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RESUMO

O cobre (Cu) é um metal pesado e micronutriente essencial necessario para o
crescimento e desenvolvimento vegetal. O cobre desempenha papéis cruciais em reacdes
bioquimicas de transferéncia de elétrons (redox), reacdes fotossintéticas e € componente
estrutural de metaloproteinas e enzimas. Entretanto, altos niveis de cobre nos solos podem
causar fitotoxidez, limitando o crescimento das plantas e ser prejudicial ao meio ambiente. A
poluicdo do solo por metais pesados (como o cobre) é causada principalmente por fontes
antropogénicas, como deposicao atmosférica de material particulado e atividades agricolas, e €
uma das maiores preocupacdes ambientais em todo o mundo. Devido a sua proximidade com
as fontes emissoras, os fragmentos florestais urbanos sdo altamente afetados pela entrada
excessiva de metais pesados no solo. Portanto, o estudo objetivou avaliar as respostas
morfologicas, fisiologicas e bioquimicas das espécies arbdreas nativas da Mata Atlantica,
Schinus terebinthifolia Raddi e Eugenia uniflora L., cultivadas em solos contaminados com
concentracdes crescentes de cobre. As plantas foram cultivadas em vasos contendo solo
coletado de floresta urbana na cidade de Séo Paulo, SP, Brasil, contaminado com adicdo de 0
(controle), 60, 120, 180 ou 240 mg Cu kg solo. Altura e didmetro do caule foram analisados
como parametros morfoldgicos, enquanto que o crescimento, teor de cobre nos tecidos vegetais,
indice de translocacdo, fator de bioacumulacdo, teor de pigmentos, trocas gasosas foliares e
fluorescéncia da clorofila foram analisados para avaliar as alteragfes fisioldgicas. Os
antioxidantes enzimaticos (superoxido dismutase) e ndo enzimaticos (acido ascorbico e
glutationa) foram quantificados para avaliar as respostas bioquimicas das espécies. Os
resultados mostraram que, quando cultivadas em solos contaminados, as especies apresentaram
alta absorgéo e acumulo de cobre nas raizes, com baixas taxas de translocagdo para a parte
aérea; contudo, S. terebinthifolia apresentou maior restricdo de cobre nas raizes que E. uniflora.
S. terebinthifolia e E. uniflora apresentaram respostas distintas para as trocas gasosas foliares.

As espécies ndo apresentaram alteracdo na fluorescéncia da clorofila ou no conteudo de
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pigmentos fotossintéticos. As espécies também ndo apresentaram diferencas para os teores de
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. S. terebinthifolia apresentou reducéo na producéo
de biomassa foliar, enquanto E. uniflora apresentou reducdo no crescimento em altura. As
espécies demonstraram alta tolerancia e capacidade de extracdo de cobre do solo, sendo que a
restricdo de cobre nas raizes se revela como o principal mecanismo de protecdo de S.
terebinthifolia e E. uniflora contra o estresse por cobre. A espécie pioneira S. terebinthifolia

apresenta potencial para ser indicada como fitoestabilizadora de cobre.

Palavras-chave: Arbdreo, Eugenia uniflora, fisiologia vegetal, fitotoxicidade, metal pesado,

poluicdo, Schinus terebinthifolia.
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ABSTRACT

Copper (Cu) is a heavy metal and an essential micronutrient required for plant growth
and development. Copper plays roles in biochemical reactions of electron transfers (redox),
photosynthetic reactions, and is a structural component of vital metalloproteins and enzymes.
Despite its essentiality, high Cu levels in soils can cause phytoxicity, restricting plant growth
and can be harmful to the environment. Soil pollution by heavy metals (such as copper) is
mainly caused by anthropogenic sources, such as atmospheric deposition of particulate matter
and agricultural activities, and is one of the most worldwide environmental concerns. Due to
its proximity with the emission sources, urban forest fragments are highly affected by the
excessive input of heavy metals into the soil. Therefore, this study was conducted to assess
morphological, physiological and biochemical responses of the native Atlantic Forest tree
species (Schinus terebinthifolia Raddi and Eugenia uniflora L.) when cultivated in soils
contaminated with increasing copper concentrations. The plants were cultivated in soils of an
urban forest within Sdo Paulo City, Sdo Paulo State, Brazil contaminated with 0 (control), 60,
120, 180 or 240 mg Cu kg™ soil. Height and stem diameter were analyzed as morphological
parameters, while Cu content in plant tissues, translocation index, bioaccumulation factor,
photosynthetic pigment contents, leaf gas exchange and chlorophyll fluorescence were
measured to evaluate the physiological alterations by copper stress. Enzymatic (superoxide
dismutase) and non-enzymatic (ascorbic acid and glutathione) antioxidants were quantified to
assess the biochemical responses of the species. The results showed that when cultivated in
copper contaminated soils, the species presented high uptake and accumulation of copper in
roots with low translocation rates to aerial parts; however, S. terebinthifolia showed higher
copper restriction in roots than E. uniflora. S. terebinthifolia and E. uniflora showed different
responses to leaf gas exchange. The species showed no change in chlorophyll fluorescence or
photosynthetic pigment content. The species also showed no difference for the levels of

enzymatic and non-enzymatic antioxidants. S. terebinthifolia showed reduction in leaf biomass
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production, while E. uniflora showed reduction in height growth. The species showed high
tolerance and great capacity for Cu uptake. The restriction of copper in roots reveals to be the
principal mechanism of protection of S. terebinthifolia and E. uniflora against copper stress. S.

terebinthifolia shows potential to be indicated as a copper phytostabilizer.

Keywords: Eugenia uniflora, heavy metal, phytotoxicity, plant physiology, pollution, Schinus

terebinthifolia, tree.
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1. INTRODUCAO

Os metais pesados sdo elementos quimicos amplamente distribuidos na crosta terrestre,
derivados de rochas vulcénicas, sedimentares ou metamorficas (DalCorso et al. 2019). Por meio
de processos pedogénicos e de intemperismo, esses elementos sdo incorporados no sistema
solo. Dependendo de fatores temporais, do tipo de rocha matricial, presenca de matéria organica
e atividade geoldgica, a concentracdo dos metais pesados pode variar nos solos naturais (Ding
et al. 2017, Li et al. 2019a). Entre os metais pesados presentes no solo, estdo o Cadmio (Cd),
Cobalto (Co), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Mercurio (Hg), Niquel (Ni), Chumbo (Pb), Antiménio
(Sb) e Zinco (Zn) (Marsola et al. 2005).

Determinados metais pesados sdo elementos essenciais para 0S 0rganismos Vivos, pois
estdo diretamente ou indiretamente relacionados com as atividades metabdlicas (Mishra et al.
2019). O elemento quimico para ser classificado como essencial (nutriente), deve atender a trés
requisitos basicos: ser requerido para o completo ciclo de vida do vegetal, ndo ser substituido
totalmente por outro elemento e ter efeito direto no metabolismo vegetal (Barker & Pilbeam
2015). Dentre os metais pesados, o cobre é elemento essencial requerido em baixas
concentragdes (micronutriente) pelas plantas. Quimicamente, o cobre € classificado como metal
de transicdo redox-ativo e encontrado em trés formas de oxidagdo: cobre puro (Cu) na forma
metalica ou nas formas ibnicas nos estados cuproso (Cu*) ou cuprico (Cu?*). Na condigdo de
micronutriente vegetal, o cobre é encontrado nas formas idnicas (Cu* ou Cu?") (Mustafa &
AlSharif 2018) e a concentracdo média de cobre nos tecidos vegetais é de 5-20 mg Cu kg™
massa seca (Barker & Pilbeam 2015). Em concentracdes adequadas, cobre desempenha papel
fundamental em diversas reacOes fisiolégicas e biogquimicas necessarias para 0
desenvolvimento e crescimento vegetal (Kabata-Pendias 2011, Shabbir et al. 2020). O cobre €
requerido em diversos sitios celulares como no citosol, no reticulo endoplasmatico, nas
membranas internas da mitocéndria, no limen dos tilacéides, no estroma dos cloroplastos e no

apoplasto (Yruela 2009). O cobre também esta envolvido na biossintese de pigmentos
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fotossintéticos e lignificacdo de tecidos (Broadley et al. 2012), na assimilacdo de CO: e
respiracéo celular com producéo de ATP (Marques et al. 2018), na regulac¢ao da permeabilidade
da parede celular e sinalizagédo hormonal (Caroli et al. 2020), na participacdo em reagdes redox
e protegdo contra 0 estresse oxidativo (Rehman et al. 2019). Além disso, é constituinte de
proteinas do sistema fotossintético (plastocianina), da cadeia de transporte de elétrons
(citocromo oxidase), bem como de enzimas antioxidantes (Cobre-Zinco Superdxido dismutase
- CuZnSOD) (Zeng et al. 2019).

De forma geral, a concentracdo de cobre nos solos florestais é baixa, com concentracao
média de 30 mg kg (Barker & Pilbeam 2015). Porém, nos Gltimos anos, o actimulo de cobre
nos solos de regides florestais, rurais e urbanas tem se tornado preocupacdo ambiental crescente
em todo o mundo (Rehman et al. 2019). O crescimento das atividades antropicas € o principal
causador do aumento na concentragdo dos metais pesados no solo (Kabata-Pendias 2011). As
principais fontes antropogénicas de cobre incluem mineragdo, refinaria, combustdo de
combustivel féssil, incineracdo de residuos, residuos industriais, descarte incorreto de esgoto e
uso de fertilizantes/agrotoxicos nos solos agricolas (Mishra et al. 2019, Kumar et al. 2020,
Shabbir et al. 2020). A aplicacdo de produtos quimicos a base de cobre, como fertilizantes
inorganicos e fungicidas cupricos, destaca-se como uma das principais fontes do aumento das
concentracfes de cobre em solos agricolas (Husak 2015, Dogra et al. 2020). Além dos
fertilizantes inorganicos, o cobre é quantitativamente o principal elemento traco envolvido na
contaminacéo de solos agricolas que recebem correc6es nutricionais via fertilizantes organicos
(Senesi et al. 1999, Laurent et al. 2019). A extensa utilizacdo e contaminacdo do solo com
excesso de metais pesados oriundos de diversas fontes poluidoras antropicas sdo uma
preocupacdo em solos agricolas, ecossistemas naturais, visto que esses elementos ndo séo
degradados em subprodutos menos toxicos por meios fisico, quimicos ou biolégicos (Mishra et
al. 2019). Ainda, a entrada excessiva de metais pesados como o cobre no meio ambiente, pode

levar a bioacumulacgéo e se tornar ameaca a seguranca da cadeia alimentar e saude humana,



visto que esses elementos sdo progressivamente acumulados nos seres de maior nivel tréfico,
efeito conhecido como magnificacdo trofica (Farias et al. 2018, Rai et al. 2019).

A contaminacdo do solo por metais pesados & problema crescente em todos os
ecossistemas terrestres, sendo ainda mais pronunciado nos ambientes influenciados diretamente
por atividades humanas altamente poluentes, como em fragmentos florestais urbanos (Argyraki
et al. 2018, Li et al. 2019a). Fragmentos florestais urbanos sdo remanescentes de florestas
nativas e secundarias inseridas no ambiente urbano, que possuem significativa importancia na
manutencdo dos servigos ecossistémicos, conservacdo da biodiversidade, habitat de diversas
espécies vegetais (Long et al. 2019) e atenuadores de polui¢do atmosférica (Alarsa et al. 2018,
Bulbovas et al. 2020). Devido a proximidade com as fontes emissoras, fragmentos florestais
urbanos sofrem fortes influéncias negativas destas atividades poluidoras, sendo a deposi¢ao
atmosférica de material particulado carregado com metais pesados um dos problemas mais
expressivos (Ferreira et al. 2019). Industrias e a frota automotiva destacam-se como as
principais fontes emissoras de material particulado na atmosfera que atingem os fragmentos
florestais urbanos em diferentes compartimentos e intensidade (Domingos et al. 2015, Ferreira
et al. 2019). De acordo com a distancia entre o centro do fragmento florestal e a cidade que o
contorna, os niveis poluentes no solo do fragmento podem variar de forma significativa, sendo
em média mais elevados nas regifes de borda e menos concentrados no centro do fragmento,
devido ao amortecimento da vegetacdo (Trammell et al. 2011). Com isso, espécies arboreas
presentes em remanescentes florestais urbanos podem apresentar alteracbes no estado
nutricional e problemas no desenvolvimento devido a poluicdo (Bulbovas et al. 2020).

Embora o cobre seja elemento essencial, em elevadas concentracfes o Cu pode causar
toxidez e induzir efeitos adversos na morfologia, fisiologia e bioquimica das plantas. De forma
geral, a raiz € o principal 6rgdo afetado pelo excesso de cobre. Devido ao acumulo radicular,
excesso de cobre pode causar danos ultraestruturais nas células radiculares (Souza et al. 2014)

que resultam em diminuicdo na absor¢do de agua e nutrientes pelas plantas (Conti et al. 2020,
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Zaouali et al. 2020). Nas folhas, o excesso de cobre interfere negativamente na cadeia
transportadora de elétrons do fotossistema Il (Jegerschoeld et al. 1995, Kabata-Pendias 2011),
reduzem a biossintese de pigmentos fotossintéticos e alteram a composi¢do proteica das
membranas fotossintéticas (Kumar et al. 2020). Ainda, substituicdo do Mg central da clorofila
por cobre pode ocorrer em situagdes de toxidez, reduzindo/inviabilizando a atuacdo do
pigmento no processo fotossintético de absorcdo de luz (Girotto et al. 2016). O impacto da
toxicidade por cobre também se reflete nas trocas gasosas causando a reducdo da condutancia
e abertura estomatica, impactando o processo de transpiracdo e captacdo de CO> (Taiz et al.
2017). Devido ao impacto negativo do excesso de cobre na fisiologia e bioquimica, as plantas
apresentam sinais visiveis e morfolégicos de toxidez, como reducdo na &rea, volume e
comprimento, juntamente com engrossamento e escurecimento das raizes, além de redugdo da
area foliar, na taxa de crescimento em altura e didmetro (Singh et al. 2016) e diminui¢do na
biomassa (Lange et al. 2017).

A toxidez causada pelo cobre pode ser responsavel pela formacdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (Saleem et al. 2020). EROs sdo moléculas formadas a partir do O
em eventos metabolicos que ocorrem principalmente nas mitocéndrias e cloroplastos -
organelas envolvidas na respiracdo e fotossintese - no qual o oxigénio esta presente de forma
expressiva (Karuppanapandian et al. 2011). Além de ser o subproduto dessas reacoes, as EROs
possuem funcdo de moléculas sinalizadoras de estresse (Singh et al. 2016). A producéo e
extincdo de EROs sdo bem reguladas no metabolismo celular, entretanto, sob condicdes
adversas como 0 excesso de metais pesados, pode ocorrer desequilibrio entre a relacéo producgéo
e neutralizacdo de EROs, aumentando significativamente as concentracdes dessas moléculas no
meio intracelular (Barbosa et al. 2014). O aumento na producdo de EROs, juntamente com a
diminuicdo da eliminacdo destas moléculas, podem ocasionar estresse oxidativo e danos
irreversiveis aos componentes celulares (Zeng et al. 2019). Por ser metal de transicdo redox

ativo, o cobre pode induzir a formagdo de EROs diretamente via reacdes de Haber-Weiss e



Fenton; tais como o perdxido de hidrogénio (H202), oxigénio singleto (*O2), anion superdxido
(O2¢), radical hidroxila (OHe), causadores de danos em moléculas (DNA, proteinas) ¢ em
membranas celulares (Mahmud et al. 2019).

Algumas espécies vegetais adquiriram capacidade de tolerdncia a metais pesados
podendo crescer em solos contaminados, e sdo utilizadas em técnicas naturais de
fitorremediacdo onde atuam na remocdo/aprisionamento de contaminantes do solo
(Vendruscolo et al. 2018). Os mecanismos de tolerancia das plantas a toxidez por cobre
incluem: a combinacdo de processos morfoldgicos, como a reducdo no tamanho dos vasos
xileméticos e do numero de elementos de vaso e feixes vasculares (Marques et al. 2019);
fisioldgicos como compartimentalizacdo dos ions de cobre no vacutolo, controle de pH da
rizosfera, exsudacdo de compostos orgénicos e quelacgéo intercelular (Souza et al. 2011, Kumar
et al. 2020); e bioquimicos como aumento na atividade de compostos antioxidantes enzimaticos
e ndo enzimaticos (Giampaoli et al. 2012). A expressdo de moléculas antioxidantes, como a
enzima superdxido dismutase (SOD) e os antioxidantes ndo enzimaticos, acido ascorbico (AA)
e glutationa (GSH), desempenham papel significativo na mitigacdo da toxicidade de cobre,
sendo responsaveis pelo controle de radicais livres e eliminacdo de EROs (Sharma et al. 2019,
Nualla-Ong et al. 2020, Saleem et al. 2020).

Para a restauracdo da vegetacdo em &reas degradadas pelo excesso de cobre, sdo
necessarias espécies tolerantes a toxidade do solo contaminado. Devido ao dinamismo no
crescimento e diferentes mecanismos de tolerancia, espécies arboOreas apresentam
caracteristicas interessantes para a fitorremediacao de solos contaminados com metais pesados
(Marco et al. 2016). Schinus terebinthifolia Raddi., conhecida popularmente como aroeira
vermelha, € arvore pioneira da familia Anacardiaceae, nativa da América do Sul. No Brasil, a
espécie possui ampla distribuicdo geografica, sendo encontrada de sul a nordeste do pais em
varias formagdes florestais, desde a restinga ate a floresta semidecidual pluvial de locais mais

interioranos (Lorenzi 2016). A espécie tem importancia medicinal e farmacoldgica devido as



suas propriedades antibacterianas, anti-inflamatdrias e cicatrizantes. Ademais, a espécie
apresenta potencial econémico, devido a procura de seus frutos na culinéria, sendo utilizados
como condimento (Estevdo et al. 2017). S. terebinthifolia é amplamente utilizada em programas
de restauracdo de areas degradadas, uma vez que apresenta alta producdo de biomassa e
crescimento, possui capacidade de tolerancia a estresses abidticos e os frutos atraem avifauna.
Além disso, S. terebinthifolia é recomendada para o paisagismo urbano devido a beleza
ornamental, rusticidade e pequeno porte (Lorenzi 2016). Eugenia uniflora L., popularmente
conhecida como Pitangueira, é espécie arbdrea ndo pioneira (secundaria inicial) pertencente
pertencete a familia Myrtaceae, nativa da Mata Atlantica e de outros biomas brasileiros
proximos. Por possuir frutos comestivies, é amplamente utilizada com viés comercial, além de
ser empregada no paisagismo urbano de forma expressiva pelo pequeno porte, beleza
ornamental e facil cultivo (Bezerra et al. 2018). E. uniflora apresenta porte pequeno, além de
crescimento e producdo de biomassa relativamente lentos. Devido a facil adaptacdo em variados
ambientes e atracdo da avifauna, E. unfilora é também utilizada em programas de restauracdo
(Beise et al. 2017).

A maioria dos estudos recentes sobre morfologia, fisiologia, respostas bioquimicas e
possibilidade de uso de plantas em fitorremediacdo em solos contaminados com cobre, séo
realizados com espécies de interesse agricola/alimenticio convencionais (Li et al. 2019b, Zeng
et al. 2019, Saleem et al. 2020, Zaouali et al. 2020). Contudo, as atividades fisiologicas e
bioquimicas das plantas em resposta ao excesso de cobre no solo sdo ainda pouco
compreendidas em diversas espécies arboreas florestais nativas de ecossistemas tropicais, em
especial espécies da Mata Atlantica. Neste sentido, o presente estudo foi delineado com o
objetivo de ampliar o conhecimento sobre o tema. Ainda, tendo em vista a recente declaragédo
do periodo 2021-2030 como a “década da restauragdo ambiental” (ONU-PNUMA, 2021), o
presente estudo traz a luz sugestdes de espécies nativas potencialmente aptas a serem indicadas

em programas de restauracéo florestal de areas contaminadas e altamente antropizadas.



1.1. HipOteses

| - O aumento dos teores de cobre na solugéo nutritiva aplicadas durante o cultivo das
espécies causara efeitos deletérios no crescimento e desenvolvimento das espécies pioneira S.
terebinthifolia e n&o pioneira E. uniflora.

Il - As espécies S. terebinthifolia e E. uniflora, por terem dindmica de crescimento

diferente, deverdo responder diferentemente em rela¢do a contaminacao por cobre.

1.2. Objetivos

o Avaliar se a contaminacdo do solo por cobre causa alteraces morfoldgicas, fisioldgicas
e bioquimicas nas espécies S. terebinthifolia e E. uniflora;

o Avaliar se S. terebinthifolia e E. uniflora apresentam mecanismos de tolerancia e
resisténcia ao excesso de cobre no solo;

o Considerar se S. terebinthifolia e E. uniflora possuem potencial para serem

recomendadas na recomposicao florestal de areas degradadas pelo excesso de cobre no solo.



2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Descricéo da area de estudo

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo do Nucleo de Pesquisa em
Plantas Ornamentais do Instituto de Boténica (23°30’S e 46°40°W), Sdo Paulo, SP, localizado
a cerca de 770 metros acima do nivel do mar. O Instituto de Boténica se situa dentro do Parque

Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI), na zona Sul da cidade de S&o Paulo.

2.2. Caracterizacao das plantas utilizadas

Foram utilizadas mudas da espécie pioneira Schinus terebinthifolia (“Aroeira-
vermelha”) (em média, com 46,2 cm altura, 4,8 mm diametro, 1,33 g massa fresca das folhas,
4,56 g massa fresca do caule, 4,56 g massa fresca da raiz, 0,33 g massa seca das folhas, 1,67 g
massa seca do caule e 0,83 g massa seca da raiz) e ndo pioneira Eugenia uniflora (“Pitangueira”)
(em média, com 46,7 cm altura, 4,2 mm didmetro, 1,57 g massa fresca das folhas, 4,68 g massa
fresca do caule, 3,42 g massa fresca da raiz, 0,66 g massa seca das folhas, 2,62 g massa seca do
caule e 2,18 g massa seca da raiz), ambas nativas da Mata Atlantica. As mudas em tubetes
foram obtidas na Unidade de Producdo de Mudas da CESP (Companhia Energética de S&o
Paulo), Paraibuna, SP. As plantas no inicio da experimentacdo foram transplantadas para vasos
de 2,6 L contendo solo do Parque Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI) (Tabela 1) coletado na
camada de 0-40 cm de profundidade. O solo do PEFI utilizado no experimento €é caracterizado
como latossolo vermelho-amarelo, constituido por material mineral altamente intemperizado,
pH acido (< 7,0), pouco argiloso e com teores médios de matéria organica (Nakazato et al.

2021).

Tabela 1. Composicéo inicial do solo do utilizado no experimento.

pH
CaCl,
51

M.O. Presina H+Al K Ca Mg SB CTC B Cu Fe
V%

gdm®* mgdm?® - mmolcdm®---————————— "7 mg dm3----—-
42,0 5,5 336 16 50,7 96 619 95 648 06 13 257 213 90




2.3. Conducéao do experimento

Apos o transplante, as plantas foram colocadas em casa de vegetacéo, ficando 1 més em
aclimatacdo. A experimentacdo foi iniciada com a aplicacdo no solo de 75 ml da solucdo de
Hoagland & Arnon n. 1 (Hoagland & Arnon, 1950) modificada com 0, 60, 120, 180 ou 240 mg
de cobre por quilo de solo seco (mg Cu kg™) na forma de sulfato de cobre penta hidratado
(CuS04.5H,0). As concentragdes de cobre foram baseadas no valor de prevencao (60 mg Cu
kg™ solo seco) orientados pela Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo para cobre no
solo (CETESB 2016). Foi realizado balango i6nico das solucdes (Tabela 2), visando manter as
concentragcdes de macro e micronutrientes constantes. o pH da solugéo foi mantido em 5,8 de
forma a ndo modificar as caracteristicas de complexagdo e absorcdo de cobre em comparagao
com o solo natural. As plantas foram semanalmente irrigadas com % da concentracdo total,
repetindo-se quatro vezes o procedimento para obtengdo dos valores totais de cobre no solo.
IrrigagBes com 75 ml de agua destilada foram realizadas nos intervalos dos tratamentos. O
tratamento no qual n&o foi adicionado cobre (0 mg Cu kg™) foi designado como o tratamento

controle.

Tabela 2. Balancgo idnico das solug6es nutritivas de Hoagland & Arnon modificadas com 0, 60,
120, 180 ou 240 mg Cu kg™.

Tratamentos (mg Cu kg)

Fonte do ion
0 60 120 180 240
fons liberados (mmol L?)

NH4"- (NH4)2S04 18 13,65669 9,313379 4,970069 0,626759
NH4" - NHsNO3 1 3,171655 5,34331 7,514966 9,686621
NO3 - NH4NOs3 1 3,171655 5,34331 7,514966 9,686621
[NH4*] + [NOs7] 20 20 20 20 20
S04 - (NH4)2S04 9 6,828345 4,65669 2,485034 0,313379
S04 - CuS04.5H,0 0 2,171655 4,34331 6,514966 8,686621
[SO4*] 9 9 9 9 9
Cu?*- CuS04.5H,0 0 2,171655 4,34331 6,514966 8,686621
[Cu®"] 0 2,171655 4,34331 6,514966 8,686621
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O experimento teve a duracdo de 120 dias, nas esta¢des de primavera e verao (setembro

a dezembro de 2019), com 26 °C de temperatura média e 56% umidade relativa do ar dentro da
casa de vegetacdo (Figura 1). Dados coletados de manhd e ao final da tarde duas vezes na
semana utilizando do termdmetro com higrémetro portéatil (Tomate Modelo: PD-002). Todos
os parametros morfoldgicos, fisiolégicos e bioquimicos foram mensurados ao final do

experimento.

40 ~ - 80

28 29 - 60

26
22

69

49 53

Set. Out. Nov. Dez.

Umidade (%) =—e=Temperatura (°C)

Figura 1. Temperatura e umidade na casa de vegetacao durante a condugdo do experimento.

2.4. Biometria e Biomassa

As plantas foram mensuradas quanto a altura (cm) e diametro do caule (mm). Para a
medicao em altura foi utilizada régua graduada em centimetros, medindo da base do caule (solo)
ao apice da planta. O diametro foi medido na base do caule utilizando-se paquimetro digital.
Para medicdo da biomassa, as plantas foram retiradas dos vasos e as raizes lavadas em &gua

corrente, em seguida seccionadas em folhas, caule e raizes. Os valores dos pesos da massa
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fresca das folhas (MFF), caule (MFC), raizes (MFR) e total (MFT) foram obtidos com pesagem
em balanca digital. Posteriormente, foram colocadas em sacos de papel Kraft identificados e
secas em estufa a 60 °C até peso constante, para a determinacdo do peso da massa seca das

folhas (MSF), caule (MSC), raiz (MSR) e total (MST).

2.5. Anadlise do solo

Amostras mistas do solo de cada tratamento foram homogeneizadas, secas em estufa a
60 °C até peso constante e enviadas ao laboratorio de Nutricdo Mineral em Plantas — UNESP,
Botucatu, SP. A concentracdo de cobre disponivel no solo (mg Cu dm solo) foi determinada
em espectrofotometria de absorcdo atdmica em chama (FAAS) ap0ds extracdo em solucdo de
DTPA (0,005 mol L*Acido dietilenotriaminopentaacético (DTPA), 0,1 mol L™ trietanolamina,

0,01 mol L™ cloreto de célcio (CaCl,2H20)) em pH 7,3 (Raij et al. 2001).

2.6. Concentracdo de cobre nos tecidos vegetais

As folhas velhas (localizadas abaixo da regido central do caule e ja presentes nas plantas
no momento da aplicacdo das solucBes nutritivas), folhas novas (localizadas na regido apical
que cresceram durante o periodo experimental), caules e raizes, apos secas em estufa até peso
constante, foram triturados em moinho de facas para a obtencao de p6 homogéneo. As amostras
vegetais foram também enviadas ao laboratério de Nutricdo Mineral em Plantas em Botucatu.
A concentracdo de cobre nos tecidos (mg Cu kg' massa seca) foi determinada em
espectrofotometria de absorcdo atdbmica em chama (FAAS) ap6s digestdo em solucdo nitro

perclérica (Malavolta et al. 1997).

2.7. Indice de translocacéo (It) e Fator de bioacumulagio (Fb)

A partir dos dados obtidos do teor nutricional das partes vegetativas das plantas, foi
estabelecido o indice de translocagéo e o fator de bioacumulagdo dos minerais para as especies.
O indice de Translocacéo (It) foi determinado dividindo-se a concentracéo de cobre no caule e

folhas (mg Cu kg™ massa seca) pelo contetido de cobre nas raizes (mg Cu kg massa seca): Cu
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parte aérea | CU raiz (Vendruscolo et al. 2018). O Fator de bioacumulacéo (Fb) foi estimado através
da fracéo entre a concentragdo de cobre nas raizes (mg Cu kg™ massa seca) sobre a concentragéo

de cobre no solo (mg Cu kg™ solo): Cu raiz / Cu solo (Zang et al. 2020).

2.8. Teor relativo de clorofila (SPAD)

Para a determinacdo do teor relativo de clorofila utilizou-se o clorofildmetro manual
SPAD-502 (Soil Plant Analysis Development, Konica Minolta). As medidas foram realizadas
na 32 folha totalmente expandida (contando-se do apice para a base) de todas as plantas de cada
espécie, em triplicata. Os valores obtidos foram expressos na forma de indice SPAD (Amarante

et al. 2008).

2.9. Concentracdo de pigmentos fotossintéticos

Foram removidos trés discos (@ = 0,5 cm, n = 10) da regido central da folha, evitando-
se as nervuras, nos quais foram determinadas a massa fresca (= 0,02 g). Os teores de pigmentos
(clorofilas a e b, e carotenoides) foram determinados a partir das amostras imersas em 2,5 ml
de DMF (Dimetilformamida) mantidas no escuro por 24 h. As solucGes foram analisadas em
espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda A = 664 nm (clorofila a), 647 nm (clorofila b),
480 nm (carotenoides) e 750 nm (residual). A partir dos valores de absorbancia obtidos, foram
calculadas as concentragGes de clorofilas a (Chl a) e b (Chl b), carotenoides, clorofila total (Chl
a + b) e razdo de clorofila (Chl a/b), expressas em pg g™ de massa de matéria fresca (Minocha

et al. 2009).

2.10. Trocas gasosas foliares

Os parametros de trocas gasosas analisados foram a assimilagéo liquida de CO2 (A)
(umol de CO2 m2 sY), transpiracéo foliar (E) (mmol de H.0 m? s1), condutancia estomética
(gs) (mol de H.0 m s?) e concentracéo de carbono intercelular (Ci) (umol m2 s?) (Barbosa
et al. 2019). Os parametros foram analisados com a utilizacdo do analisador de gas

infravermelho — IRGA (LCpro+, ACD BioScientific Ltd., Herts, UK), em cinco plantas por
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tratamento selecionadas aleatoriamente, totalizando 25 plantas analisadas para cada espécie. As
medicdes ocorreram entre as 8 e 11 h, utilizando-se umidade relativa, CO> e temperatura do ar
ambiente. A luminosidade utilizada para a analise da taxa de fotossintese foi previamente
estimada através do teste de curva de luz em um individuo saudavel de cada espécie, ndo
submetidos aos tratamentos (Figura 2). Foi determinado o valor maximo da radiacdo
fotossinteticamente ativa (PAR) em 1.655 mmol m s para S. terebinthifolia e 1.056 mmol m-

2 51 para E. uniflora.
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Figura 2. Curvas de luz obtidas em individuos saudaveis de S. terebinthifolia e E. uniflora.

2.11. Fluorescéncia da clorofila

O rendimento quantico maximo do fotossistema I, expresso através da razdo Fv/Fm, foi
determinado utilizando-se o fluorémetro portatil de pulso modulado OS5p (Opti-Sciences,
Hudson, USA) nas mesmas plantas utilizadas para a medicao das trocas gasosas e condutancia
estomatica. As areas foliares analisadas foram submetidas a 30 minutos de escuro e em seguida

tiveram a razéo Fv/Fm mensurada (Campostrini 2001).
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2.12. Antioxidantes
Foram retiradas amostras compostas de folhas localizadas na por¢édo mediana do caule
principal das plantas de cada tratamento (n = 25). As folhas foram pesadas em balanca analitica
para obtencdo da biomassa fresca e, posteriormente, trituradas em nitrogénio liquido e

armazenadas em freezer -80 °C para as anélises de antioxidantes.

2.12.1. Acido Ascorbico

Foram quantificadas as formas: reduzida (AA), oxidada (DHA) e total (AA+DHA) de
acido ascorbico (mg g* massa fresca da folha). O material vegetal (250 mg folhas) foi triturado
com 6 ml de acido metafosforico (HPO3) em misturador mecanico. O extrato foi centrifugado
a 10.000 rpm (11.393,4 xg), por 15 minutos a 2 °C. O sobrenadante foi coletado, filtrado (20
pum) e transferido para tubos de ensaio. A amostra principal foi separada em 2 sub-amostras,
que foram utilizadas para obtencdo dos valores de AA e AA+DHA. Para a quantificacdo do
acido ascorbico reduzido (AA), 4 ml de agua tipo 1 (ultra pura) foram adicionados na amostra
principal. O extrato foi filtrado em filtros tipo Milex (0,22 um) e analisado por cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) com detector UV (A =245 nm), em coluna C18, com vazao
de 1,00 mL min, utilizando-se fase movel solucéo aquosa acidificada (pH 2,3) com &cido
ortofosforico (HaPO4). Para analise do acido ascoérbico total (AA+DHA), adicionou-se 200 pl
dithiothreitol (DTT) em tampéo de fosfato de sddio pH 7,0 e fosfato de potassio monobasico
(K2HPO4) mantidos por 20 minutos no escuro, & amostra principal para a reducéo total do DHA
para AA. Apos a reducdo, adicionou-se 200 pl de acido ortofosforico (HzPO4) + 3,5 ml de &gua
tipo 1 (ultra pura). O extrato foi filtrado e realizada a leitura do mesmo modo ao AA. O contetido
de DHA foi calculado pela subtracdo entre total e reduzido (Lépez et al. 2005). Foram
calculadas as razoes AA/AA+DHA para avaliar a capacidade de oxirreducéo do acido ascorbico

(Burkey et al. 2006).
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2.12.2. Glutationa
Foram quantificadas as formas: reduzida (GSH), oxidada (GSSG) e total (GSH+GSSG)
da glutationa (mg g massa fresca da folha). O material vegetal (500 mg folha) foi preparado
com 3 ml de solucéo de &cido sulfosalicilico (0,1%) em misturador mecénico. O extrato foi
centrifugado a 11.000 rpm (13.786 xg), por 20 minutos a 4 °C, coletado o sobrenadante e
transferido para tubos de ensaio. O contetdo de glutationa reduzida (GSH) foi obtido
adicionando-se 1,75 ml de solugdo EDTA + 100 ul de solucdo DTNB (&cido 5,5-ditiobis (2-
nitrobenzoico)) 3 mM a 250 pl de extrato. A amostra foi mantida na luz por 5 minutos e
realizada a leitura em espectrofotdmetro (A = 412 nm). Na amostra utilizada para obtengao do
GSH, foram adicionados 4 ml de glutationa redutase + 100 ul de NADPH (nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato reduzida) 0,4 mM. A amostra foi mantida na luz por 20 minutos e
realizada a leitura em espectrofotometro (A =412 nm), obtendo-se a glutationa total (GSH total).
O contetdo de glutationa oxidada (GSSG) foi calculado pela subtracdo entre GSH total e GSH
reduzida. Também foram calculadas as razbes GSH/GSH+GSSG, com a finalidade de

determinar a capacidade de oxirreducdo da glutationa (Szalai 2009).

2.12.3. Superdxido dismutase (SOD)

O material vegetal (400 mg folhas) foi homogeneizado com 15 mg de PVPP (polivinil
polipinolidona) 0,5% e solucdo extracdo (tampéo fosfato 50 mM pH 7,5 contendo EDTA-Na2
1 mM, NaCl 50 mM e &cido ascorbico 1 mM) em misturador mecanico. O extrato foi
centrifugado a 10.000 rpm a 2 °C, por 25 minutos. O sobrenadante foi coletado e transferido
para tubos de ensaio. A amostra principal foi separada em 2 sub-amostras. Na primeira, aos
extratos foram adicionados 500 pul EDTA-Na2 0,54 mM, 500 pl metionina 0,13 mM, 800 pl
tampéo fosfato de potassio 0,1 M pH 7,0, 500 pl NBT (azul p-nitrotetrazolio) 0,44 mM e 200
ul riboflavina 1 mM e exposta a luz fluorescente (80 W) por 60 min. Na segunda subamostra,
0 extrato foi preparado seguindo 0 mesmo procedimento, porém as amostras foram mantidas

no escuro pelo mesmo periodo. Em espectrofotémetro (A = 560 nm), foi medida a diferenca
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entre as absorbancias do extrato exposto a luz fluorescente (amostra) e 0 mantido no escuro
(branco). A atividade da SOD foi determinada pela diferenca entre as absorbancias, que se
baseia na inibicéo da reducdo do NBT pela dismutacéo enzimatica do superéxido. Uma unidade
de SOD foi definida como a quantidade de enzima SOD que cause 50% de inibi¢c&o da redugéo

de NBT (Zeng et al. 2019).

2.13. Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental foi em blocos inteiramente casualizados, composto por 5 blocos
com 5 tratamentos e 20 plantas por parcela, totalizando 100 plantas de cada espécie. Os dados
foram submetidos a analise de variancia de 2 fatores (two-way ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) para avaliagdo das diferencas entre tratamentos e
espécies, utilizando o pacote estatistico Sisvar 5.7. Os pardmetros de trocas gasosas foram

submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguida de analises de regressdo (p < 0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Teores de cobre no solo
Os teores de cobre no solo (mg Cu dm) ao final do experimento foram 4,1; 11,3; 21,6;
25,6 e 31,2 (S. terebinthifolia) e 2,2; 9,0; 17,8; 23,8 e 28,3 (E. uniflora) nos tratamentos 0, 60,
120, 180 ou 240 (mg Cu kg™) respectivamente (Figura 3), mostrando o aumento na
concentracédo de cobre no solo, com o0 aumento da concentracdo de cobre na solugédo nutritiva.
Os solos dos tratamentos 0 e 60 mg Cu kg™ apresentaram os menores valores de cobre no solo
de cultivo das espécies, ndo havendo diferencas entre os tratamentos (p > 0,05). As maiores
concentragdes de cobre foram observadas nos tratamentos 120, 180 e 240 mg Cu kg™ no solo
com S. terebinthifolia, enquanto no solo com E. uniflora as maiores concentragdes de cobre
foram observadas nos tratamentos 180 e 240 mg Cu kg™. Ndo houve diferenca estatistica para

as concentracdes de cobre no solo entre S. terebinthifolia e E. uniflora em todos os tratamentos.

Teores de cobre no solo

w
(6)]
)

0 60 120 180 240
mg Cu kg solo

m S. terebinthifolia E. uniflora

Figura 3. Teores de cobre nos solos cultivados com S. terebinthifolia e E. uniflora. Médias
seguidas de letras iguais nédo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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As concentracdes de cobre no solo ao final do experimento apresentaram valores
inferiores aos aplicados nos tratamentos e em relagdo ao valor de prevencdo da CETESB (60
mg Cu kg™?) para solos contaminados com cobre (CETESB 2016). A disponibilidade de cobre
no solo ¢ influenciada pelo tipo de solo, pH, teor de matéria organica, quantidade de particulas
de argila, umidade do solo, temperatura, permeabilidade e, presenca de diferentes ions
metélicos e seus Oxidos nos solos (Wang et al. 2015, Zhao et al. 2018, Campillo-Cora et al.
2020). O cobre é o metal pesado mais imdvel do sistema solo devido a sua alta afinidade pela
matéria organica e oxidos de Fe e Mg, via processos de quelacdo e complexacgdo, tornando-o
insolGvel (Zhou et al. 2017). Além disso, os ions cupricos sdo fortemente adsorvidos pelas
particulas argilosas negativamente carregadas do solo, formando complexos organicos
altamente estaveis (Taiz et al. 2017, Gonzaga et al. 2020). A presenca de altas concentraces
de matéria orgéanica dissolvida no solo também aumenta o nimero de sitios de adsorcéo e tem
como consequéncia aumento na imobilizacdo do elemento e diminuicdo na atividade dos ions
livres de Cu?* (Laurent et al. 2019). Em contrapartida, o cobre em pH &cido (< 7,0) possui maior
solubilidade e biodisponibilidade, sendo descomplexado da matéria organica e mantendo-se em
condigdes idnicas (Cu?"), capaz de ser absorvido pelas raizes (Campillo-Cora et al. 2019). A
diminuicdo do pH do solo, reduz o nimero de sitios negativos na superficie das particulas
coloidais do solo, nas quais agregam-se 0s ions de cobre, resultando na diminuicdo da
capacidade de retencdo de ions pelo solo e aumento na sua mobilidade e disponibilidade
(Gonzaga et al. 2020). A alta concentracéo de cobre em condicdes idnicas promovida pelo baixo
pH, aumenta a biodisponibilidade e permite a absor¢do do elemento pelas raizes (Zhou et al.
2017). Portanto, devido as caracteristicas do solo utilizado no experimento (&cido e pouco
argiloso) favorecerem a biodisponibilidade do cobre (Nakazato et al. 2021), a maior parte do
cobre adicionado ao solo foi absorvido pelas espécies e, e desta forma os valores finais foram

inferiores aos aplicados, e também inferiores ao valor de referéncia estabelecido pela CETESB.
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3.2. Concentracgéo de cobre nos tecidos vegetais
Conforme esperado, S. terebinthifolia apresentou os menores valores de concentragdo
de cobre nas raizes no tratamento controle (41,0 mg Cu kg?), enquanto os maiores valores
foram observados nos tratamentos 180 e 240 mg Cu kg! (88,3 e 84,3 mg Cu kg¥,
respectivamente) (Figura 4 a). S. terebinthifolia apresentou concentracdo de cobre
significativamente maior nas raizes (41,0 — 88,3 mg Cu kg™), em comparagdo com as folhas
novas (4,0 — 6,0 mg Cu kg™), folhas velhas (5,3 — 6,3 mg Cu kg™) e caule (4,0 — 6,3 mg Cu kg
1y em todos os tratamentos. N&o houve diferenca na concentragdo de cobre entre folhas novas,

folhas velhas e caule em todos os tratamentos.

Da mesma forma, E. uniflora também apresentou os menores valores de concentracdo
de cobre nas raizes no tratamento controle (12,7 mg Cu kg™?), enquanto os maiores valores
foram observados nos tratamentos 120, 180 e 240 mg Cu kg™ (25,7; 33,7 e 34,3 mg Cu kg*,
respectivamente) (Figura 4 b). E. uniflora ndo apresentou diferenca entre tratamentos para as
concentracdes de cobre nas folhas novas, folhas velhas e caule. E. uniflora apresentou maior
concentracio de cobre nas raizes (25,7 mg Cu kg) em comparagéo com o caule (13,0 mg Cu
kg™?) no tratamento 120 mg Cu kg™ e maior concentragio de cobre nas raizes (33,7 e 34,3 mg
Cu kg?) em comparagéo com folhas novas (19,0 e 18,3 mg Cu kg?), folhas velhas (18,7 e 20,7
mg Cu kg?') e caule (13,7 e 11,7 mg Cu kg?) nos tratamentos 180 e 240 mg Cu kg™.
Comparando-se as duas espécies, S. terebinthifolia apresentou maior concentracao de cobre nas
raizes do que E. uniflora nos tratamentos 60, 120, 180 e 240 mg Cu kg*. N&o houve diferenca
na concentragdo de cobre nas folhas novas, folhas velhas e caule entre as espécies, em todos 0s

tratamentos.
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Concentracao de cobre nos tecidos vegetais a

100 - A

Aa*

mg Cu kg! massa seca

Ac Abc Aab Aa Aa

mg Cu kgl massa seca

0 60 120 180 240
mg Cu kg solo

Folhas novas Folhas velnas mCaule mRaiz
Figura 4. Concentracdo de cobre em folhas novas, folhas velhas, caule e raizes de S.
terebinthifolia (a) e E. uniflora (b). Letras maiGsculas comparam entre 6rgdos e minusculas

entre tratamentos. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. * Indica diferenca entre as espécies dentro de cada érgdo e tratamento.

S. terebinthifolia e E. uniflora apresentaram aumento na concentragdo de cobre nas
raizes conforme aumento na concentragdo de cobre aplicada ao solo, sendo que a concentracéo
de cobre no solo apresentou valores inferiores aos aplicados nos tratamentos ao final do
experimento (Figura 3). Isso indica que, apesar de parte do cobre ter sido retido no solo
(possivelmente na forma indisponivel), a maior parte do cobre adicionado ao solo foi
efetivamente absorvida pelas raizes de S. terebinthifolia e E. uniflora, e incorporado aos tecidos
vegetais. O cobre do solo é absorvido via simplasto pelas plantas através das células

epidérmicas da raiz, que em seguida o transferem para o cortex através do parénquima,
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endoderme e xilema (Taiz et al. 2017). A absorc¢éo pode ser realizada através de difusdo passiva
simples através da membrana plasmatica ou a partir do o auxilio de diversos transportadores
especificos de metais pesados localizados na membrana plasmatica que trabalham em
coordenagdo com outras moléculas transportadoras de metal (sequestradores, quelantes, e
acompanhantes de cobre) (Printz et al. 2016, Comin et al. 2018). Os principais transportadores
especificos envolvidos na captacdo, absorcao e transporte de cobre sdo P-type ATPase (HMAL
-HMA8), COPT/Ctr-like e transportadores ZIP, além de transportadores ndo especificos da
familia NRAMP (Kumar et al. 2020).

Ap0s a absorc¢do, o cobre é acumulado nas células radiculares e, pouco ou nenhum
aumento na concentracdo desse elemento nos demais 6rgaos € observado. Isso se deve pelas
caracteristicas das células que compdem o sistema radicular, que apresentam grupos
moleculares de alta afinidade pelo cobre (como por exemplo, pectinas), que promovem acimulo
nas raizes e limitam a mobilidade através da planta (Colzi et al. 2012, Ambrosini et al. 2017).
As espécies apresentaram acimulo de cobre nas raizes, sendo que S. terebinthifolia apresentou
maior acimulo radicular que E. uniflora. Os resultados obtidos corroboram com Zabotto et al.
(2020), no qual foi verificado que a espécie S. terebinthifolia apresenta elevado acimulo de
cobre na raiz, enquanto E. uniflora apresenta maior translocacdo para as folhas e menor
acumulo nas raizes. Tratando-se de espécies arboreas nativas da Mata Atlantica, devido a alta
biodiversidade e distintas estratégias de crescimento e tolerancias contra estressores ambientais,
0 acumulo e retengdo de cobre nas raizes ocorre em diferentes intensidades. Por exemplo,
Myracrodruon urundeuva acumula elevadas concentracfes de cobre nas raizes enquanto
Cedrela fissilis apresenta maior translocacdo do metal para as folhas (Asensio et al. 2019).
Senna multijuga acumula cerca de 3 vezes mais cobre nas raizes do que a espécie Erythrina
crista-galli (Marco et al. 2016). A espécie pioneira Bauhinia forficata possui maior capacidade
de acimulo radicular de cobre do que a pioneira Enterolobium contortisiliquum e a ndo pioneira

Pterogyne nitens (Silva et al. 2015). Portanto, o acimulo radicular de cobre ocorre de forma
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espécie-especifica, podendo apresentar acumulos divergentes entre espécies, principalmente
entre espécies de diferentes grupos sucessionais, como S. terebinthifolia e E. uniflora. Ainda,
visto que as espécies absorveram o cobre adicionado ao solo e acumularam-no nas raizes, S.
terebinthifolia e E. uniflora apresentam caracteristicas favoraveis para serem indicadas em
programas de restauragdo em ambientes contaminados com altas concentragdes de cobre no

solo.

3.3. Indice de translocacao (It) e Fator de bioacumulagéo (Fb)

S. terebinthifolia apresentou os maiores valores de It no tratamento controle (0,26) e 0s
menores valores nos tratamentos 120, 180 e 240 mg Cu kg™ (0,15; 0,13 e 0,14, respectivamente)
(Tabela 3). S. terebinthifolia apresentou os maiores valores de Fb no tratamento 60 mg Cu kg
1 (4,79) e os menores valores no tratamento 240 mg Cu kg™ (2,87) (Tabela 3). E. uniflora
apresentou os maiores valores de It no tratamento controle (2,44) e os menores valores nos
tratamentos 120, 180 e 240 mg Cu kg™ (1,25; 1,06 e 0,95, respectivamente). E. uniflora nio
apresentou diferencas para Fb entre tratamentos. S. terebinthifolia apresentou menor It e maior

Fb que E. uniflora em todos os tratamentos.
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Tabela 3. indice de translocagéo e fator de bioacumulagio de S. terebinthifolia e E. uniflora.

Tratamentos  Indice de Fator de
Espécie ., translocagéo bioacumulagéo
(mg Cukg™) (It) (Fb)
0 0,26 a -
60 0,17 ab 479 Aa *

S. terebinthifolia 120 0,15 b 3,55 Aab*
180 0,13 b 3,48 A ab*
240 014 b 2,87 A b*

0 2,44 a * -
60 1,71 ab* 2,02 Aa
E. uniflora 120 1,25 b* 157 Aa

180 1,06 b* 1,40 Aa
240 0,95 b* 1,22 Aa

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. * Indica diferenca entre as espécies dentro de cada tratamento.

S. terebinthifolia e E. uniflora apresentaram reducéo no indice de Translocagdo com o
aumento da concentracdo de cobre no solo; contudo foi possivel observar que S. terebinthifolia
apresentou menor translocacdo que E. uniflora em todos os tratamentos. Ap6s a absor¢édo
radicular, o cobre pode ser transportado através do xilema nas formas iénicas Cu* ou Cu?* livre,
mas geralmente é feito na forma complexada com metalotioneinas, nicotinamidas, histidinas,
entre outros (Deng et al. 2013, Printz et al. 2016). A translocacao eficiente do cobre das raizes
para a parte aérea é realizada através do xilema por meio de transportadores especificos de
metais pesados e proteinas de captacdo de cobre altamente seletivas (Printz et al. 2016). Em
situacOes de toxidez, a translocacdo de cobre das raizes para as partes aéreas € limitada e o
acumulo ocorre no sistema radicular da maioria das espécies vegetais. A propria fitotoxidez do
cobre pode ser responsavel pela baixa translocagédo deste, pois o0 estresse causado pelo excesso
de cobre causa alteracdes na funcionalidade das raizes, levando a reducdo na absor¢éo de agua
e solutos do solo (Farias et al. 2018). Como resposta ao excesso de cobre no solo, algumas
espéecies vegetais podem apresentar alteracbes anatdbmicas no sistema radicular, como o

aumento da area do apoplasto (espaco existente exteriormente a membrana plasmatica)
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(Ambrosini et al. 2015). O cobre possui forte interacdo com grupos tiois (-SH) de enzimas e
proteinas presentes no apoplasto das células radiculares (Yruela 2009); portanto, a expansdo da
area apoplastica aumenta o numero de grupos moleculares que interagem com o cobre,
consequentemente ocasionando seu acumulo nas raizes (Girotto et al. 2016).

Algumas espécies apresentam mecanismos ativos de retencdo radicular e limitacdo na
translocacdo de metais pesados para as partes aereas, sendo essa capacidade indicativo de
tolerancia contra metais pesados (Vendruscolo et al. 2018). A restri¢do na translocacéo de cobre
para a parte aérea em situacdes de toxicidade é o padrdo de comportamento mais comum
encontrado em diversas espécies de diferentes grupos funcionais e familias boténicas (Tiecher
et al. 2017, Marques et al. 2018, Li et al. 2019b, Torasa et al. 2019). A resposta é resultado de
mecanismos de tolerancia desenvolvidos contra os efeitos tdxicos causados pelo excesso de
metais pesados, que buscam diminuir a mobilidade e evitar o transporte do metal para as partes
aéreas que sdo mais sensiveis, preservando as atividades metabdlicas, protegendo o aparato
fotossintético, e mitigando potenciais efeitos prejudiciais no crescimento e desenvolvimento
vegetal (Comin et al. 2018, Zeng et al. 2019). As principais estratégias de retencdo radicular de
cobre das plantas superiores sdo a quelacdo, sequestro e armazenamento dos ions de cobre no
vactolo (Klaumann et al. 2011, Kumar et al. 2020). Como S. terebinthifolia e E. uniflora
apresentaram reducédo na translocacdo com o aumento de cobre no solo, isso evidencia que as
especies apresentam mecanismos eficientes de restricdo do cobre nas raizes e limitada
translocacédo, protegendo os orgdos fotossintetizantes mais sensiveis. As diferentes taxas de
translocacdo e acumulo de cobre nas raizes entre S. terebinthifolia e E. uniflora podem ser
devidas a diferentes niveis de mecanismos bioquimicos de retencédo radicular que cada especie
vegetal apresenta (Silva et al. 2015).

Conforme as concentracGes de cobre aplicadas ao solo aumentaram, os fatores de
bioacumulacéo para S. terebinthifolia e E. uniflora reduziram significativamente, implicando

que as raizes atingiram o ponto de saturacdo de absorcao de cobre, diminuindo a sua absor¢édo
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(Chua et al. 2019). S. terebinthifolia apresentou maior Fb que E. uniflora em todos os
tratamentos, sinalizando maior capacidade de absorcéo e acimulo de cobre nas raizes. Ainda,
S. terebinthifolia apresentou fator de bioacumulacéo > 1 e indice de translocacéo < 1, o que
significa que a espécie é capaz de extrair cobre do solo, mas ndo transloca o metal para a parte
aeérea, restringindo-o nas raizes. A fitoestabilizagcdo € o processo de estabilizar / imobilizar o
poluente (neste caso o cobre), diminuindo sua mobilidade no solo por meio da complexacéao da
rizosfera e/ou acumulacdo de raizes (Sarwar et al. 2017). Espécies vegetais podem ser
classificadas como fitoestabilizadoras de metais pesados quando sdo capazes de tolerar altas
concentracOes do elemento sem sinais de toxicidade (Ali et al. 2013), além de apresentarem
alto fator de bioacumulacdo no tecido radicular (Fb > 1), e baixo indice de translocacdo para as
partes aéreas (It < 1) (Shackira & Puthur 2019). Como S. terebinthifolia apresentou baixo indice
de translocacao de cobre e alto fator de bioacumulacéo nas raizes, a espécie apresenta potencial
para ser indicada como fitoestabilizadora de cobre. E. uniflora apresentou alta capacidade de
absorcdo de cobre sem sintomas visuais de toxicidade, demonstrando ser espécie tolerante ao
excesso de cobre. Porém, em comparacdo com a espécie pioneira, E. uniflora apresentou menor
acumulo de cobre nas raizes com maior translocacdo para a parte aérea e, portanto, baixo

potencial para ser indicada como espécie fitorremediadora de cobre.

3.4. Teor relativo de clorofila (SPAD) e concentragdo de pigmentos fotossintéticos
S. terebinthifolia e E. uniflora ndo apresentaram diferenca entre tratamentos para 0s
teores relativos de clorofila (indice SPAD), concentracdo dos pigmentos clorofila a, b, total (a

+ b) e carotenoides, e razdo clorofila a/b (Tabela 4).
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Tabela 4. Teor relativo de clorofila e concentragdo de pigmentos fotossintéticos de S.
terebinthifolia e E. uniflora.

Tratamentos  Indice Chl a Chlb Chla+b Carotenoides Chla/b

Especie (mgCukg?) SPAD oo L e —— -
0 493a 029a 0,12a 0,42 a 0,08 a 2,41 a
60 48,0a 027a 0,11a 0,38 a 0,07 a 2,45 a
e r?t'hifolia 120 477a 026a 0lla 037a 007a  245a
180 459a 025a 0,10a 0,35a 0,06 a 2,45 a
240 490a 028a 0,13a 0,41a 0,07 a 2,20 a
0 411a 022a 0,12a 0,35a 0,08 a 1,87 a
60 40,1a 0,20a 0,11a 0,31a 0,07 a 1,85a
E. uniflora 120 396a 020a 011a 0,31a 0,07 a 1,83 a
180 39,1a 0,19a 0,11la 0,30 a 0,07 a 1,85a
240 408a 0,23a 0,12a 0,35a 0,07 a 1,95a

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

N&o houve efeitos negativos na concentracdo de pigmentos e teores relativos de clorofila
em plantas de S. terebinthifolia e E. uniflora crescidas em todos os tratamentos. Sob condicdes
de toxicidade por cobre, as plantas geralmente apresentam reducdo na biossintese e diminuigédo
na concentracdo de pigmentos fotossintéticos nos tecidos foliares (Goswami & Das 2016,
Zaouali et al. 2020). Assim como outros metais pesados, 0 excesso de cobre pode provocar
desbalancos nutricionais e induzir deficiéncia de outros elementos essenciais nas plantas,
acarretando a diminuicdo nos teores totais de clorofila nas folhas devido a interferéncia no
fornecimento de nutrientes para a biossintese da clorofila (Shams et al. 2019). O excesso de
cobre nos tecidos foliares pode levar a substituicdo do Mg central da clorofila pelo cobre,
reduzindo/inviabilizando a atuacdo deste pigmento no processo fotossintético de absorcao de
luz (Girotto et al. 2016) e alteracdo na composicdo proteica das membranas fotossintéticas,
impactando negativamente no processo de utilizacdo da luz (Kumar et al. 2020). O excesso de
cobre nas células foliares pode desencadear modificagcbes ultra estruturais como a

desorganizacdo das membranas do cloroplasto e tilacéides, inchaco dos tilacéides e aumento
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do espagco intertilacoidal, e ruptura da membrana dupla externa e interna ao redor do cloroplasto,
além de provocar auséncia de grdos de amido no estroma (Souza et al. 2014).

No entanto, os efeitos deletérios na sintese e concentracdo de pigmentos fotossintéticos
sob toxicidade por cobre ocorrem apenas quando as concentragcfes estdo com niveis elevados
nas folhas (Saleem et al. 2020). A restricdo e acimulo de cobre nas raizes em detrimento da
translocacdo para a parte aérea, atua como forma de preservar as atividades metabdlicas e
mitigar os potenciais danos ao aparato fotossintético (Marques et al. 2018, Torasa et al. 2019).
Portanto, os efeitos fitotdxicos do cobre na biossintese e concentracdo de pigmentos
fotossintéticos foram evitados devido a retencdo e acimulo de cobre nas raizes, demonstrando
que esse mecanismo de protecdo foi eficaz na preservacdo da integridade dos pigmentos

fotossintéticos.

3.5. Trocas gasosas foliares

S. terebinthifolia e E. uniflora apresentaram tendéncia de aumento (ndo significativa)
na assimilacdo liquida de carbono (A) com o0 aumento inicial da concentracdo de cobre, seguido
de declinio em concentracdes superiores (Figura 5 a). S. terebinthifolia apresentou tendéncia de
declinio linear (ndo significativo) na condutancia estomatica (gs) (Figura 5 b) e na transpiracédo
foliar (E) (Figura 5 c), enquanto E. uniflora apresentou aumento linear significativo nestes
pardmetros conforme aumento da concentracdo de cobre. S. terebinthifolia apresentou
tendéncia de aumento linear (ndo significativo) da concentracéo de carbono intercelular (Ci),
enquanto E. uniflora apresentou reducgéo significativa deste parametro com o aumento inicial
da concentracdo de cobre, seguido de aumento significativo em concentracbes superiores

(Figura 5 d).
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Figura 5. Assimilagdo liquida de CO; (a), condutancia estomatica (b), transpiragdo foliar (c),
concentragéo de carbono intercelular (d) de S. terebinthifolia e E. uniflora.
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S. terebinthifolia e E. uniflora apresentaram tendéncia de declinio na assimilacéo liquida

de CO- (A) quando cultivadas nos solos com as maiores concentragdo de cobre. Embora néo
significativa, a tendéncia de declinio na A de S. terebinthifolia e E. uniflora conforme aumento
na concentracdo de cobre no solo indica que concentragdes superiores de cobre, ou maior tempo
de cultivo em solo contaminado, provavelmente resultardo em diminuigdo significativa da
assimilacdo de carbono. A tendéncia de diminuicdo na A foi acompanhada de aumento da Ci
nas maiores concentracfes de cobre aplicadas. Isso sugere que a tendéncia de diminuigdo na A
em resposta ao estresse por cobre pode estar relacionada com limitagcdes ndo estomaticas, visto
que a entrada de CO2 ndo foi prejudicada. Diminui¢cdo na A juntamente com aumento ou
inalteracdo na Ci, é um padrdo verificado em diversas espécies cultivadas em substratos
contaminados com excesso de cobre (Vinit-Dunand et al. 2002; Kevat & Sharma 2016, Li et
al. 2019b). Altas concentracGes de cobre provocam alteracdes ultra estruturais nas células
radiculares, como plasmolise das células, retracdo do tonoplasto e ruptura/disfuncdo da
membrana plasmatica (Souza et al. 2014), e alteracbes morfolégicas como a reducdo do
comprimento, aérea especifica, didmetro médio, volume e biomassa seca (Marques et al. 2018).
Alteracbes na morfologia e funcionalidade das raizes, causam alteracdes na absorcédo,
distribuicdo, mobilizacdo e regulacdo de outros nutrientes essenciais (Janicka-Russak et al.
2012, Marques et al. 2018, Zaouali et al. 2020). A alteragdo na homeostase juntamente com
distdrbios nutricionais, podem levar a diminuicdo na taxa de assimilagéo liquida de carbono
pelas plantas, ocasionada por diminui¢do na atividade da RuBisCO (Ribulose-1,5-Bisfosfato
Carboxilase Oxigenasse) e na efetividade do ciclo de Calvin-Benson (Demirevska-Kepova et
al. 2004, Shahbaz et al. 2015, Suganami et al. 2020). Portanto, visto que a entrada de CO2 nédo
foi prejudicada, os efeitos adversos do excesso de cobre na regulacdo homeostatica, aquisicdo
e mobilidade de agua e nutrientes, possivelmente foram os fatores causadores das alteracdes na
transpiracdo e condutancia estomatica das espécies, bem como na tendéncia de diminuigédo na

assimilacdo de carbono em S. terebinthifolia e E. uniflora.
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Os resultados evidenciam que altas concentrages de cobre no solo podem afetar as

trocas gasosas foliares de S. terebinthifolia e E. uniflora, mesmo quando o elemento € retido
nas raizes. Ainda, com excecdo da assimilagdo de carbono, S. terebinthifolia e E. uniflora
apresentam respostas fisiologicas distintas nas trocas gasosas foliares frente ao aumento da

concentragéo de cobre no solo.

3.6. Fluorescéncia da clorofila
S. terebinthifolia e E. uniflora ndo apresentaram diferencas entre tratamentos para a

fluorescéncia da clorofila (Figura 6).
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Figura 6. Fluorescéncia da clorofila de S. terebinthifolia e E. uniflora. Médias seguidas de
letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A razéo Fv/Fm representa o rendimento quéantico maximo do fotossitema 2 (PSII) que
pode ser interpretado como a eficiéncia maxima da utlizacdo da luz pelas clorofilas
(Campostrini 2001). Os parametros relacionados com a fluorescéncia da clorofila (como a razéo
Fv/Fm) séo frequentemente utilizados para determinar a eficiéncia fotossintética de plantas e
detectar alteracdes quando cultivadas sob estresse (Kalaji et al. 2016). Diversos estudos
identificaram que o0 excesso de cobre pode causar impactos significativos na fluorescéncia da
clorofila em plantas. Por exemplo, Alternanthera tenella cultivada in vitro apresenta reducéo

em diversos parametros relacionados com a fluorescéncia quando cultivada sob altas
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concentragfes de cobre, como a reducgdo na atividade potencial do PSII, no nimero total de
centros de reagdo ativos, na taxa de transporte de elétrons, e no rendimento quéantico
fotoquimico maximo do PSII (Fv/Fm) (Martins et al. 2020). A toxicidade por cobre em
Helianthus annuus induz ao aumento das fluorescéncias minima (Fo), maxima (Fm) e variavel
(Fv), além de diminuicdo do numero de transportadores de elétrons por centro de reacéo,
causando impactos negativos no complexo de captura de luz (LHC) (Ouzounidou & llias 2005).
O excesso de cobre em Ipomoea batatas provoca a redugdo da atividade fotoquimica com
aumento da dissipacdo da energia luminosa do PSII (Cuchiara et al. 2015).Sob condicdes de
toxicidade por cobre, a regido receptora de elétrons (oxidante) do PSII é negativamente afetada,
ocasionando diminui¢do na constante de taxa de captura de energia pelos centros de reagéo (Li
et al. 2019b). O PSII é o complexo do aparato fotossintetizante mais sensivel a toxicidade do
cobre, e a reducdo na eficiéncia quéntica de PSIl (Fv/Fm) é comumente observada como
resultado deste estresse (Santabarbara et al. 2019). Além da diminuicdo na recepc¢do de
elétrons no PSII, a toxicidade por cobre também leva a reducdo na taxa de transporte de elétrons
(ETR) do PSII para os aceptores de elétrons no fotossistema 1 (PSI), acarretando em reducédo
na eficiéncia do processo fotossintético, além de proporcionar aumento de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (Gonzalez-Mendoza et al. 2013).

Reducdo na razdo Fv/Fm indica que parte da energia luminosa absorvida é perdida
através de re-emissdo na forma de florescéncia ou na forma de calor, e portanto, sinaliza
diminuicdo na utilizacdo da luz para os processos fotossintético, pois (Goltsev et al. 2016). No
entanto, o excesso de cobre se torna prejudcial para a eficiéncia no uso da luz pelas clorofilas
quando estd em altas concentragdes nos tecidos responsaveis pela captagéo e utilizacéo da luz.
Como S. terebinthifolia e E. uniflora foram capazes de acumular o excesso de cobre nas raizes
e evitaram que quantidades excessivas deste metal pesado fossem para a parte aérea e se
acumulassem nas folhas, isso indica que danos diretos aos centros de reacdo dos fotossistemas

foram evitados. Dessa forma, a retencéo radicular em S. terebinthifolia e E. uniflora demonstrou
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ser um eficiente mecanismo de protecdo contra possiveis danos causados pelo excesso de cobre

na utilizacdo da luz pelas clorofilas.

3.7. Biometria e Biomassa

S. terebinthifolia ndo apresentou diferencas entre tratamentos para as variaveis altura e
diametro do caule (Figura 7 a-b). E. uniflora apresentou os maiores valores de altura no
tratamento controle (54 cm), enquanto os menores valores foram observados nos tratamentos
60 e 180 mg Cu kg (48 e 49 cm, respectivamente) (Figura 7 c). E. uniflora ndo apresentou

diferenca entre tratamentos para a variavel diametro do caule (Figura 7 d).
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Figura 7. Altura e diametro de S. terebinthifolia (a-b) e E. uniflora (c-d). Médias seguidas de
letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

S. terebinthifolia apresentou os maiores valores de MFF (Figura 8 a) e MSF (Figura 9
a) no tratamento 60 mg Cu kg™ (30,2 e 10,7, respectivamente), enquanto os menores valores
foram observados no tratamento 240 mg Cu kg* (26,5 e 9,0, respectivamente). S. terebinthifolia
ndo apresentou diferenca entre tratamentos para MFC, MFR, MFT (Figuras 8 b-d) e para MSC,
MSR e MST (Figura 9 b-d). E. uniflora ndo apresentou diferenga entre tratamentos para as a

variaveis de biomassa fresca (Figuras 8 e-h) e seca (Figuras 9 e-h).
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Figura 8. Massa fresca das folhas (MFF), caule (MFC), raizes (MFR) e total (MFT) de S.
terebinthifolia (a-d) e E. uniflora (e-h). Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 9. Massa seca das folhas (MSF), caule (MSC), raizes (MSR) e total (MST) de S.
terebinthifolia (a-d) e E. uniflora (e-h). Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.



36
A espécie pioneira S. terebinthifolia apresentou redugdo nas biomassas fresca e seca das
folhas, mas ndo apresentou alteracéo para a altura e didmetro do caule; enquanto a espécie ndo
pioneira E. uniflora apresentou diminuicdo na altura, mas ndo apresentou alteragédo na
biomassa. Respostas distintas na biometria e biomassa sdo observadas em diferentes espécies
arbéreas nativas da Mata Atlantica cultivadas em solos contaminados com cobre; dependendo
ndo apenas da espécie, mas também da concentracdo e do tempo de exposi¢do ao cobre. Por
exemplo, Bauhinia forficata e Pterogyne nitens apresentam reducéo linear na biomassa total
conforme aumento de cobre no solo, enquanto Enterolobium contortisiliguum demonstra
crescimento inicial na biomassa com baixas concentracdes de cobre, seguido de diminuicdo em
concentragdes superiores (Silva et al. 2015). Cedrella fissilis e Enterolobium contortisiliquum
apresentam comportamento similar com aumento de matéria seca nas doses iniciais, seguido de
diminuigdo em maiores concentracdes de cobre (Caires et al. 2011). Erythrina crista-galli
apresenta reducdo linear na altura e aumento de diametro em baixas concentragdes com reducéo
em doses superiores; enquanto Senna multijuga apresenta reducdo quadratica na altura com
reducdo linear no didmetro (Marco et al. 2016). Peltophorum dubium apresenta decréscimo na
altura, didmetro, biomassa da parte aérea e radicular, e comprimento e area superficial
especifica radicular (Silva et al. 2010). De forma similar, a espécie ndo pioneira Luehea
divaricata apresenta 0 mesmo comportamento em todos os parametros acima mencionados,
enquanto a espécie pioneira S. terebinthifolia ndo apresenta alteracdes (Silva et al. 2011).
Cedrella fissilis apresenta diminuicdo na biomassa da parte aérea e aumento na biomassa
radicular, enquanto Myracrodruon urundeuva ndo apresenta diferenca na biomassa quando
cultivada sob altas concentracGes de cobre no solo (Asensio et al. 2019).
S. terebinthifolia apresentou aumento inicial na biomassa seca das folhas e E. uniflora
em altura, seguido de diminuicdo dos parametros. Esse aumento inicial provavelmente se deve
a essencialidade do cobre para o crescimento e desenvolvimento vegetal quando em

concentracdes adequadas (Barker & Pealbem 2015). Contudo, o excesso de cobre afeta
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negativamente a morfologia e funcionalidade dos tecidos vegetais, e causam efeitos fitotoxicos
ao metabolismo, reduzindo a biomassa e 0s parametros biométricos como consequéncia das
alteragBes morfoldgicas (Lalau et al. 2015, Zang et al. 2020). O excesso de cobre causa danos
ultraestruturais nas células radiculares, prejudicando o crescimento e funcionalidade das raizes,
impactando negativamente a absorcdo de &gua e nutrientes (Souza et al. 2014, Li et al. 2019b),
podendo ser fator determinante para a reducdo da biomassa e pardmetros biométricos de
espécies arboreas (Yuan et al. 2018). Dessa forma, as alteragdes na absorcdo de agua e
nutrientes pelas raizes, bem como mudancas na homeostase nutricional, provavelmente foram
os fatores que culminaram na reducdo dos paramétricos biométricos de S. terebinthifolia e E.
uniflora cultivadas sob excesso de cobre. Porém, S. terebinthifolia e E. uniflora apresentaram
distintos impactos na biometria e biomassa, indicando que as diferentes respostas fisioldgicas
(acumulo radicular, taxas de translocacdo e trocas gasosas) possuem influéncia na resposta
morfolégica de cada espécie frente ao aumento da concentragdo de cobre no solo. Ainda que S.
terebinthifolia e E. uniflora apresentaram diminuicao na taxa de crescimento e na producdo de
biomassa, as espécies ndo apresentaram anormalidades no desenvolvimento nem sintomas
visiveis de toxicidade. Portanto, as espécies demonstram ser tolerantes e possuem capacidade

de crescimento e desenvolvimento em solos contaminados pelo excesso de cobre.

3.8. Antioxidantes

S. terebinthifolia e E. uniflora ndo apresentaram diferengas entre tratamentos para a
concentracdo de acido ascorbico reduzido (AA), oxidado (DHA), total (AA+DHA), e para a
razdo oxidado/total (AA/AA+DHA) (Figuras 10 a-d). S. terebinthifolia e E. uniflora ndo
apresentaram diferenca entre tratamentos para glutationa reduzida (GSH), oxidada (GSSG),
total (GSH+GSSG) e para a razdo oxidado/total (GSH/GSH+GSSG) (Figuras 10 e-h). S.
terebinthifolia apresentou maiores valores de AA (Figura 10 a) e AA+DHA (Figura 10 c) que
E. uniflora em todos os tratamentos; e maiores valores de AA/AA+DHA (Figura 10 d) nos

tratamentos 60, 120 e 180 mg Cu kg™. S. terebinthifolia apresentou maiores valores de GSH
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(Figura 10 e) que E. uniflora nos tratamentos controle e 60 mg Cu kg™; e maiores valores de

GSH+GSSG (Figura 10 g) nos tratamentos controle, 60 e 120 mg Cu kg™.
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Figura 10. Concentragdo de &cido ascérbico nas formas reduzida (a), oxidada (b) e total (c),
glutationa nas formas reduzida (e), oxidada (f) e total (g), e potencial de oxirreducéo do acido
ascorbico (d) e glutationa (h) de S. terebinthifolia e E. uniflora. Médias seguidas de letras iguais
ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. * Indica diferenca entre as
espécies dentro de cada tratamento.
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S. terebinthifolia e E. uniflora ndo apresentaram diferenca entre tratamentos para a

atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) (Figura 11).
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Figura 11. Atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) de S. terebinthifolia e E. uniflora.
Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Os niveis de antioxidantes ndo enzimaticos (AA) e enzimaticos (GSH e SOD) nas folhas
de S. terebinthifolia e E. uniflora ndo apresentaram alterac@es significativas entre tratamentos.
A exposicdo a altas concentracdes de cobre induzem a producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) nas folhas, diretamente via reacGes de Haber-Weiss e Fenton (Mahmud et al.
2019). O acumulo de EROs causa danos oxidativos aos componentes foliares, comumente
evidenciados pelo aumento nos niveis de malondialdeido (MDA) e vazamento de eletrolitos,
que sdo indicadores de peroxidacéo lipidica e danos celulares (Li et al. 2019b). De forma geral
espeécies vegetais cultivadas em solo com excesso de cobre elevam a sintese de antioxidantes
enzimaticos (Goswami & Das 2016, Tiecher et al. 2017, Saleem et al. 2020, Zaouali et al. 2020)
e ndo enzimaticos (Giampaoli et al. 2012, Adrees et al. 2015), a fim de evitar o estresse
oxidativo, combater o acimulo de EROs e promover a estabilidade oxidativa das células. A
sintese de moléculas antioxidantes em resposta a metais pesados possui comportamento

especie-especifica e cada molécula pode apresentar respostas diferentes das demais; podendo
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ser estimuladas, inibidas ou inalteradas dependendo da espécie e da concentracdo do metal
(Buapet et al. 2019, Zeng et al. 2019, Zaouali et al. 2020). Assim como o &cido ascérbico e a
glutationa, a atividade da enzima SOD também tende a aumentar em folhas (Drazkiewicz et al.
2004, Lombardi & Sebastiani 2005, Thounaojam et al. 2012) e raizes (Zhang et al. 2008) de
plantas submetidas ao excesso de cobre, mas estudos ja reportaram diminuicao na atividade da
SOD sob estas condic¢des (Palma et al. 1987, Luna et al. 1994, Weckx & Clijters 1996). S.
terebinthifolia e E. uniflora ndo apresentaram alteracfes na sintese de moléculas antioxidantes
nas folhas entre tratamentos provavelmente devido a retengdo do cobre nas raizes e inibi¢do da
translocacdo para a parte aérea, que preveniram o potencial estresse oxidativo nas folhas.

S. terebinthifolia apresentou maiores valores de antioxidantes ndo enzimaticos
reduzidos e totais do que E. uniflora. Altos teores de antioxidantes nas formas reduzida e total
sinalizam maior potencial tolerdncia basal em resposta a estressores oxidativos ambientais
(Brand&o et al. 2017). Portanto, isso indica que a espécie pioneira S. terebinthifolia possui maior
nivel basal de antioxidantes ndo enziméticos. Esses resultados vao de acordo com estudo
realizado em outras espécies arbdreas nativas da Mata Atlantica, onde constatou-se que espécies
pioneiras possuem o sistema antioxidante mais ativo do que espécies nao pioneiras (Esposito et
al. 2018). Outro importante indicativo de prevencao contra danos oxidativos é a capacidade de
oxirreducdo dos antioxidantes (razdo reduzido/total). S. terebinthifolia apresentou maior
capacidade de oxirreducdo do acido ascérbico que E. uniflora (exceto controle). Como a
capacidade de oxirreducéo sinaliza o potencial de atuacdo do antioxidante contra a excessiva
producdo de EROs (Burkey et al. 2006), é possivel inferir que S. terebinthifolia, além de
apresentar maior nivel basal, também possui um sistema antioxidante mais eficiente que E.
uniflora, e, portanto, maior capacidade de tolerancia contra o estresse oxidativo. Dessa forma
enquanto E. uniflora demonstra ser tolerante ao excesso de cobre no solo, S. terebinthifolia
apresenta alto potencial de utilizagdo em recuperacgéo de areas degradadas devido ao eficiente

sistema antioxidante, somado a maior capacidade de acumulo radicular de cobre.
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4, CONSIDERAQ@ES FINAIS

A partir dos resultados obtidos, foi possivel atingir os objetivos propostos pelo estudo.
A primeira hipétese foi parcialmente aceita, visto que o crescimento de S. terebinthifolia e E.
uniflora foi alterado pelas concentragdes de cobre utilizadas no experimento, mas ndo foram
suficientes para prejudicar o desenvolvimento das espécies. A segunda hipotese do estudo foi
confirmada, uma vez que S. terebinthifolia e E. uniflora apresentaram respostas fisioldgicas
distintas quando cultivadas em solos contaminados com concentragdes crescente de cobre no
solo.

A anélise quimica mostrou que o solo reteve parte do cobre adicionado, porém apresenta
caracteristicas favoraveis a biodisponibilidade e absorcéo de cobre pelas espécies vegetais. A
espécie pioneira S. terebinthifolia e a ndo pioneira E. uniflora, apresentam alta capacidade de
extracdo de cobre do solo aliado a comportamento de acimulo e restricdo radicular do cobre.
Entretanto, o0 acimulo nas raizes e a translocagdo do cobre para a parte aérea ocorreu de forma
especifica para cada espécie. S. terebinthifolia apresenta maior capacidade de restri¢éo de cobre
nas raizes e baixa translocacdo para a parte aérea, apresentando potencial para ser indicada
como fitoestabilizadora de cobre. E. uniflora, apesar de revelar-se espécie tolerante ao excesso
de cobre no solo, apresenta maior translocacdo e menor bioacimulo; portanto, ndo apresenta
caracteristicas para ser indicada como espécie fitorremediadora de cobre.

A restricdo da translocacdo do cobre para as partes aéreas evidencia ser o principal
mecanismo de prote¢édo contra o excesso de cobre pelas espécies. A retencdo de cobre nas raizes
efetivamente impediu a reducéo no teor relativo e na concentragdo de pigmentos fotossintéticos,
preservando a integridade do sistema de captacgéo e utilizacdo da luz pelas clorofilas, e por fim
evitou danos oxidativos as folhas sem a necessidade de elevagdo na sintese do sistema
antioxidante. A espécie pioneira S. terebinthifolia apresenta o sistema antioxidante com maior

nivel basal e mais ativo, do que a espécie ndo pioneira E. uniflora.
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S. terebinthifolia e E. uniflora apresentaram alteragdes nas trocas gasosas e reducao dos
pardmetros biométricos, demonstrando que o excesso de cobre pode ser prejudicial ao
crescimento e desenvolvimento das espécies. Contudo, tanto S. terebinthifolia quanto E.
uniflora ndo apresentam sintomas visiveis de fitotoxicidade, nem anormalidades no
desenvolvimento durante a condugdo do experimento, evidenciando que a retencdo do cobre
nas raizes é capaz de preservar as funcionalidades fisiologicas e garantir o desenvolvimento das
espécies. Finalmente, os resultados mostram que S. terebinthifolia e E. uniflora sdo espécies

tolerantes e podem ser cultivadas em solos contaminados por excesso de cobre.
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