irrigadas diariamente com agua destilada. Apés
10 dias de emergéncia, as mudas foram transferidas para bacias plasticas,
contendo 12 L da solugdo nutritiva de HOAGLAND & ARNON (1950), onde
permaneceram por oito dias, para fins de aclimatagdo. Apds esse periodo, foram
iniciados os tratamentos com cinco concentracées de cadmio e (0; 0,05; 0,1;
0,15; 0,2 umol L* Cd(NO3)2 com quatro repeticdos. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado. Os niveis das solucbes foram completados
diariamente com agua destilada, e o pH foi ajustado para 4,0 £ 0,2, sendo
monitorado diariamente e corrigido com HCl ou NaOH quando necessario. As
plantas permaneceram nestas condi¢des por um periodo de 21 dias. Apos esse
periodo, foram separadas em folhas, caules e raizes. Em seguida, o material
vegetal foi embalado em sacos de papel devidamente identificados e levado para
uma estufa com circulacao forcada de ar a 65° C, por 72 h, para determinacéo
das massas secas da folha (MSPA), caule (MSC) e raizes (MSR). A partir desses
dados, foram calculados a massa seca total (MST). As amostras foram trituradas
em moinho de faca Willey antes de serem prensadas, trituradas e peneiradas em

granulos de 100 micrdmetros para uso posterior.

O procedimento de digestdo acida das amostras de pimenta foi
realizado em bloco digestor. Primeiramente, 0,1 g da amostra foi pesada

diretamente em tubos de digestdo, em triplicata, e 3 mL de acido sulfurico
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(H2S04) foram adicionados em uma coifa a uma temperatura de 350 ° C por 40
min., conforme descrito por ABREU et al. (2021), com modifica¢cdes. Um volume
de 3 mL de perdxido de hidrogénio foi adicionado a cada tubo. Apds o tempo de
analise, o conteudo dos tubos foi filtrado e transferido para frascos volumétricos
de 100 mL, que posteriormente foram usados para as leituras de Cd, que foram
realizadas por Espectrometria de emissdo atomica de plasma induzido por
microondas (MIP OES).

Andlise estatistica - O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 3 x 6 com quatro repeticdes. Os resultados
obtidos foram submetidos as andlises de variancia e de regressao utilizando o
programa SISVAR (FERREIRA, 2011).

Fatores de translocacao e de bioacumulacdo de cadmio

O fator de translocacédo define-se como a capacidade da planta em
transcolar o metal das raizes para a parte aérea, enquanto o fator de
bioacumulagdo € a relagdo entre os teores de metal na parte aérea e na
solucdo nutritiva. Esses parametros foram calculados de acordo com as
férmulas a seguir (AMIN et al., 2018):

~ - _ Teor de Cd na parte aé
Fator de translocagio =—— 2 PA¢ 272

teor de Cd nas raizes

Fator de bioacumulacéo = Teor de Cd na planta

teor de Cd na solugdo nutritiva
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RESULTADO E DISCUSSAO

A producéo de biomassa é considerada a variavel mais importante no que
se diz respeito ao efeito dos contaminantes sobre o crescimento das plantas
SOUZA et al.,, (2011). Os gendtipos de pimenta foram submetidos as
concentragcdes de Cd que provocou uma reducdo consideravel na massa seca
de todas as partes da planta (folhas, caule e raiz) e, consequentemente, a massa
seca total (Figura 1) de todos os genotipos estudados. Essa reducdo foi mais
evidenciada na dose mais alta 0,2umol L? na folha e no caule, que reduziu
6,612g e 1,369 no gendtipo 1; 2,269 e 1,36g no gendtipo 2; e 4,97g e 1,469 no
gendtipo 3. Isso corresponde a uma reducdo de 113,1% e 114,6% no gendtipo
1; de 85,5% e 105,5%, gendtipo 2 e de 99,3% e 81,8%, ja na raiz o cadmio
provocou reducdo de 95% no gendtipo 3, 76,7% no genotipo 2 e 87% no genotipo
1 acarretando em uma reducdo de 108% na massa total do gendétipo 1, 86,6%
genotipo 2 e de 95,7% no genotipo 3 quando comparados ao tratamento
controle. Os resultados corroboram com os encontrados por CHAVES & SOUZA
(2014), que estudaram os efeitos do cadmio no crescimento do pinhao-manso,
a partir da acumulacdo e distribuicdo desse metal na planta, e constataram
reducdes significativa na biomassa da planta que chegaram a 74%
respectivamente, em relacéo a testemunha.

Da mesma forma, CUPERTINO (2006); observou que na seringueira
Hevea brasiliensis, cultivada na presenca de Cd, teve o crescimento da raiz e da
parte aérea afetado, reduzindo a producdo de massa seca em todos os 6rgaos
da planta. Essas redu¢cdes na massa seca das plantas da pimenta pode estar
atrelada a reducéo da taxa fotossintética, em decorréncia da acdo do Cd nas
plantas, proporcionado pela diminuicdo da condutancia estomatica (BARCELO
& POSCHENRIEDER, 1990), menor abertura estomatica proporcionado pela
reducéo da disponibilidade de dioxido de carbono para a fotossintese levando a
reducao de suas taxas de crescimento (CHAVES & SOUZA, 2014).

De acordo com a analise dos dados pode-se afirmar que dentre os
genotipos estudados, o mais afetado pelo efeito do cadmio foi o genétipo 1, pois
foi o que apresentou as maiores reducbes para MSF, MSC, MSR e

consequentemente MST. Comparando com os demais orgaos da planta, a folha
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Figura 1. Massas secas da folha (MSF), caule (MSC), raiz (MSR), e total (MST) das plantas dos genotipos G1, G2 e
G3 de pimenta cultivadas por 21 dias em casa de vegetacdo, expostas a niveis de cadmio na solucado nutritiva.

foi o 6rgdo que apresentou a maior reducdo de massa seca induzida pelo
estresse por Cd.
A maioria das plantas exibe sintomas visiveis de toxicidade quando

submetido a contaminacdo por cadmio, como crescimento atrofiado, clorose,
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necrose, escurecimento da raiz alem de diminuir a taxa fotossintética
(GUIMARAES et al., 2008; DIAS et al., 2013), causa altera¢es enzimaticas e
metabdlicas das plantas podendo levar a planta a morte (CHANG et al., 2013).
O excesso de cadmio nas plantas pode interferir profundamente em uma série
de processos fisiologicos, como na fotossintese (FENG et al., 2017), respiracéo
(BENAVIDES et al., 2005; LINDBERG, 2007; LOPEZ-MILLAN et al., 2009)
absorcao, transporte e assimilacdo de nutrientes e captacdo de agua (Nedjimi &
DAOUD, 2009). E além disso, o0 estresse causado pela presenca do cadmio
resulta na superproducédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e causando
danos as membranas das plantas e destruicdo de biomoléculas celulares e
organelas (ABBAS et al., 2017).

Vérios estudos mostram que a toxidez por cadmio, causa deficiéncia nos
teores de macronutrientes (LOPEZ-MILLAN et al., 2009; SARWAR et al., 2010;
DIAS et al., 2012) proporcionado pela inibicdo de canais ibnicos e a competicao
do Cd com esses elementos nas membranas plasmaticas radicular (SARWAR
et al., 2010), também pode ser a causa da reducdo da absorcdo de cations

(NAZAR et al., 2012) com o aumento da concentracédo de Cd na solucao.

A capacidade que a planta tem em absorver, acumular e transportar o Cd
pode variar de acordo com a espécies e até mesmo entre 0s genotipos da
mesma espécie (POPOVA et al., 2008), fato que podemos observar nesse
estudo, onde adicdo desse elemento na solugcdo nutritiva, proporcionou um
aumento na concentracdo em todos os 6rgdos das plantas, nas folha esse
aumento foi evidenciado em todos o0s gendtipos, apresentando resultado
significativo no gendétipo 1 (3.403%) e no gendtipo 2 (2.155%), porém no genotipo

3 esse aumento ndo foi significativo.
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pimenta cultivadas por 21 dias em casa de vegetagdo, expostas a niveis de cadmio na solucéo nutritiva

No caule foi evidenciado um aumento quadratico nos 3 genotipos,
apresentaram um aumento de (1.402%) no genotipo 1, (1.528%) no genotipo 2
e (2.161%) no gendtipo 3 com relacdo a testemunha. Na raiz, a adicdo do Cd
proporcionou um aumento todos os genétipos estudados, no genotipo 1 teve um
aumento de (1.128%), no gendtipo 2 (714,8%) e no gendtipo 3 (9.863%). Esse
aumento nas raizes, provavelmente ocorreu pelo fato de as raizes ser o érgao
gue estd em contato direto com o Cd na solucdo nutritiva. Resultados
semelhantes foram encontrados por CHAVES & SOUZA (2014) estudando o
efeito do cadmio (Cd) no crescimento do pinhdo-manso e a acumulacdo e
distribuicdo desse metal na planta, constatou o0 aumento na concentracao de Cd
presente nas plantas, principalmente na raiz. O Cd é facilmente absorvido pelas
raizes e chega ao xilema, via apoplasto ou simplasto, onde é transcolado para
parte aérea da planta por meio da transpiracdo (PRASAD, 1995; SALT et al.,
1995; POVOVA et al., 2008).

O estudo do movimento do metal nas plantas comestiveis,
principamente do Cd que é um elemento onde possui um alto indece toxicologico
e de grande mobilidade no solo é de grande importancia, especialmente se as
folhas, flores ou frutos serdo consumidos. As plantas de todos os genotipos
expostos a maior concentracdo de Cd tiveram a maior acumulo de cadmio nas
raizes, as plantas expostas a maior concentracdo de Cd (0,2 mg / kg) teveram a
maior taxa de translocacdo. Dentre os trés genotipos estudados o genotipo 2
(6,3%) foi 0 que apresentou maior taxa de traslocacdo em comparacdo a
testemunha seguido do genotipo 1 que teve um aumento de (6%) j4 o 3 ndo
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apresentou resultados siguinifcativos. Os trés genotipos estudados
demonstraram capacidade para transloucar o Cd. Para GALLEGO et al. (2012),
a translocacdo dos metais das raizes para a parte aérea pelo xilema € uma
caracteristica fundamental que determina o fenétipo de espécies acumuladoras.
Segundo RASCIO & NAVARI-I1ZZO (2011), espécies ndo acumuladoras retem
nas células das raizes a maioria dos metais toxicos absorvidos do solo, fazendo
0 processo de detoxificacdo por quelacdo no citoplasma ou acumula esses
metais nos vacuolos. Sendo assim, as espécies acumuladoras, transloucam
esses metais para a parte aérea através do xilema.

O efeito toxoldgico dos metais essenciais pode ocorre tanto em
deficiéncias metabdlicas quanto em altas concentracdes (SFAKIANAKIS et al.,
2015). Para os metais ndo essenciais, esse efeito aumenta com a elevacao das
concentracfes (JITAR et al.,, 2015; SFAKIANAKIS et al.,, 2015; JAISWAL &
VERMA, 2018). Sendo assim, ambos podem ter efeitos adversos e, além disso,
serem armazenados nos tecidos, fen6meno este intitulado de bioacumulacéo
(MARSDEN & RAINBOW, 2004). Segundo ROCHA & AZEVEDO (2015), a alta
toxicidade dos metais conferida aos organismos ocorre pela permanéncia
desses elementos nas cadeias troficas, visto que ndo sao degradaveis. Sendo
assim os valores e a distribuicdo do Cd acumulados nos genotipos de pimenta
apos o incremento do Cd na solugdo nutritiva sdo evidenciados na Tabela 1,
onde mostra que as concentragbes Cd nos genotipos aumentaram
significativamente no Genotipo 1 e no genotipo 3 com 0 aumento das
concentra¢des de Cd na solugédo, comparado com o controle, tento um aumento
de 25,6% no genotipo 1 e de 15,94% no genotipo 3 em comparac¢ao ao controle,
ja 0 no genotipo 2 ndo apresentou resultado siguinificativo. Resultado esses que
difere dos encontrados por TIAN et al., 2009; LI et al., 2008 que indicaram que o
broto de milho tinha alto acimulo de Cd, e poderia ser considerado como um
hiperacumulador de Cd para remediacao do solo e dos de SUN et al. (2003) que
descobriram que os coeficientes acumulados de metais toxicos foram maiores

em plantas em doses.
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Tabela 1: Fatores de translocacdo (TF) e de bioconcentracdo (BCF) do Cd em genotipos de

pimenta submetidos a deferentes concetracfes de Cd.

Amostras Doses Doses TF BCF
(mmol L") (mgL™) (mg g™) (mg g™)
GENOTIPO 1
G1T1 0,0 0,0 0 0
G1T2 0,05 5,6 0 0,004
G1T3 0,1 11,2 0,003 0,003
G1T4 0,15 16,9 0,4 0,002
G1T5 0,2 22,5 0,1 0,004
GENOTIPO 2
G2T1 0,0 0,0 0 0
G2T2 0,05 5,6 0 0,004
G2T3 0,1 11,2 0,008 0,003
G2T4 0,15 16,9 0,04 0,004
G2T5 0,2 22,5 0,05 0,004
GENOTIPO 3
G3T1 0,0 0,0 0 0
G3T2 0,05 5,6 0,02 0,004
G3T3 0,1 11,2 0,02 0,003
G3T4 0,15 16,9 0,11 0,004
G3T5 0,2 22,5 0,05 0,006

Com analise da tabela 2 verificou que muitos desses autores

encontraram resultados semelhantes aos estudados, onde veriicou que o

incremento do Cd de cultivo menores de metais toxicos, em contraste, esses

valores eram menores nas doses ais altas. no meio, proporcionou redugéo das

variaveis relacionada a biomassa, crescimento e desenvolvimento, alem de

elevar o percentual de absorcéo, traslocacao e bioacumulacéo do cd nas planta.
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Tabela 2: Resultados encontrados por autores ap0s a adi¢cdo de cadmio no meio.

Espécies de

plantas

Meio

Concentracéo

Resposta fisiolégica e bioquimica

Ref.

Cicer arietinum L

Aeluropus littoralis

Triticum aestivum L.
&
Zea mays L.t

Girassol

Solanum
lycopersicum &
Solanum
Americanum

Alternanthera sp. e
Nicotiana tabacum

Capsicum frutescen;

Capsicum chinense

Jacquin & Capsicum
chinense

Hidroponia

Solo

Solo

Hidroponia

Substrato

Hidroponia

Hidroponia

25 e 50 pM

(15, 30, 60, 120,
240 mg kg™?)

(0,35; 0,7; 1,05;
1,4;2,1;,3,5; 49e
7,0 mg kgt)

(0;2,5;5,0;7,5; e
10,0 uM)

(0;4;8;16 e 32 mg
kg)

(0; 5;10; 25 e 50
umol LY

0; 0,05;0,1; 0,15;
0,2 ymol L

O incremento do cadmio da solucdo
provocou um reducdo significativa na
induziu a reducéo no comprimento das
raizes e na parte aérea, além de reduzir
a absorcao dos nutrientes.

O incremento do Cd no dolo aumento
consideravelmente o acumulo de
cadmio na folha e no caule e na raiz
nos trés estagios de colheita
provocando a reducéo da producéo de
biomassa vegetal

Encontrou a ordem de acimulo de Cd
em tanto o trigo quanto o milho eram
raiz> broto> gréo, e valores de BCFs
nas duas safras aumentaram, atingiram
um valor maximo, em seguida, diminuiu
com o aumento das concentracdes de
Cd no solo.

o incorporagdo do cadmio na solucdo
nutritiva provocou a redugcdo no
compromento das raizes e na parte
aérea.Alem de provocar alteragdo na
absorcéo dos nutrientes.

A massa seca da parte aérea e da
massa seca de raizes ndo variaram em
funcdo de doses de Cd aplicadas no
substrato e os teores de Cd na massa
seca de raizes e parte aérea e nos
frutos da cultivar de tomate Micro-Tom
e os teores de Cd na parte aérea da
cultivar Gaucho aumentaram de forma
quadratica com incremento da dose de
Cd no substrato

A nicotiana tabacum apresentou
reducdo de 50% na producdo de
matéria seca de parte aérea e raizes,
sendo a a parte aérea mais afetada. Ja
alternanthera sp apresentou sintomas
cmo clorose foliar, necrose, reducéo do
crescimento de raizes e parte aérea e
disttrbio no balango hidrico da planta
(murchamento).

O incremento do Cd na solugéo
nutritiva acarretou na reducdo do
comprimento das raizes, parte aérea
além de causar alteracdo na absorcéo
de nutrientes pelas plantas de
pimentas.

ULLAH et.al.,
2020

REZVANI et al.,
2011

YANG et al.,
2014

FERREIRA, et
al 2016

SILVA, 2010

BORIN, 2010

Este trabalho
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7

O fator de bioconcentragdo € um valor calculado que indica a
capacidade das plantas em remover metais do solo e armazenar nas raizes e no
caule e folha. Enquanto isso, a translocagdo fator € um valor que indica a
capacidade do composto para ser transferido das raizes das plantas para outros
orgaos (MELLEM et al,.2012).

Os genotipos estudados de pimenta ndo podem ser consideradas como
bioacumuladores, Fitoestabilizantes ou fitoextratoras pois ndo possui as
especificacdes exigidas, visto que para ser consideradas como
bioacumuladores tem que possuei fatores de bioconcentracéo e translocacéo
> 1 (USMAN et al.,, 2013). Para ser que as plantas possa ser usadas como
fitoestabilizantes elas tem possuir fatores de bioconcentracdo > 1 e fatores de
translocacdo <1 e como fitoextratores se eles tiverem bio-concentragdo com
fatores <1 e fatores de translocacdo> 1 (SOPYAN et al., 2014). Valores de
bioconcentragdo > 2 s&o considerados valores altos (MELLEM et al,.2012).
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CONCLUSAO

A exposicdo dos genotipos as concentragcdes de cadmio reduziu a
biomassa de todos os 6rgaos da planta (folha, caule e raiz), e o genétipo 1 foi o
que apresentou as maiores reducoes.

O orgdo mais afetado com o incremento do Cd nos trés genotipos
estudados foi a raiz.

Dentre os trés genotipos, estudados o gendtipo 2 “Cumari do Pard” foi o
gue apresentou maior taxa de translocacdo em comparacdo a testemunha,
seguido do gendtipo 1.

Os genotipos estudados de pimenta ndo podem ser consideradas como

bioacumuladores, pois ndo possui as especificacbes exigidas.
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Comparacao de estratégias quimiomeétricas de duas e multiplas vias que
descrevem mudancas elementdémicas em pimenta exposta ao estresse

por cadmio

Autor: Marcos de Oliveira Ribeiro

Orientador: Prof. Dr. Fabio de Souza Dias

Resumo: o objetivo foi comparar estratégias quimiométricas de duas e multiplas
vias que descrevem alteragdes elementdmicas em pimenta exposta ao estresse
por absorcao, por determinagdo de cadmio e multi-elementos por MIP OES. O
experimento consistiu de cinco diferentes concentracdes de cadmio (0; 0,05; 0,1;
0,15; 0,2 umol L) na solucdo nutritiva. Andlises de componentes principais
(PCA) e PARAFAC foram realizadas para descrever as mudangas
elementomicas por meio de variaveis de concentracdo de metal ao longo das
folhas, caules e raizes de plantas de pimenta. A separacdo dos tratamentos em
grupos mostrou a heterogeneidade dos tratamentos em relacao as doses de
cadmio aplicadas na solugdo nutritiva, evidenciando seu nivel de fitotoxicidade
aos gendtipos de pimenta. As variaveis P, K, Ca, Mg e N foram as mais
influenciadas demonstradas pela PCA. Isso indica que a adicdo de Cd afeta a
distribuicdo dos elementos dentro da planta. O aumento do teor de cadmio nas

plantas foi proporcional as doses aplicadas.

Palavras-chave: Estresse por cadmio, ferramentas quimiométricas, MIP OES.
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Comparison of two- and multiple-way chemometric strategies that

describe elemental changes in pepper exposed to cadmium stress

Author: Marcos de Oliveira Ribeiro
Adviser: Prof. Dr Fabio Dias

Abstract :The objective of this work was to evaluate the mineral composition in
three different pepper genotypes (Malagueta, Cumari of Par4 and Boyra
Habanero Red) to compare bidirectional and multivariate chemometric strategies
that describe elemental changes in pepper exposed to cadmium stress. The
experiment consisted of five different concentrations of cadmium (0; 0.05; 0.1;
0.15; 0.2 ymol L1) in the nutrient solution. Principal component analysis (PCA)
and PARAFAC were performed to describe the elementomic changes through
variables of metal concentration along the leaves, stems and roots of pepper
plants. The separation of treatments into groups showed the heterogeneity of
treatments in relation to the doses of cadmium applied in the nutrient solution,
showing their level of phytotoxicity to pepper genotypes. The variables P, K, Ca,
Mg and N were the most influenced demonstrated by the PCA. This indicates that
the addition of Cd affects the distribution of the elements within the plant. The

increase in cadmium content in plants was proportional to the doses applied.

Keywords: Cadmium stress, chemometric tools, MIP OES
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INTRODUGCAO

A pimenta (Capsicum annuum) pertence a familia Solanaceae, que
inclui pimentas e pimentfes, originada na América Central e do Sul, e seu cultivo
se espalhou pelo mundo (UGULU et al., 2021), podendo ser consumida in natura
e sob a forma de conservas, geleia, paprica, desidratada e desidratada. E uma
importante fonte de vitaminas A, C, E, B1, B2, fésforo, potassio e calcio (GE et
al., 2019). Além de ser uma planta medicinal, com diversos usos e aplicacées
para a industria farmacéutica, devido a elevada quantidade de antioxidantes,
COmMo a capsaicina e a capsantina, principais principios ativos (PADILHA et al.,
2015).

A humanidade esta muito preocupada com tipos de alimentos mais
saudaveis que fornecem nutrientes essenciais para o corpo humano. Portanto,
€ importante avaliar a concentragdo de elementos essenciais, como Ca, K, Mg,
Fe, Cu e Zn, a fim de saber se os alimentos consumidos pelo homem atendem
as necessidades nutricionais (PEREIRA et al., 2018). Além disso, € importante
supervisionar elementos téxicos como Ba, Cd, Hg e Pb, e possiveis disturbios
fisiologicos podem ocorrer devido ao excesso desses elementos no corpo
humano (SOUZA et al., 2019).

Os metais toxicos sdo poluentes ambientais altamente persistentes e
sua toxicidade é um problema cada vez mais prejudicial para os fenbmenos
ecoldgicos e nutricionais (NADEEM et al., 2019). A poluicdo dos solos agricolas
por metais toxicos e potencialmente toxicos tornou-se um dos principais
problemas ambientais enfrentados pela humanidade (MALAR et al., 2014),
causado pelo rapido desenvolvimento industrial e das atividades agricolas
(ZENG et al., 2019). Esses metais podem degradar seriamente o solo, além de
serem incorporados as teias alimentares por meio da absorcdo pela planta
(KHAN et al., 2021). Dentre os metais toxicos, o cAdmio se destaca pelo alto
risco ambiental causado pelo seu uso intenso, toxicidade e ampla distribuicdo
(RAN et al., 2016).

O céadmio pode ser encontrado naturalmente no solo por meio da
degradacdo da rocha matriz devido ao intemperismo, locais de transporte de
particulas, transporte de poeira de longo alcance e atividades vulcanicas. Em

solos ndo contaminados, a concentracdo de cadmio pode variar de 0,01 a 1,0
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mg kg (IMSENG et al., 2018). A presenca de cadmio no solo também pode ser
decorrente de fontes antrdpicas, que podem ocorrer por meio da destinacao
inadequada de lodo de esgoto, atividades industriais e agricolas, aterros a céu
aberto (ZENG et al., 2019). Sua presenca na cadeia alimentar € um problema
para a saude humana (HUANG et al., 2017). Devido a sua alta solubilidade e
capacidade de transferéncia do solo para as raizes e raizes para as folhas e
frutos (PIEKUT et al. 2018). Portanto, sua toxicidade esta sendo amplamente
estudada, uma vez que este elemento causa uma série de efeitos deletérios na
planta, onde inibe a fixacdo de carbono, diminui a clorofila e a atividade
fotossintética, induz estresse osmético, reduzindo o contetdo relativo de agua
nas plantas. folhas, condutancia estomética e transpiracao, além de competir
com outros nutrientes com caracteristicas quimicas semelhantes por sitios de
absorcéo, interferindo na absorcéo de Fe e P e no transporte e absor¢cao de Ca,
Mg, K, N (GALLEGO et al. , 2012).

A determinacdo de nutrientes por técnicas espectroanaliticas, como
espectrometria de absorcdo atdbmica com chama (FAAS) (BONSUCESO et al.,
2012) espectrometria de absorcdo atbmica com forno de grafite (GF AAS) (DIAS
et, al., 2007) Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS) (NI et al.,, 2015) e espectrometria de emissdo éptica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES) (CARVALHO et, al., 2015). O espectrémetro
atdbmico por plasma induzido por microondas (MIP OES), tem sido amplamente
utilizado para identificar elementos em diferentes tipos de amostras, como
amostras de alimentos. Por ser uma técnica de baixo custo operacional devido
ao plasma ser mantido com nitrogénio, retirado do ar atmosférico (ABREU et, al.,
2021), além de possuir versatilidade com uma amostra de maior simplicidade
operacional, apresenta precisdo e bons limites de deteccédo, sendo nivel ppb
para a maioria dos elementos em solucao (SOUZA et al., 2019).

Técnicas multivariadas tém sido amplamente utilizadas porque
permitem avaliar varios para@metros experimentais ao mesmo tempo (ALl et al.,
2021). Desde a capacidade de interpretar dados espectrais do solo e a técnica
de calibragdo multivariada, € considerada como o principal fator para aumentar
a precisao das previsdes das propriedades do solo (NAWAR et al., 2016). O
modelo Linear de calibracdo multivariada, como regressédo de componentes

principais (PCR), mostrou-se eficiente para extrair matematicamente padrées de
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absorcdo complexos e encontrar a correlacdo entre esses padrbes e as
propriedades do solo.

A analise multivariada, especificamente a Analise de Fator Paralelo
(PARAFAC), é uma ferramenta poderosa para determinacdo simultdnea de
componentes fluorescentes (CARROLL & CHANG, 1970), pois descreve a
contribuicdo de cada componente para o sinal medido em trés dimensdes,
respectivamente. Além disso, as informacdes obtidas pelo PARAFAC podem ser
usadas para construir modelos de classificacdo e discriminagdo robustos e
confiaveis. No método, um conjunto de dados de trés vias € composto por trés
matrizes. Com as matrizes, podem ser obtidas informacdes como concentracao,
pico cromatografico e espectros de componentes puros (ZHANG et al., 2021).

Dada a acdo benéfica da pimenta na saude humana, a economia e a
escassez de informacdes sobre a tolerancia desta cultura ao cadmio, este estudo
teve como objetivo comparar estratégias quimiométricas de duas e multiplas vias
gue descrevem alteracdes elementdmicas em pimenta exposta ao estresse por

absorcao, por determinacéo de cadmio e multi-elementos por MIP OES.
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MATERIAIS E METODOS

INSTRUMENTACAO

Um espectrbmetro de emissdo Optica de plasma induzido por
microondas, modelo MIP OES 4200 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
EUA) foi usado em todas as determinagcbes. A introducdo da amostra
compreendeu um amostrador automatico Agilent SPS 3, uma camara de
pulverizacao ciclénica de passagem dupla e um nebulizador OneNeb inerte. Um
liguido N2 Dewar modelo 4107 (Agilent Technologies) foi usado como fonte de
gas de plasma. A correcao de fundo foi realizada automaticamente usando o
software MP Expert. A rotacdo da bomba peristaltica foi de 15 rpm. O tempo de
estabilizacdo foi de 15s e o tempo de integracdo foi de 3s. Dois parametros
operacionais criticos (taxa de fluxo do gas nebulizador e posicéo de visualizac&o)
foram otimizados automaticamente pelo software MP Expert (Agilent
Technologies). Os comprimentos de onda usados foram: Ca (317,933), Mg
(518,360), Fe (371,993), Mn (403,449), P (214,915), K (766,491), Cu (324,754)
e Cd (508,582). A pressdo do nebulizador e a posicao de visualizacdo foram
otimizadas automaticamente pelo instrumento. Para o procedimento de digestao
acida das amostras de pimenta, foi utilizado um bloco de digestdo modelo TE-
040/25 da Tecnal (Piracicaba, SP, Brasil). A determinagdo de nitrogénio foi
realizada pelo método espectrofotométrico de hipoclorito de fenol no
comprimento de onda de 630 nm (FAITHFULL, 2002).

REAGENTES, SOLUCOES

Todos os produtos quimicos usados nos experimentos eram de grau
analitico. As solucbes aquosas foram preparadas com agua ultrapura
(resistividade> 18 MQ cm) obtida no sistema de purificagdo Milli-Q® (Millipore,
Bedford, EUA). Todos os frascos e vidrarias foram embebidos em HNO3 a 10%
(v / v) por pelo menos 24 he enxaguados com &gua antes do uso. A solugéo
estoque P, K, Ca, Mg, N, Cd, Fe, Cu, Mn (1000 mg L-1) (SpecSol, Quimlab
Quimica e Metrologia, S&o José dos Campos, Brasil) foram usados para preparar
as solucdes de referéncia padréo (diluido em HNOz 1,0 mol L-1), utilizado para
experimentos de calibracdo. Acido sulfarico e peréxido de hidrogénio (Merck,

Darmstadt, Alemanha) foram usados para a digestao.
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AMOSTRA E PREPARAQAO DA AMOSTRA

As plantas de pimenta foram produzidas em casa de vegetagao
localizada no Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biol6gicas (CCAAB) da
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, Campus Cruz das Almas, Bahia-
Brasil (12 ° 4019 "S, 39 ° 06'23 "O, altitude 220 m). Foram utilizadas sementes
de 3 gendtipos de pimenta (G1 = Malagueta “Capsicum frutescen”; Cumari do
Pard G2 = “Capsicum chinense Jacquin” Habanero boyra vermelha G3 =
“Capsicum chinense”). As sementes foram semeadas em copos plasticos (70
mL) contendo areia lavada e irrigadas diariamente com agua destilada. Apds 10
dias de emergéncia, as mudas foram transferidas para bacias plasticas,
contendo 12 L da solugdo nutritiva de HOAGLAND & ARNON (1950), onde
permanecerao por oito dias, para fins de aclimatacdo. Apds esse periodo, foram
iniciados os tratamentos com cinco concentracdes de cadmio e (0; 0,05; 0,1;
0,15; 0,2 uymol L' fornecidos na forma de Cd (NOs).. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com 4 repeticdes. Os niveis das
solucdes foram completados diariamente com agua destilada e o pH foi ajustado
para 4,0 £ 0,2, sendo monitorado diariamente e corrigido com HCI ou NaOH
guando necessario.As plantas permaneceram nestas condi¢cées por um periodo
de 21 dias. Apoés esse periodo, as plantas foram separadas em folhas, caules e
raizes , em seguida, o material vegetal foi embalado em sacos de papel
devidamente identificados e levado para uma estufa com circulacao forcada de
ar a 65° C por 72 h. As amostras foram trituradas em moinho de faca Willey antes
de serem prensadas, trituradas e peneiradas em granulos de 100 micrébmetros

Para posterior analise de N, P, K.

PROCEDIMENTO DE DIGESTAO

O procedimento de digestdo acida das amostras de pimenta foi
realizado em bloco digestor. Primeiramente, 0,1 g da amostra foi pesada
diretamente em tubos de digestéo, em triplicata e 3 mL de &cido sulfarico (H2S0a4)
foram adicionados em uma coifa a uma temperatura de 350 ° C por 40 min,
conforme descrito por ABREU ET AL. (2021), com modifica¢des. O volume de 3
mL de perdxido de hidrogénio foi adicionado a cada tubo. Apds o tempo de
analise, o conteudo dos tubos foi filtrado e transferido para frascos volumétricos
de 100 mL.
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Conforme Resolucdo 899 da ANVISA (BRASIL, 2003), o limite de
guantificacao (LQ) é descrito como sendo a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com confiabilidade e exatiddo sob as
condicBes experimentais estabelecidas. Na pratica, sinaliza como sendo o
padréo de calibracdo da menor concentracdo, excluindo o branco. Esse valor,
apos ter sido determinado, deve ser testado com amostras independentes, para
averiguar se a tendéncia e a precisao conseguidas sao satisfatorias (INMETRO,
2011).

Limites de Quantificacéo

O limite de quantificagdo do equipamento é calculado através da
multiplicacéo do desvio-padréo por 10, conforme equagao a seguir:
LQ=10xs

Limites de Deteccéao
O limite de deteccdo do equipamento € calculado através da
multiplicacédo do desvio-padrao por 3,3, conforme equagao a seguir:

LD=3,3xs

ANALISE MULTIVARIADA

A fim de compreender as correlacées entre os mdltiplos parametros
estudados e avaliar de forma consistente o comportamento da pimenta exposta
ao estresse por Cd, foi realizada a analise de componentes principais (PCA). O
PCA é util para analisar as inter-relac6es entre um elevado numero de variaveis
e para entender a estrutura de conjuntos de dados complexos multivariados que
revelam padrdes ocultos (BRO & SMILDE 2014). Assim, o PCA realiza uma
compressao de dados tornando a matriz original o mais simples possivel. O PCA
fornece uma visdo geral das principais informacfes contidas em dados
bidirecionais, que podem ser visualizados em um espaco de duas ou trés
dimensoes.

As semelhancas e diferencas entre as amostras foram estudadas pela

observacéo dos escores dos componentes principais e a importancia das
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variaveis foi estudada pelos graficos de loading. Diferentes modelos de PCA
foram desenvolvidos de acordo com as diferentes classes estudadas. Em
primeiro lugar, os modelos de PCA foram desenvolvidos para cada grupo de
amostras pertencentes a um mesmo tratamento como ferramentas exploratérias
para determinar o procedimento de pré-tratamento de dados mais adequado e
para descobrir outliers e padrdes principais. Consequentemente, o PCA foi
realizado em dados organizados em cinco matrizes que encerram conjuntos de
dados correspondentes a cada tratamento individualmente. Para cada
tratamento, as semelhancas e diferencas entre as amostras foram estudadas
observando os gréficos de pontuacédo; e o peso das variaveis foi estudado pelos
graficos de carregamento. Em seguida, modelos de PCA foram desenvolvidos
para cada gendtipo de pimenta para entender as correlagdes entre as variaveis
em diferentes partes das plantas e para encontrar mudancas elementomic.

O modelo PARAFAC foi desenvolvido com o objetivo de descrever as
mudancgas elementémicas por meio de variaveis de concentragdo de metal ao
longo das folhas, caules e raizes das plantas de pimenta durante os diferentes
tratamentos com Cd. Resumidamente, PARAFAC decompde X no produto de
trés matrizes A, B e C com dimensdes (namostra x NF), (nvar x NF) e (ntrat x
NF), contendo respectivamente as informacfOes presentes nas amostras,
variaveis (concentracdo de metal) e cada tratamento. O conjunto de dados
experimental foi primeiro autoescalonado, com todas as variaveis tendo média
zero e variancia unitaria, evitando assim problemas devido a diferentes
magnitudes de dados e escalas de medicdo. NF foi escolhido por meio do
parametro de consisténcia do nucleo (STANIMIROVA et al., 2006); ORTIZ et al.,
2015 implementado na caixa de ferramentas N-way para MATLAB (PRAVDOVA
et al. , 2001).

O pré-processamento de dados, coeficientes de correlagdo, PCA e
PARAFAC foram realizados usando cédigos internos escritos em MATLAB 9.2
(R2017a) (The Mathworks, 244 Natick, MA, USA). A modelagem PARAFAC foi
implementada usando o N-waytoolbox para MatLab que esta disponivel online

emhttp: //www.models.life.ku.dk/nwaytoolbox/
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Varios estudos mostram que a toxidez por cadmio, causa deficiéncia de
macro e micronutrientes (LOPEZ-MILLAN et al., 2009, SARWAR et al., 2010;
DIAS et al., 2012) proporcionado pela inibicdo de canais idnicos (SARWAR et
al., 2010), reducéo da absorcao de cations (NAZAR et al., 2012) e o aumento da
concentragéo de Cd na solugéo.

Uma analise de correlacdo inicial mostrou que a magnitude das nove
concentracfes dos elementos sob controle e a correlacdo entre elas mudam
durante os diferentes tratamentos (T1 =0, T2=0,05,T3=0,1,T4=0,15e T5 =
0,2 uymol L~ * Cd (NO3) (Figura 1). Isso significa que a adicdo de Cd altera a
estrutura interna do espaco das variaveis quimicas que estdo usando para
monitorar a absorcéo de nutrientes, uma vez que 0os mecanismos envolvidos na
absorcédo de Cd pelas raizes das plantas, consistem em competicdo por sitios
de absorcéo entre o Cd e outros nutrientes como o Ca, Mg, Zn e Mn como devido
a similaridade em suas caracteristicas quimicas (HASAN et al., 2009). Essas
mudancgas sao claramente observadas na figura 1 que contém a representacao
colorida das matrizes formadas pelos coeficientes de correlacdo de Pearson nos

cinco tratamentos para todas as amostras.

Figura 1. Matrizes de correlagéo entre as variaveis para os diferentes tratamentos avaliados. (A)
T1(B) T2, (C) T3, (D) T4 e (E) T5.

Em geral, todas as variaveis exibiram correlacdes positivas ou negativas
com outras variaveis em T1, que foram mudando em relacéo a adi¢cao de Cd nos

diferentes tratamentos, essas alteragdes foram mais evidentes a medida que a
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adicdo de Cd aumentou. Por exemplo, a variavel Mn esta ligeiramente
correlacionada positivamente com as variaveis Ca e Cu e ainda mais com Fe no
T1( 0,0 ymol Lt Cd (NOs3)2 quando as amostras foram cultivadas sem adicdo de
Cd (Figura 1A). Entéo, nos tratamentos seguintes com aumento das doses de
Cu , o Cd produziu mudangas na correlacdo dessas variaveis tornando-as em
variavel ndo correlacionada quando a nas maiores doses de Cd foi maior (Figura
1B-F).

Diante do exposto, a correlacdo positiva do Mn com os nutrientes Ca, Cu e Fe
no tratamento (T1), pode ser explicada devido a auséncia do Cd. De acordo com
MALAVOLTA et al., (1997), o Mn inibe a absorcédo de Fe supostamente por
inibicdo competitiva. Porém, esse fato foi observado no tratamento com a maior
dose de Cd. Trabalho realizado por LI et al., (2016) relataram que quando a
concentracdo de Cd no solo foram observadas muito menos correlagdes
positivas entre os nutrientes em Allium fistulosum L. O autor relata que esses
resultados indicaram que a adicdo de Cd quebrou o equilibrio de absorcéao e
translocacao de nutrientes na cebola galesa.

Porém, todos esses coeficientes de correlacdo ndo podem revelar o fato
de que cada variedade de pimenta pode ter um valor especifico no conjunto de
dados apresenta uma alta complexidade, exigindo andlise multivariada para
fornecer uma interpretacdo mais detalhada e formulario geral sobre o0 modelo
subjacente. Por esse motivo, algumas abordagens aplicando diferentes matrizes
de dados foram realizadas. Anteriormente, diferentes métodos de pré-
processamento eram produzidos, e o melhor em termos de variancia explicada

obtida nos modelos era o autoescalonamento.

A analise de componentes principais (PCA)

ApOs constatar que todos o0s tratamentos apresentaram alta
variabilidade nos dados adquiridos, uma PCA independente foi realizada para
avaliar os tratamento individualmente a fim de avaliar as diferencas entre os
diferentes gendtipos estudados (Malagueta “Capsicum frutescen”, Cumari do
Para “Capsicum chinense Jacquin” e Boyra Habanero vermelho “Capsicum
chinense”). Por esta razdo, a matriz de dimensao para cada tratamento de
tratamento T1 =0, T2=0,05,T3=0,1,T4=0,15e T5=0,2 ymol L't Cd (NO3) 2
foi 36 x 9. Como resultados de cada andlise, os trés primeiros PCs foram
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selecionados para representar a variabilidade dos dados. A (Figura 2) representa
os graficos de pontuacdo de cada conjunto de dados definidos pelos
componentes 1, 2 e 3. A porcentagem da variancia explicada para o componente
individual € mostrada em cada eixo, resumindo para cada caso um total de
85,72%, 83,27%, 81,30%, 81,67 % e 69,72% para T1, T2, T3, T4 e T5,

respectivamente.
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Figura 2. Graficos de pontuacao dos primeiros 3 PCs obtidos do PCA aplicados aos 7 conjuntos
de dados correspondentes a cada tratamento (A) T1 (B) T2, (C) T3, (D) T4 e (E) T5. As amostras
sdo apresentadas de acordo com o genétipo: amostras do genétipo 1 (G1-vermelho), amostras
do gendtipo 2 (G2-verde) e amostras do gendtipo 3 (G3-azul). A projecao tridimensional dos
elipséides de confianga aplicando a distribuicdo t de Student a um nivel de confianca de 95%
esta incluida para facilitar a visualizagdo. Os valores de variacé@o explicados de PC1, PC2 e PC3

sdo exibidos no eixo correspondente.

Observando a figura 2A, uma clara diferenciacéo entre os trés genotipos
para T1 foi evidenciada, o que também pode ser detectado nas amostras
correspondentes a T2 (figura 2B). Porém, quando a adicdo de Cd foi maior, as
amostras se sobrepdem impedindo a diferenciacdo de cada genétipo (Figura 2C-
F).

Esses resultados podem ser devido ao fato de que a adicdo de Cd

aumenta a variabilidade dos dados. Por que isso pode ser visto a partir dos
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valores de variancia explicados onde diminuem a medida que a concentracao de
Cd aumenta em cada um dos tratamentos, fato que pode estar ocorrendo devido
a danos causados as membranas e a destruicdo de biomoléculas celulares e
organelas uma vez que o aumento na concentracdo de caddmio no meio causa a
superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ABBAS et al.,, 2017) ou
homeostase celular devido a despolarizagdo da membrana citoplasmatica e
acidificacao (GALLEGO et al., 2012). Essa situagao dificultaria a diferenciagcéo
dos gendtipos de pimenta, caso crescessem em solo contaminado com Cd.
Porém, considerando apenas amostras sem adicdo de Cd, os elementos
estudados apresentam alta capacidade de discriminar esses genotipos de
pimenta.

Posteriormente, em relacdo as diferencas observadas anteriormente,
modelos de PCA foram desenvolvidos para avaliar cada genotipo
individualmente. Para tanto, a matriz de dimenséo para cada um foi de 60 x 9.
De acordo com os resultados obtidos, os trés primeiros PCs foram necessarios
para observar uma diferenciacdo clara entre as amostras, com > 70% da
variabilidade total dos dados para todos os modelos. A Figura 3 mostra as
pontuacdes e graficos de carregamento de cada conjunto de dados definido por
PC1, PC2 e PC3.

Os graficos de pontuacdo (Figura 3A-B-C) evidenciam 3 grupos que
correspondem as diferentes partes da pimenta: folhas, caules e raizes das
plantas. Assim, para todos os casos, pode-se constatar que cada parte da planta
possui um comportamento diferente. Além disso, a partir dos gréficos de loading
(Figura 3D-E-F), pode-se observar que o comportamento € diferente para cada
genotipo. Em termos gerais, as principais variaveis associadas a diferenciacéo
da amostra para PC1 foram P, K, Ca e Mg no lado positivo e Cd, Fe, Cu e Mn no
lado negativo. O carregamento no PC2 exibiu maiores valores positivos
principalmente para Fe, Cu, Mn, Cd, K e P. Finalmente, o carregamento no PC3
adquiriu os maiores valores principalmente para as variaveis N, K (valores
positivos), Mn e Fe (valores negativos). Porém, se cada genotipo for avaliado
separadamente, essa tendéncia muda de um para o outro, revelando que os
gendtipos tém comportamentos diferentes e que podem ser afetados por cada
tratamento de maneiras diferentes. No entanto, a partir desses modelos nao foi
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possivel analisar como os tratamentos com adicdo de Cd poderiam afetar a

distribuicdo original nas diferentes partes das plantas.
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Figura 3. Gréficos de scoring / loading dos primeiros 3 PCs obtidos do PCA aplicados aos 3
conjuntos de dados correspondentes a cada genétipo (A/ D) G1 (B/ E) G2, (C/ F) G3. As
amostras sao apresentadas de acordo com a parte especifica da planta: leaves samples (red),
stem samples (green) and root samples (blue). A projecdo tridimensional dos elipséides de
confianca aplicando a distribuicdo t de Student a um nivel de confianca de 95% esta incluida

para facilitar a visualizagédo. Os valores de variacéo explicados de PC1, PC2 e PC3 sao exibidos
no eixo correspondente.

Esse resultado era esperado por ser o tratamento com maior
concentracdo de Cd. E comum que o acumulo de Cd varie significativamente
entre genotipos e espécies de plantas (GRATAO et al., 2008). A incidéncia de
ions Cd no solo pode levar a absorcdo desses elementos pelas raizes e uma
posterior disseminacéo e transporte de nutrientes nas plantas (ROCHAYATI et
al., 2011), também foi demonstrado que o cadmio interage com utilizacéo ,
armazenamento e uso de varios elementos (como Ca, Mg, P e K), além da
absorcéo de agua pelas plantas (KINAY, 2018). Metwally et al., 2005, mostraram
uma reducdo expressiva na absorcéao de P, K, S, Ca, Zn, Mn e B em ervilhas,
exposicdo ao Cd. Além de reduzir a absorgéo de Fe e Zn pela planta, resultando
em clorose foliar (XU et al., 2017). FERREIRA et al., (2016) relataram que o
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estresse por cadmio induziu um aumento de 100% na concentragdo de Cu na

raiz do girassol, mas a concentragéo desse elemento nas folhas néo foi afetada.

PARAFAC

Aparentemente, o PCA n&o fornece um entendimento completo das
mudancas elementares ocorridas em cada genétipo. Portanto, parece evidente
gue todas as variaveis estudadas devem ser tratadas em conjunto respeitando
a estrutura de trés vias de dados. Consequentemente, os dados eram
estruturalmente um tensor de trés vias, X, de tamanho (36 x 9 x 5). Esses
nameros correspondem as trinta e seis partes de plantas de diferentes genoétipos
no perfil da amostra, aos nove parametros do perfil elementar e aos 5 perfis de
tratamento. Com este tensor X (36 x 9 x 5), foi ajustado um modelo PARAFAC,
gue teve um indice de corcondia de 99,99%, implicando que a solucao era Unica.
Com esses trés fatores, o modelo explicou 97,3% da variancia dos dados. O
modelo PARAFAC atribui 61,1%, 20,9% e 15,3% no primeiro, segundo e terceiro
fator, respectivamente. Em qualquer caso, foi explicado que um modelo
PARAFAC define cada fator com os carregamentos relacionados “um-para-um”
(neste caso, os trés vetores correspondentes, um por perfil). A complexidade
ideal foi encontrada para um modelo de trés fatores (consisténcia do nucleo =
100%), explicando 25,3% da variancia dos dados. Segundo (BRO, 1997), a
consisténcia do nucleo de um modelo PARAFAC seria proxima a 100% e
modelos com valores abaixo de 50% seriam considerados inadequados,
portanto, neste caso, 0o PARAFAC de trés fatores parece ser a melhor opcéao.

Portanto, ao considerar tanto o nucleo (Figura 4) mostra a um resumo
dos trés componentes do modelo PARAFAC, ou seja, 0s carregamentos das trés
matrizes: amostras (A-B-C), variaveis (D-E-F) e tratamentos (G-H-1). Em primeiro
lugar, os componentes de cada modo serdo analisados separadamente e, em
seguida, as interacdes entre os diferentes modos serdo discutidas.

Primeiro, os carregamentos das variaveis nos dois componentes da
matriz de variaveis sdo examinados. O primeiro componente possui altas cargas
positivas para P, K, Ca, Mg e N (Figura 4D). Por outro lado, Fe, Cu e Mn sdo
carregados positivamente no segundo componente (Figura 4D). Além disso, Cd

€ a Unica variavel gue apresenta carregamento extremamente alto em relacéo a
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outras variaveis. Os agrupamentos e distribuicbes das variaveis nos trés
primeiros componentes PARAFAC sao muito semelhantes aos encontrados para
os componentes PCA correspondentes e serdo discutidos mais extensivamente
abaixo.

A distribuicdo elementar nas diferentes partes das plantas pode ser
explicada em termos das cargas de cada amostra do conjunto de dados nos trés
componentes da matriz da amostra. O primeiro componente (Figura 4A) tem
cargas positivas em todas as amostras; no entanto, diferencas claras podem ser
observadas entre 0os genotipos e entre partes das plantas. Todos os genotipos
apresentaram os maiores valores para as folhas. Por outro lado, o genétipo 1
apresentou comportamento diferente em relacédo aos genétipos 2 e 3 para caules
e raizes. Para caules, os carregamentos do genoétipo 1 apresentaram valores
superiores aos das raizes, enquanto os outros dois genotipos apresentaram
comportamento oposto. No entanto, as cargas para as hastes do genotipo 2
tiveram valores menores que o genatipo 3.

Um comportamento muito diferente das amostras pode ser visto nas
cargas no segundo componente (Figura 4B). Mais uma vez, o genoétipo 1 se
comportam de maneira diferente, tendo as cargas positivas altas para as
amostras de raizes apds os caules e depois deixar as amostras. Ao contrario,
para os gendtipos 2 e 3, as cargas mais altas foram obtidas para amostras de
caules sendo ainda as mais altas para o gendtipo 2. Mais diferencas podem ser
vistas entre os genotipos 2 e 3.

O gendtipo 2 apresenta valores de carga para folhas e raizes
significativamente mais baixos do que caule e, comparando os valores de
carregamento para folhas sdo maiores do que os valores de carregamento para
raizes Ao contrario, 0o genétipo 3 ndo tem um padrdo em relacdo aos
carregamentos para folhas e raizes, visto que podem ser observados valores

positivos ou negativos, maiores ou menores do que um ou outro.
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Figura 4. Gréfico de carregamentos obtidos a partir da analise do modelo PARAFAC do conjunto
de dados de agua. (A-BC) Cargas no modo 1 - perfil para folhas (barra vermelha), caules (barra

verde) e amostras de raiz (barra azul) - (DEF), Cargas no modo 2 - variaveis - e cargas (GHI) no

modo 3 —Tratamentos-.

Finalmente, o carregamento no terceiro componente também
apresentou comportamento diferente em relacdo aos carregamentos no primeiro
e segundo componentes (Figura 4C); no entanto, isso foi exatamente 0 mesmo
para todas as amostras. Neste caso, as amostras de raizes apresentaram fortes
carregamentos positivos, enquanto os carregamentos de riachos eram pouco
maiores do que o0s carregamentos de saida, esses resultados demonstram que
as plantas para superar a toxicidade do Cd, mantém este elemento nas raizes,
evitando que ele cause danos aos tecidos fotossintéticos nas folhas, onde a
capacidade de limitar esta translocagdo esta relacionada ao transbordamento do
cortex radicular e endoderme, sendo assim, o diamentador dos tecidos
radiculares e do cilindro vascular cria uma barreira que restringe o fluxo de agua,
diminuindo o transporte de Cd para a parte aérea das plantas (NASSER et al.,
2013). FERREIRA et al.,, (2016) relataram que independentemente do

tratamento, a maior parte da absorcdo de Cd pelo girassol foi alocada na raiz.
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Em relacdo aos diferentes tratamentos, ou seja, o terceiro modo, a
Figura 4 (G-H-I) mostra os carregamentos da matriz no modo 3 que explicam a
variacdo dos dados ao longo dos diferentes tratamentos. O primeiro componente
exibiu todos os valores positivos, mas os valores ndo significativos foram
observados entre os diferentes tratamentos (Figura 4G). Caso contrario, o
segundo componente apresentou também apenas valores positivos, mas, neste
caso, os valores de carregamento T1 apresentaram valores superiores aos dos
demais tratamentos (Figura 4H). Por outro lado, os carregamentos para o
terceiro componente exibiram comportamento muito diferente em relacdo aos
obtidos nos modos 1 e 2 (Figura 4l). Aqui, os valores de carregamento para o
tratamento 1 diminuiram drasticamente enquanto os demais carregamentos
aumentaram seus valores conforme a concentracdo de Cd aumenta em cada
tratamento, adquirindo para T5 os maiores valores Analisando cada componente
separadamente, pode-se ver que o modo 3 mostra como a adi¢cédo de Cd afeta
as diferentes partes das plantas. Como mencionado acima, as variaveis de Cd
apresentam diferencas significativas em relagdo as demais variaveis e, portanto,
o0 aumento dos valores de carregamento para cada tratamento € devido ao
acumulo de Cd nas plantas. Além disso, pela observacdo do carregamento no
modo 1 pode-se observar que esse acumulo é produzido principalmente nas
raizes. Uma andlise semelhante pode ser feita de outros modos. Aqui, 0
carregamento nos modos 1 e 2 da uma ideia de como os elementos estéo
distribuidos por toda a planta e como essa distribuicdo é afetada nos diferentes
tratamentos.

A aplicacdo das doses de cadmio, causou alteragcfes nas concentracdes
dos macronutrientes (N, P, K) nos diferentes 6rgaos das pimentas (tabela 1).

A aplicacédo de Cd na solugcao nutritiva proporcionou 0 aumento linear
de (28,77%), na concentracdo de P na folha do gendtipo 1 tendo como o valor
maximo (9,48+0,69 mglg) porém os gendtipos 2 e 3 ndo apresentaram
resultado significativo, no caule apenas o gendtipo 2 apresentou resultado
significativo, tendo como valor maximo (7,12+0,06 mg™ g) onde apresentou
reducdo até a dose 0,08 Cd (mmol L) (52%), visto que da dose 0,08 até a 0,2
(mmol L) teve um aumento de 100%, ja para os gendtipos 2 e 3 os resultados
néo foram significativos, resultado similar foi encontrado em estudo com plantas

de cedro (PAIVA et al., 2001). Na raiz, a aplicagédo do Cd na solucéo nutritiva fez
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com que a concentragdo de P na raiz do genotipo 1 reduzisse até a dose
0,1(mmol L) (97%) sendo que da dose 0,1 até a 0,2 (mmol L) teve um aumento
de 367% apresentando o valor maximo de (4,99+1,2 mgg). J& no gendtipo 2, o
valor maximo foi de (7,87+0,18 mgg) o que corresponde a um aumento de
(156%) com relacdo a testemunha, no entanto no gendtipo 3 os resultados nao
foram significativos. Esse aumento na concentracdo de P nas raizes dos
genotipos 1 e gendtipo 2, na folha do gendtipo 1 e caule no gendtipo 2 pode ter
ocorrido motivado por sua precipitacdo na forma de fosfato de cadmio, forma
essa insoluvel, sendo assim, de baixo transporte (YANG et al., 1996), além de
aumenta a superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e a
atividade da catalase (CAT) (SARWAR et al., 2010). Esses resultados do sistema
radicular também foram observados por outros autores, trabalhando com
diferentes espécies de plantas (YANG et al.,, 1996), embora GUSSARSON
(1994) tenha verificado que, em mudas de Betula pendula, houve redugdo no
teor radicular de P com a aplicacdo de Cd em solucdo nutritiva. De acordo com
KABATA-PENDIAS & PENDIAS (1984), a presenca de Cd provoca antagonismo
sobre a absorcao de P.

Para os teores de K, a adicdo das concentragdes Cd propiciou um
aumento na folha e na raiz das plantas do genétipo 1, folha (60%) tendo como o
valor maximo (4,29+0,59 mgg), porém no caule e nas raizes esses resultados
nao foram significativos. Se assemelhando aos encontrado por FERREIRA, 2016

que verificou aumento na concentracao de k com as doses de Cd. Esses
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Tabela 1: Concentracéo de cadmio em folhas, caule e raizes em genotipos de pimenta expostas a Cd.

Gendétipo 1 “Pimenta Malagueta”

FOLHA
Doses Cd
Trat  (mmolL™) p(mgg) K (mg*g) Ca (mg'g) Mg (mgg) N (mgg) Cu (mg'g) Fe(mg™g) Mn(mgg)
GI1T1 00 7,55+0,32  3,03+0,10 8,09+1,26 18,79+1,28 3,27+0,88 <LQ 0,09+0,04 0,07+0,01
G1T2 0,05 7,89+0,69  2,68+0,60 5,84+0,63 23,83+5,30 3,52+1,05 <LQ 0,03+0,01 0,15+0,01
G1T3 01 9,48+0,69  4,10+1,67 9,16+1,19 47,41+1,21 2,56+0,06 <LQ 0,03+0,03 0,37+0,03
G1T4 0,15 8,64+0,24  4,29+0,59 8,94+1,36 46,83+4,95 2,93+1,45 <LQ 0,07+0,04 0,29+0,03
G1T5 02 8,72+0,61  4,15+0,08 10,6+1,22 40,91+2,65 4,07+0,57 <LQ 0,06+0,02 0,14+0,01
CAULE
GIT1 00 7,38+0,28  3,51+0,11 6,42+0,57 12,64+0,22 2,61+0,40 0,03+0,01 0,35+0,07 0,83+0,12
G1T2 0,05 5,15+0,29  2,87+0,52 6,54+1,27 17,68+0,38 4,24+0,43 0,04+0,02 0,26+0,06 0,37+0,06
GIT3 01 3,50+0,73  4,52+0,51 6,89+1,42 14,4145 52 3,09+1,60 0,03+0,01 1,35+0,82 0,36+0,13
G1T4 0,15 3,09+1,04  4,26+2,14 3,88+0,11 6,76+0,95 3,55+0,22 0,05+0,01 0,81+0,10 0,29+0,17
G1T5 0,2 4,99+1,20  4,92+0,95 7,42+0,51 30,78+0,65 1,45+0,58 0,04+0,01 0,16+0,01 0,28+0,03
RAIZ
GIT1 0,0 5,28+0,29  2,54+0,21 4,03+0,46 5,47+ND 2,35+0,57 <LQ 0,05+0,04 0,04+0,02
G1T2 0,05 5,15+0,33  2,70+0,46 3,33+1,54 11,41%0,23 2,66+1,75 <LQ 0,08+0,01 0,05+0,01
G1T3 01 3,50+0,73  3,21+1,07 4,75+0,26 25,000,79 2,38+0,38 <LQ 0,01+0,03 0,09+0,01
G1T4 0,15 3,09+1,04  2,83+0,73 7,01+1,46 28,19+10,23 3,22+1,53 <LQ 0,04+0,05 0,28+0,02
G1T5 02 4,99+1,20  3,270,23 8,79+0,08 18,59+0,46 1,65+0,90 <LQ 1,07+0,32 0,14+0,01
Gendtipo 2” “Cumari do Parg “
FOLHA
G2T1 0,0 3,18+0,45 4,49+ 0,84 3,49+ 0,32 16,42+0,24 0,45+0,13 <LQ 0,12+0,01 0,08+0,01
G2T2 0,05 3,02+0,25  3,81+0,09 1,47+0,11 21,77+1,16 0,70+0,14 <LQ 0,18+0,04 0,15+0,04
G2T3 0,1 3,73+1,09 4,86 +0,48 3,86+0,14 33,33+2,17 0,98 +0,34 <LQ 0,04+0,02 0,35+0,09
G2T4 0,15 4,64+0,92  5,05+0,09 6,03+0,16 38,57+0,68 0,87+0,05 <LQ 0,09+0,01 0,28+0,06
G2T5 0,2 3,61+0,12  2,22+0,72 6,50+0,14 38,36+5,37 1,27+0,81 <LQ 0,02+0,01 0,12+0,22
CAULE
G2T1 0,0 5,82+0,05  4,71+0,25 10,80+0,76 12,61+1,50 0,26+0,09 <LQ 0,45+0,07 1,44+0,44
G2T2 0,05 3,56+0,21  4,66+0,07 4,95+0,01 15,61+1,50 0,50+0,45 <LQ 0,43+0,04 0,48+0,38
G2T3 01 3,64+0,13 4,80 +0,29 4,15+0,17 15,61 +0,36 0,70+0,29 0,03+0,01  0,84+0,03 0,38+0,01
G2T4 0,15 5,38+0,43  5,28+0,43 5,21+0,48 14,77+0,70 1,09+0,37 0,04+0,01  0,76+0,06 0,36+0,08
G2T5 0,2 7,12+0,06  4,24+0,73 9,76+ 0,28 11,51+0,82 1,86+1,24 <LQ 1,29+1,36 0,30+0,29
RAIZ
G2T1 0,0 4,17+0,08  3,64+0,39 5,06+1,26 20,68+0,18 0,42+ 0,01 <LQ <LQ 0,07+0,07
G2T2 0,05 3,06+1,65  3,25+0,15 5,63+0,24 27,16+1,83 0,74+0,10 <LQ <LQ 0,09+0,03
G2T3 01 6,50+0,64  5,77+0,28 9,64+1,70 29,34+0,82 1,32 0,11 <LQ <LQ 0,28+0,02
G2T4 0,15 7,81+0,22  6,20+0,55 11,71+1,00 37,13+0,56 1,01+0,11 <LQ <LQ 0,21+0,06
G2T5 02 7,87+0,18  6,66+0,21 14,64+0,15 35,58+1,98 1,19+ 0,24 <LQ <LQ 0,34+0,04
Genoétipo 3 “Boyra Habanero vermelho”
FOLHA
G3T1 0,0 4,80+0,69  3,78+0,10 3,17+0,24 10,84+ 0,08 1,77+ 0,21 <LQ 0,03+0,04 0,05+0,05
G3T2 0,05 4,69+0,18  2,76+0,23 2,58+0,26 13,52+0,71 2,69+1,28 <LQ 0,04+0,03 0,03+0,02
G3T3 0,1 4,33+0,05  3,50+0,77 3,18+0,53 14,76+0,59 2,49+0,42 <LQ 0,14+0,04 0,06+0,02
G3T4 0,15 7,44+0,35  2,86+0,16 5,44+1,12 28,08+0,13 3,52+0,43 <LQ 0,03+0,05 0,11+0,11
G3T5 0,2 6,71+0,61  2,50+0,01 6,26+0,03 19,26+2,00 2,87+1,40 <LQ 0,05+0,08 0,10+0,04
CAULE
G3T1L 0,0 4,88+1,66 5,35+1,18 4,31+ 0,58 12,71+ 0,20 2,06+0,30 <LQ 0,12+0,08 0,69+0,26
G3T2 0,05 5,58+0,61  3,76+0,33 3,04+0,47 19,47+0,52 1,61+ 0,30 <LQ 0,19+0,04 0,31+0,14
G3T3 01 4,53+0,26  3,88+0,32 3,39+0,14 16,79+1,09 1,61+0,46 <LQ 0,19+0,08 0,32+0,21
G3T4 0,15 5,48+0,67  3,36+0,89 5,66+0,43 15,27+0,14 2,93+0,87 <LQ 0,39+0,023 0,18+0,06
G3T5 02 6,51+1,67  2,81+0,30 3,79+0,36 8,6+1,24 2,19+1,19 <LQ 0,26+0,087 0,14+0,19
RAIZ
G3T1 0,0 5,67+1,20  5,02+1,08 7,77+0,38 24,46+ 0,88 2,68+0,47 LQ 0,07+0,02  0,09+0,07
G3T2 0,05 4,81+1,73  4,03+0,59 7,20+0,71 28,31+1,18 3,05+0,24 LQ <LQ 0,15+0,015
G3T3 0,1 7,14+1,05  3,67+0,51 8,15+0,48 37,36+4,84 2,64+0,36 LQ 0,10+0,04  0,21+0,04
G3T4 0,15 10,59+0,22  3,41+0,33 9,93+0,15 35,16+0,53 2,84+1,46 LQ <LQ 0,20+0,05
G3T5 02 6,92+1,90  3,10+0,05 5,70+0,49 27,17+3,87 2,43+0,20 LQ 0,45+0,02  0,15+0,02

LQ = limite de Quantificagdo (LQ para Cu=0,37 (mg L) e LQ para o Fe =2,81 (mgL?)
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resultados podem estar relacionados a manutencdo de K nas folhas que deve
ter ajudado na abertura dos estdmatos das folhas nas doses mais altas de Cd,
favorecendo a regulagédo do potencial osmético, controle das trocas gasosas e
as relacfes hidricas da planta durante o estresse, no genaétipo 2 esse aumento
foi verificado nas raizes que teve um crescimento linear de 132%, apresentando
valor maximo de (6,66+0,21 mgg), porém nas folhas e no caule a presenca do
Cd néo proporcionou um resultado significativo. No genétipo 3 ao contrario do
genotipo 1, o incremento do Cd na solucdo nutritiva proporcionou reducdo em
todos os 6rgaos, apresentando resultado significativo no caule (43,2%) e nas
raizes (36,5%), ja nas folhas ndo foram encontrados resultados significativos
resultado semelhante foi encontrado por PAIVA et al., (2001) com cedro e por
CIECKO et al., (2004) com milho, onde se verificou uma reducdo nos teores de
K.

O K esté diretamente ligado a atividade metabdlica da planta, possuindo
diversas fungbes na ativagdo enzimdtica, na sintese de proteinas, na
fotossintese, na abertura e fechamento dos estdmatos (HAWKESFORD et al.,
2012). Sendo assim, a conservacao do teor de K nas raizes, caule e folhas pode
influenciar na diminuicdo da toxicidade do Cd, devido a sua importancia em
Varios processos relacionados com o crescimento.

A aplicacdo de cadmio acarretou um aumento na concentracdo de N na
folha do gendtipo 2 de (157%), no gendtipo 3 (78,67%) tendo o valor maximo de
(1,27+0,81 mgg), (3,52+0,43mg1g) e no gendtipo 1 ndo apresentou resultado
significativo. No caule e na raiz, a concentragcdo de N so6 foi significativa no
genotipo 2 que apresentou um crescimento linear de 653% e 169,6%
apresentando valor maximo (1,86+1,24mg'g) e (1,32+0,11mg'g) em
comparacao com o tratamento testemunha, sendo que os genotipos 1 e 3 ndo
apresentaram resultados significativos. Resultados semelhantes foram
encontrados por FERREIRA (2016) que relatou o aumento nas concentracdes
de N submetidos a diferentes concentracdes de Cd e difere dos encontrado por
LOPEZ-MILLAN et al., 2009; que relatou reducdes nas concentra¢des de cadmio
submetidos as plantas de tomate. O aumento no teor de N encontrado nas
plantas de pimenta pode estar relacionado ao mecanismo de absorcdo pelas

raizes ou devido ao sinergismo ou antagonismo de elementos como fosforo e
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potassio (CIECKO et al., 2004), ou pode ter ocorrido sinergismo entre o N e o Cd

facilitando a chegada do nitrogénio na parte aérea da planta (LUO et al., 2012).

Pode-se observar que o cultivo na presenca de Cd alterou as
concentragcfes de Ca (tabela 1) nas folhas dos genétipos de pimentas pois 0s
mesmos apresentaram aumento de 54,24% no genotipo 1, 165,03% no gendotipo
2 e 129 % no gendtipo 3 tendo como valor maximo (10,6+1,22mgg); (6,50+0,14
mg1g); (6,26+0,23 mg'g). No caule esse efeito foi encontrado no gendtipo 1 que
teve um aumento de 140% apresentando valor maximo de (7,42+0,51 mgg), no
gendtipo 2 que apresentou reducdo de 64% até a dose 0,1(mmol L1), visto que
da dose 0,1 até a 0,2 (mmol L) teve um aumento de 159% ja o genétipo 3 ndo
apresentou resultados significativos. Com relacéo as raizes apenas o0 genotipo
2 apresentou resultados significativos tendo um aumento de 187% com relacéo
a testemunha. A maioria dos resultados encontrados principalmente no genétipo
1 desse estudo difere dos encontrado por AUGUSTO et, al., 2014 que estudando
a bioacumulacdo de metais toxico em brassica juncea, verificou uma reducao
nos teores de Ca nas folhas e nas raizes. E possivel que os sitios de ligacdo de
cations nos transportadores e canais possua uma afinidade maior com os ions
Ca?* do que por metais toxicos (SEREGIN; KOZHEVNIKOVA, 2008). Sendo
assim, pode explicar em parte que a presenca de Cd na solugcdo nao
proporcionou alteragdes na absor¢cdo de Ca. A manutengao da absorcéo de Ca
pode auxiliar na tolerancia das espécies aos efeitos téxicos do Cd. O calcio pode
aliviar a toxicidade do Cd, pois esse compete por canais de Ca na planta.

O calcio € um elemento fundamental na manutencdo da integridade
celular, pois como um ion divalente, o Ca tanto forma complexos
intramoleculares como liga moléculas em complexos intermoleculares
(PILBEAM & MORLEY, 2007). Ele também é necessério na formacdo do fuso
mitético durante a divisdo celular e na sintese de novas paredes celulares em
células recém divididas, necessario para a integridade fisica e funcdo normal das
membranas e, mais recentemente, tem sido considerado como um mensageiro
secundario para varias respostas das plantas aos sinais hormonais e ambientais
(HOPKINS & HUNER, 2009; TAIZ & ZEIGER, 2013).
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O teor de Mg (tabela 1) nas folhas de pimenta aumentou
significativamente no genoétipo 1 (168%) e o gendtipo 2 (23%) tendo como valor
maximo (47,41+1,21 mgg), (38,57+0,68mg'g). No caule esse aumento s6 foi
evidenciado no gendtipo 1, onde foi verificado um aumento de 679%
apresentando o valor maximo de (30,78+0,65 mgg), porém os genétipos 2 e 3,
ambos apresentaram reducdes quadratica de 21 % e 39% com relacdo a
testemunha. Nas raizes esse aumento foi verificado apenas no gendtipo 2 que
teve um aumento linear de 63% apresentando o valor maximo de (37,13+0,56
mg1g), no gendtipo 1 néo foi verificado resultado significativo. Esses resultados
diferem em partes com os encontrados por outros autores, como FERREIRA
(2016), principalmente para os dados relacionados com a folha do genotipo 2.

A manutencédo da absorcdo do Mg e do Ca pode ser uma estratégia de
tolerancia para aliviar a toxicidade ao Cd. A absorcéo e transporte de Mg para a
parte aérea pode ajudar a garantir a biossintese de clorofila, evitando maiores
danos, além dos provocados diretamente pelo Cd (ARAVIND; PRASAD, 2004).
Onde os ions Mg é fundamental na ativagdo da maioria das enzimas envolvidas
na respiracao, fotossintese e sintese de DNA e RNA das células vegetais (TAIZ
& ZEIGER, 2013). E importante no processo estrutural da molécula de clorofila,
na estabilizacdo de proteinas, ribossomos, acidos nucléicos e membranas e é
essencial nas reacdes envolvendo o ATP (HOPKINS & HUNER, 2009; GOMES
et al. 2013). Sendo o Mg, um componente importante das clorofilas, dos
processos enzimaticos e do metabolismo energético, a sua nutricdo interfere
diretamente na assimilacdo de carbono e nas transformacbes de energia
(MERHAUT, 2007).

O estresse proporcionado pelo Cd pode alterar as concentragdes dos
micronutrientes Fe, Cu e Mn nas folhas, caule e raizes das pimentas. A presenca
do Cd na solugdao alterou de forma significativa, elevando a concentracdes de Fe
apenas no caule dos gendtipos 2 (14,6%) e no 3 (38,9%) apresentando o valor
méaximo de (1,29 + 1,36mgg) e (0,39 + 0,023mg'g). J& nas folhas e nas raizes
dos gendtipos 1, 2 3 e no caule dos gendétipos 1 e 3 nao foi evidenciados
resultados significativos.

Os teores de Cu nao apresentaram valores significativos. Ja o Mn teve
o valor maximo (0,37+0,03mg'g) gerando um aumento de 617% até o
tratamento 3 (0,1 mmol L'* Cd) que posteriormente ocorreu uma reducéo de 57%
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0 genotipo 2 teve resultado semelhantes ao genotipo 1, onde apresentou valor
maximo (0,35+0,09 mg'g) tendo evidenciado um aumento significativo de
(436%) até o tratamento 3 (0,1 mmol L* Cd) que posteriormente teve um
aumento de 56%. Na raiz o incremento do Cd proporcionou alteracao
significativa em todos os gendtipos proporcionando uma reducédo de 142% no
genotipo 1, ja no gendtipo 2 foi verificado um aumento de (58,9%) apresentando
um valor maximo de (0,34+0,04mgg) no gendtipo 3 apresentou um aumento de
e (108,75%) tendo um valor maximo de (0,21+0,04mg1g) e posteriormente uma
reducdo de (38,9%). Na literatura tem sido relatados efeitos antagobnicos, e
sinérgicos entre 0 Cd e o Mn (SARWAR et al.,, 2010). No presente estudo,
ocorreu os dois efeitos, tanto sinérgicos como os antagénicos. Esses resultados
séo decorrentes a clorose e a necrose das folhas dos diferentes tratamentos de
Cd a deficiéncia de Fe e Mn nas folhas. Geralmente o Cd pode competir com
transportadores ou perturbar a expressao do gene transportador, que pode
presumivelmente, ainda mais a absorcido de micronutrientes (KUPPER &
KOCHIAN, 2010). Os resultados semelhantes foram encontrados por ZHI et al.,
2015 que constataram que o estresse pelo Cd pode provocar a diminuigcdo na
absorcédo dos micronutrientes e promover o acimulo de Cd em Brassica juncea
L.
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CONCLUSAO

O uso do PARAFAC proporcionou uma representacao simples e direta
gue facilita um entendimento rapido e abrangente das informacdes elementomic.
a adicao de cadmio influenciou na absorcéo de todos os nutrientes.

A separacao dos tratamentos em grupos evidenciou a heterogeneidade
dos tratamentos em relacéo as doses de cadmio aplicadas na solucao nutritiva,
evidenciando seu nivel de fitotoxicidade aos genoétipos de pimenta.

Dentre as variaveis P, K, Ca, Mg e N foram as mais influentes
demonstradas pela analise de componentes principais (ACP).

O aumento do teor de cadmio nas plantas foi proporcional as doses

aplicadas.
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Crescimento, pigmentos, e solutos organicos em Capsicum chinense sob

estresse por cadmio

Autor: Marcos de Oliveira Ribeiro

Orientador: Prof. Dr. Fabio de Souza Dias

Resumo: O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do Cd no nimero de
folha, altura, comprimento da raiz, matéria seca, pigmentos e solutos organico
no gendtipo de pimenta Boyra Habanero Vermelha “Capsicum chinense. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com cinco
niveis de Cd(NO3)2 (0; 0,05; 0,075; 0,1; 0,125; 0,15; mmol Lt) na solucéo nutritiva
e quatro repeticdes. na solugéo nutritiva e quatro repeticdes. A adcao do cadmio
na solucéo provocou reducao na Alt, NF e CR, consequentimente na biomassa.
Essa alteracdo também foi evidenciada nos pegmentos onde ocorreu reducao
na Cla, Clb e Car, ja no solutos organicos essa reducéo foi evidenciada na prolina

nas raiz e prolina nas folhas.

Palavras-chave: Clorofila, prolina, pimenta, carboidratos
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Growth, pigments, and organic solutes in Capsicum chinense under

cadmium stress

Author: Marcos de Oliveira Ribeiro
Adviser: Prof. Dr Fabio Dias

Abstract: The objective of this work was to evaluate the effect of Cd on leaf
number, height, root length, dry matter, pigments and organic solutes in the Boyra
Habanero Vermelha pepper genotype “Capsicum chinense. The experimental
design used was completely randomized, with five levels of Cd(NO3)2 (0; 0.05;
0.075; 0.1; 0.125; 0.15; mmol L'1) in the nutrient solution and four replications. in
the nutrient solution and four repetitions. The addition of cadmium in the solution
caused a reduction in Alt, NF and CR, consequently in biomass. This change was
also evidenced in the pegments where there was a reduction in Cla, Clb and Car,
whereas in organic solutes this reduction was evidenced in proline in the roots

and proline in the leaves.

Keywords: Chlorophyll, proline, pepper, carbohydrates.
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INTRODUGCAO

O cultivo de pimentas € muto importante para o Brasil devido as
caracteristicas de rentabilidade e a importancia social, ja que o cultivo de pimenta
€ realizado por agricultores familiares que geram empregos, pois a cultura exige
grande quantidade de mao de obra, em especial durante a colheita (MOREIRA et
al., 2006).Elas sao cultivadas em todas as regides do Brasil. Além de serem
bastante consumidas in natura, as elas também abastecem a agroindustria e
podem ser processadas e utilizadas em varias linhas de produtos (ARAUJO,
2007).

A composicdo e a origem dos alimentos consumidos sdo de grande
importancia, visto que a alimentac&o se torna a principal porta de entrada para
metais toxicas no corpo humano (TAVARES, 2010). O aumento de &reas
agricolas contaminadas por metais toxicos € uma preocupacgéao global, uma vez
gue o uso de fertilizantes, herbicidas e fungicidas continuam sendo utilizados de
forma inadequada na agricultura, dentre esses metais se destaca o cadmio que
tem alta toxidade para o0 crescimento e desenvovimento das plantas
(BENAVIDES et al., 2005).

Nuturalmente, o Cd é encontrado em baixas concentra¢cdes no solo, na
forma de Cd?* (VERBRUGGEN et al., 2009; GALLEGO et al., 2012) Ele se
destaca entre 0os metais tOxicos por apresentar alto risco ambiental devido ao
sua alta toxicidade e ampla distribuicdo. A presenca do Cd nas plantas causa
diversos distlrbios morfoldgicos, fisiolégicos, bioquimicos e estruturais, como
reducéo do crescimento, diminuir a taxa de fotossintese e causa alteracdes tanto
enzimaticas (NOGUEIROL et al., 2016), como na captacao e transporte de agua
e nutrientes, fotossintese e respiracdo (DOURADO et al., 2014; RIZWAN et.,
2019).

No nivel bioquimico, 0os metais em excesso causam um efeito deletério
na funcdo da membrana e inibe as atividades enzimaticas (YUSUF et al., 2010).
Além disso, ha evidéncias crescentes de que a toxicidade desse metal esta
associada ao estresse oxidativo (ROMERO-PUERTAS et al., 2007; YAN et al.,
2010) como é evidenciado no aumento na concentracdo de radicais hidroxila,

anions superdxido, 6xido nitrico e peroxido de hidrogénio (HAO et al., 2006; YAN
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et al., 2010). Todos estes alteram o0s processos fisioldgicos, reduzido o
rendimento e a qualidade da colheita (GAJEWSKA et al., 2006).

Na maioria dos casos, os sintomas de toxicidade deste elemento nas
plantas assumem a forma de ligacdo do metal ao grupos de proteinas sulfidrila,
criando um complexo metal-proteina que interfere na biossintese da clorofila
inibindo a atividade da enzima fotossintética no Ciclo de Calvin (GALLEGO et
al., 2012), podendo causar aberracbes nos cromossomos e a formacao de
micronucleos (PIZZAIA, 2013), além de provocar a despolarizacdo da
membrana e acidificacdo do citoplasma, levando a ruptura do homeostase
celular (GRATAO et al., 2005; GALLEGO et al., 2012).

Sendo assim esse trabalho tem como objetivo verificar o efeito causado
pelo Cd no crescimento, pigmentos e nos teores de solutos organicos das

plantas de pimenta.

76



MATERIAL E METODO

As plantas de pimenta foram produzidas em casa de vegetacao localizada
no Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biolégicas (CCAAB) da
Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, Campus Cruz das Almas, Bahia-
Brasil (12 °© 40'19"S, 39 ° 06'23 "O, altitude 220 m).

Material vegetal, condi¢cdes de crescimento e tratamentos:

As sementes do genoétipo foram semeadas em copos plasticos (70 mL)
contendo areia lavada e irrigada diariamente com agua destilada. Decorridos 10
dias da emergéncia, as plantulas foram transferidas para bacias plasticas,
contendo 12 L de solucdo nutritiva de HOAGLAND & ARNON (1950), onde
permaneceram por oito dias, para efeito de aclimatacdo. Apos este periodo
foram iniciados os tratamentos com cinco concentracdes de Cd (0; 0,05; 0,075;
0,1; 0,125; 0,15) pmol L' fornecidos na forma de Cd(NOs).. As plantas
permaneceram nestas condi¢cdes por um periodo de 21 dias. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com quatro repeticdes. Os niveis das
solucdes foram completados diariamente com agua destilada e o pH foi ajustado
para 4,0 £ 0,2, sendo monitorado diariamente e corrigido com HCI ou NaOH
guando necessario. Apos esse periodo, as plantas foram separadas em folhas,
caules e raizes e amostras de folhas foram coletadas para as analises dos
teores de pigmentos (clorofila a, clorofila b e carotendides). A extracdo dos
pigmentos foi realizada em etanol a 95% e a determinagdo dos teores das
clorofilas a (Cla) e b (Clb) e dos carotendides (Car) foi realizada por
espectrofotometria a 470, 649 e 664 nm, respectivamente, conforme
metodologia descrita por LICHTENTHALER & BUSCHMANN (2001). Amostras
de folhas e raizes coletadas para as analises de solutos orgéanicos, foram
imediatamente congeladas, liofilizadas, trituradas e armazenadas em geladeira,
para analises posteriores. Os extratos utilizados nas analises bioquimicas foram
preparados macerando-se, em almofariz 1,0 g de tecidos liofilizado de folhas e
raizes em 5 mL de tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0, contendo EDTA
0,1 mM. O homogeneizado foi filtrado em tecido de musselina e centrifugado a
12000 x g por 15 min. O sobrenadante foi armazenado em ultra freezer (-80 °C)

e utilizado nas determinagdes dos solutos organicos.
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O teor de carboidratos soluveis foi determinado por espectrofotometria a
490 nm pelo método do fenol-acido sulfarico, utilizando-se a D-(+)-glucose como
padrao (DUBOIS et al., 1956). A prolina livre foi determinada por
espectrofotometria a 520 nm, utilizando-se a ninhidrina como reagente
especifico e a prolina pura como padrao (Bates et al., 1973). Os aminoacidos
livres totais foram determinados por espectrofotometria a 570 nm pelo método
da ninhidrina, utilizando-se a L-leucina pura como padrdo (Yemm e Cocking,
1955). As proteinas soluveis foram determinadas por espectrofotometria a 595
nm pelo método de ligacdo ao corante, utilizando-se a albumina de soro bovino
pura como padréo (BRADFORD, 1976).

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos as andlises de variancia e de
regressao utilizando o programa SISVAR (FERREIRA, 2011).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracteristicas de crescimento e desenvolvimento das plantas séo
importantes indicadores de areas contaminadas (ZENG et al., 2018). A adicdo
do Cd na solucéo nutritiva proporcionou uma redugéao significativa em todas as

variaveis relacionadas ao crescimento e desenvolvimento da pimenta.

Essa reducéo foi mais evidenciada na dose mais alta 0,2umol L que teve
uma reducao de 29.8%, o numero de folha (NF) 64,44% e o comprimento da raiz
(CR) 40,4%. Também, foram observados sintomas visiveis de toxidez, como a
reducdo das raizes secundarias e o encurtamento da raiz principal nos

tratamentos com maiores cocentracdes de Cd (GAUTAM et al., 2016).
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Figura 1. Altura de planta (ALT), Namero de folha (NF), Comprimento da raiz (CR), das plantas de pimenta do
genotipo G3 (Boyra Habanero Vermelha) cultivadas por 21 dias em casa de vegetacédo, expostas a niveis de cadmio
na solucéo nutritiva.

Esses sintomas sao reflexos da concentracdo e distribuicdo desse
elemento e a interacdo junto ao complexo de troca nas raizes das plantas de
pimenta. O efeito toxico causado pelo Cd no crescimento de raizes pode ser
decorréncia a reducao da mitose, danos no aparelho de Golgi, a sintese reduzida
de componentes de parede celular e alteracbes no metabolismo de
polissacarideo. Em espécies como o milho (PAL et al., 2006), a presenca do Cd
nao parou a divisdo celular, mas inibiu o alongamento das células (VASSILEV &
YORDANOV 1997; LUX et al., 2010). Estudos tém evidenciado que a absorc¢éo
de Cd pode gerar efeitos fisiolégicos, bioquimicos, e estruturais, levando as
plantas a apresentarem sintomas visuais como reducdo do sistema radicular,
modificagdes nas atividades enzimaticas e na fotossintese ( GAUTAM et al.,
2011) Segundo CHAVES & SOUZA (2014), a maior dose de Cd provocou uma
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diminuicdo significativa na altura das plantas, diametro caulinar, numero de
folhas e area foliar de 31, 37, 31 e 37%, respectivamente, em relacdo a
testemunha.

A producédo de biomassa tem sido considerada a mais importante dentre
as variaveis no que diz respeito ao efeito dos contaminantes sobre o crescimento
das plantas (SOUZA et al., 2011), sendo considerado um importante parametro
para selecédo de plantas tolerantes a metais (BATISTA, 2013).
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Figura 2. Massa seca da raiz (MSR), Massa seca do caule (MSC), Massa seca da folha (MSR), Massa seca Total
(MST), das plantas de pimenta do gendétipo (Boyra Habanero Vermelha) cultivadas por 21 dias em casa de vegetacéo,
expostas a niveis de cadmio na solucéo nutritiva.

A adicdo do Cd na solucéo nutritiva provocou a reducéao em todas as
variaveis relacionada a biomassa da planta, sendo mais evidenciada na dose
mais alta 0,2umol L, onde a MSF foi variavel que apresentou maior reducéo
(1302,19%), seguida da MFC que teve uma reducéo de 125,2% e da MSR que
obteve uma reducédo de 45,65% e consequentemente uma reducdo na MST
de 166%. Essa reducdo que ocorreu devido a producdo de biomassa esta
diretamente relacionada a fotossintese realizada pela planta. Sendo assim, a

reducdo da produgcdo de biomassa da planta ocorreu em parte devido a
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reducdo da area foliar e a clorose as quais reduziram a atividade fotossintética
da planta. Resultados semelhantes foram encontrados por SILVA, (2010) que
apesar das plantas apresentarem sintomas de amarelecimento nas doses de
Cd superiores a 16 mg de Cd kg de substrato, o efeito fitotoxico desse metal
foi observado na massa seca da parte aérea, jA nas doses menores,
encontrando uma maior sensibilidade na parte aérea, mostrando reducdo
significativa ja a partir da dose de 8 mg de Cd kg de substrato. J& a massa
seca de raizes apresentou comportamento diferente. Ela aumentou de forma
guadratica com o incremento da dose de Cd no substrato até a dose de 8 mg
de Cd kg de substrato, havendo acentuada reducdo nesse parametro com
aplicacdo de doses mais altas (16 e 32 mg de Cd kg de substrato).

De acordo com (PARMAR; KUMARI; SHARMA, 2013), o Cd reduzir a
atividade fotoquimica, pois a sua fitotoxicidade desnatura as estruturas de
algumas proteinas dos fotossistemas e as atividades de enzimas do ciclo de
Calvin, além de afetar a substituicdo de um metal de sua estrutura por Cd, ou
ligagdo de Cd a grupos sulfidrila, levando a um dobramento incorreto ou
interferindo  com redox-enzimatico regulamentacdo (HOSEINI; ZARGARI,
2013),sendo assim, a presenca do Cd na solucéo nutritiva provocou a reducéo
dos pigmentos Cla, Clb e Car (figura 3), sendo essa reducédo mais evidenciada
na 0,1umol L%, que obteve na Clb uma reducéo de 271,15%, seguida dos Car
gue apresentou uma reducao de 156,80% e Cla que teve uma reducao de 90,8%.
Esse fato ocorreu visto que o estresse por metal, converte a Cla em Clb pela
oxidagdo do grupo metil do anel Il no aldeido, diminuindo a proporcéo de clorofila
a/ b (SANITA DI TOPPI ET al., 2005). A exposicdo das plantas ao Cd causa
declinio na taxa fotossintética que pode ser proporcionada pelas alteracées na
ultraestrutura dos cloroplastos devido a acdo de radicais livres, inibicdo ou
degradacéao na sintese dos pigmentos cloroplastidicos, a diminuicdo na taxa de
transporte de elétrons ou inibicdo da atividade das enzimas do ciclo de Calvin
(GALLEGO et al., 2012). Como principal pigmento responsavel pela captacédo da
energia luminosa, a clorofila é frequentemente utilizada como um indicador do
efeito dos estresses ambientais em plantas (TAIZ & ZEIGER, 2013).
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Figura 3. Clorofila a (Cla), Clorofila b (Clb), Carotenoides (Car) das plantas de pimenta do genétipo (Boyra
Habanero Vermelha) cultivadas por 21 dias em casa de vegetacéo, expostas a niveis de cadmio na solucéo
nutritiva.

Esses resultados estdo de acordo com o acao negativa que o Cd provoca
na fotossintese das folhas de Platycladus orientalis (ZENG et al., 2018).
Geralmente, O Cd vai inibir de forma direta ou indireta a sintese de clorofila pois
ele reduz a quantidades de genes relacionados a fotossintese, interagindo com
enzimas que requerem sulfidrila, como porfobilinogénio desaminase e
protoclorofilida redutase, que estdo relacionados a sintese de clorofila; e
interromper o transporte de elétron entre PSII e PSI, a distribuicdo de energia de
PSIl e a assimilagdo CO2 (GALLEGO et al.,, 2012; ZENG et al.,, 2018).
Resultados semelhantes foram encontrados por BORA et al.,, (2020) que
constatou reducao significativa na biomassa, no comprimento da raiz, na altura
da planta e na clorofila de Ceratopteris pteridoides quando expostos a agua
contendo 20 uM de Cd.
Os solutos organicos sao compostos sollveis, de peso molecular baixo
e que nao apresentam toxicidade quando estdo em elevadas concentragdes no
interior das células, (ASHRAF & FOOLAD, 2007). A exposi¢do das plantas a
niveis toxicos de metais desencadeia uma gama de alteracdes fisiologicas e
metabolicas, exemplo disso, € o desencadeamento da liberacéo de proteinas de
tilacdides (HOSSAIN et al.,, 2012) e formacdo de peptidios ricos em grupos
tidlicos, como Fitoquelatinas e Metalotioneinas (SANTOS et al, 2011),
sintetizadas a partir de mecanismos para restringir o excesso de metais pesados.
A sintese de solutos organicos, como carboidratos, por exemplo, restabelece o
equilibrio osmdtico celular, devido ao excesso de sais no meio externo (MUNNS
et al.,, 2002). O estresse provocado pelo cd na solugdo nutritiva proporcionou

alteragbes em todos os solutos estudados.
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Figura 3, carboidrato, aminoacidos, prolina e proteina das plantas de pimenta do gendtipo (Boyra Habanero
Vermelha) cultivadas por 21 dias em casa de vegetacao, expostas a niveis de cadmio na solugéo nutritiva.

No teor de carboidrato, essa alteracdo foi mais evidenciada na folha,
apresentando um aumento de 46% na concentragéo 0,1umol Lt (figura 3), o que

corresponde a um valor maximo (697,6+198,68 mgg) (figura 4), ja nas raizes
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nao foi evidenciado resultados significativos. Nos aminoacidos nao foram valores
significativos.

Na prolina e na proteina foram constatados os maiores valores nas
folhas na concentracdo 0,2umol L, que apresentou aumento de 91,40% e
166% (figura 3 ) apresentando assim um valor maximo de (0,5 + 0,05 mgg) e
(20,8 + 9,06 mgg) (figura 4), Na raiz esse aumento sé foi evidenciado na
proteina que foi de 273% o que corresponde a um valor maximo de (10,3 + 1,11
mgg), ja a prolina na raiz teve uma reducdo 110%, resultados que pode esta

relacionado devido a raiz esta em maior contato com o contaminte.

Tabela 1: Concentracdo de Aminoacidos, Carboidrato, Proteinae Prolina encontrados nas folhas e raizes
de pimenta do genotipo (Boyra Habanero Vermelha) cultivadas por 21 dias em casa de vegetacao,
expostas a niveis de cddmio na solugcéo nutritiva.

Amostr Doses Cd Aminoacido(um Carboidrato(umol.m Proteina Prolina(umol.m

as (mmol LY ol.ml-Y) I-1) (umol.ml-t) I-1)
E1F 0,00 80,2+7,78 339,0+194,71 9,1+0,41 0,3+0,05
E2F 0,05 104,6+8,30 483,8+42,13 10,8+7,21 0,3+0,05
E3F 0,075 154,8+13,80 498,0+57,77 15,8+3,49 0,4+0,04
E4F 0,1 149,6+10,41 697,6+198,68 16,9+11,47 0,3+0,06
E5F 0,125 102,6+1,41 635,9166,95 18,242,95 0,4+0,18
E6F 0,15 418,4+48,68 581,2+122,50 20,8+9,06 0,5+0,05
E1R 0,00 316,816,15 768,5+118,76 6,8+2,39 5,310,16
E2R 0,05 279,5+40,98 521,3+61,62 3,4+1,31 3,3+0,83
E3R 0,075 293,0+49,18 458,4+123,57 6,4+0,52 2,8+1,36
E4R 0,1 230,6+6,65 737,6+£119,05 9,56+1,26 2,3+0,75
E5R 0,125 294,4+95,88 505,1+34,26 8,1+0,33 3,5+0,16
E6R 0,15 305,6+16,31 845,3+106,93 10,3+1,11 3,0+1,83

“E1= Tratamento 1 (0,00 mmol L-1); E2= Tratamento 2 (0,05 mmol L?); E3= Tratamento 3 (0,075 mmol L?); E4=
Tratamento 4 (0,1 mmol L'); E5= Tratamento 5 (0,125 mmol L); E6= Tratamento 6 (0,15 mmol L ).

Como um osmdlito, a prolina tem um importante papel sob estresse
hidrico, também seu acumulo pode aumentar sob estresse de metais, podendo
servir como um metal quelante, coletor de elétrons, bem como um antioxidante
(MONGKHONSIN et al., 2019). prolina tem sido citada na literatura como uma
molécula multifuncional que tem um papel captador de radicais e osmoprotetor
(KAVIKISHOR & SREENIVASULU, 2013). Que tende melhorar o crescimento da

planta e alterar a atividade enzimaticas.
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CONCLUSAO

A adicdo do Cd na solugdo nutritiva reduziu a Alt, NF, CR e biomassa,

assim como nos pigmntos (Cla, Clb e Car).

Os solutos organicos apresentaram reducdo na prolina nas raizes e

aumento nas proteinas e prolina na folhas.
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