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RESUMO

Atualmente, a maior parte da Mata Atlantica existe em pequenos fragmentos, compostos por
florestas secundarias em estdgios sucessionais iniciais e médios. Em &reas urbanas, esses
fragmentos vém sendo afetados por uma diversidade de poluentes, como metais pesados
adsorvidos ao material particulado suspenso na atmosfera. Devido alta toxicidade dos metais
pesados e a persisténcia destes no ambiente, estes constituem uma ameaca a vegetacéo, 0s quais
podem induzir alteraces metabolicas caracteristicas do estresse oxidativo. Os metais
acumulados em niveis toxicos para as plantas induzem a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), causando a morte celular devido ao estresse oxidativo. Os mecanismos de
tolerancia e adaptacdo podem atenuar os danos causados pelo estresse oxidativo a fim de manter
em equilibrio do estado redox nas plantas. A defesa antioxidante € constituida pelos sistemas
enzimatico e ndo enzimatico. A toxicidade de metais, como Cu, Zn e Ni, depende da intensidade
do estresse e sensibilidade das espécies. Dentro desta abordagem, o PEFI (Parque Estadual das
Fontes do Ipiranga) € um dos mais significativos remanescentes de Mata Atlantica em area
urbana do pais. Esta situado na regido sul do municipio de S&o Paulo e recebe inimeros
poluentes atmosféricos, como o material particulado contendo os referidos metais. Alem disso,
estudos indicam que o PEFI também vem sendo afetado pelo aumento crescente da temperatura
do ar, causado por impactos antropicos do uso e cobertura do solo. Porém, os niveis de
tolerancia de muitas espécies vegetais de fragmentos de Mata Atlantica, como o PEFI, ndo sdo
bem estabelecidos quando submetidas aos poluentes aéreos e alteracdes climaticas. Com base
em resultados de estudos realizados anteriormente por nossa equipe de pesquisa, onde foi
concluido que: arvores pioneiras sdao mais tolerantes contra o estresse oxidativo do que as
espécies ndo pioneiras; arvores ndo pioneiras apresentam maiores niveis de EROs e um
metabolismo antioxidante menos eficaz, este trabalho se baseou na hip6tese de que alguns
grupos funcionais da comunidade vegetal presente no PEFI, como as espécies pioneiras, podem
ser menos suscetiveis aos metais de origem veicular, e elevacdo de temperatura, enguanto
espeécies ndo pioneiras podem ser mais suscetiveis a esses estressores. Sendo assim, no presente
estudo avaliou-se o perfil temporal das defesas antioxidantes e dos indicadores de danos
celulares em raizes e folhas de espécies de diferentes grupos funcionais, sendo uma espécie
arborea pioneira, Croton floribundus, e uma espécie arb6rea ndo pioneira, Esenbeckia
leiocarpa, submetidas a elevacao de temperatura e ao excesso dos metais Cu, Zn e Ni no solo.
Os resultados obtidos indicaram que a temperatura influenciou os parametros altura e nUmero

de folhas de C. floribundus. Em E. leiocarpa o parametro altura foi maior nos tratamentos com
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adicdo de metais, ndo apresentando variacdo em numero de folhas. A espécie pioneira mostrou
maior tolerancia ao estresse oxidativo causado pelos fatores de temperatura e metais no solo e
a nao pioneira ndo apresentou mecanismos eficientes para detoxificacdo das EROs quando

submetidas a elevacdo da temperatura, simulando as mudancgas climaticas, e ao excesso de
metais.

Palavras-chave: Antioxidantes, Mudancas Climaticas, Metais, Floresta Atlantica, Grupos

Funcionais.



ABSTRACT

Currently, most of the Atlantic Forest exists in small fragments, composed of secondary forests
in early and middle successional stages. In urban areas, these fragments have been affected by
a variety of pollutants, such as heavy metals adsorbed to particulate matter suspended in the
atmosphere. Due to the high toxicity of heavy metals and their persistence in the environment,
they constitute a threat to vegetation, which can induce metabolic changes characteristic of
oxidative stress. Metals accumulated at toxic levels to plants can induce the formation of
reactive oxygen species (ROS), which can cause cell death due to oxidative stress. Tolerance
and adaptation mechanisms can attenuate the damage caused by oxidative stress in order to
maintain the redox state in plants in balance. The antioxidant defense consists of the enzymatic
and non-enzymatic systems. The toxicity of metals, such as Cu, Zn and Ni, depends on the
intensity of stress and the sensitivity of the species. Within this approach, the PEFI (Parque
Estadual das Fontes do Ipiranga) is one of the most significant remnants of Atlantic Forest in
urban areas of the country. It is located in the southern region of the city of Sédo Paulo and
receives numerous atmospheric pollutants, such as particulate matter containing the
aforementioned metals. In addition, studies indicate that PEFI has also been affected by the
increasing air temperature increase, caused by anthropic impacts of land use and land cover.
However, the tolerance levels of many plant species from Atlantic Forest fragments, such as
the PEFI, are not well settled when subjected to air pollutants and climate change. Based on the
results of previous studies carried out by our research team, where it was concluded that:
pioneer trees are more tolerant against oxidative stress than non-pioneer species; non-pioneer
trees have higher levels of ROS and a less effective antioxidant metabolism, this work was
based on the hypothesis that some functional groups of the plant community present in PEFI,
such as pioneer species, may be less susceptible to metals of vehicular origin, and elevation of
temperature, while non-pioneer species may be more susceptible to these stressors. Therefore,
the present study evaluated the temporal profile of antioxidant defenses and cell damage
indicators in roots and leaves of species of different functional groups, being a pioneer tree
species, Croton floribundus, and a non-pioneer tree species, Esenbeckia leiocarpa, subjected to
temperature elevation and excess of Cu, Zn and Ni metals in the soil. The results obtained
indicated that the temperature influenced the parameters height and number of leaves of C.
floribundus. In E. leiocarpa, the height parameter was higher in treatments with the addition of
metals, with no variation in the number of leaves. The pioneer species showed greater tolerance

to oxidative stress caused by temperature factors and soil metals and the non-pioneer species
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did not show an efficient mechanism for detoxification of ROS when subjected to temperature

elevation, simulating climate change, and to excess metals.

Keywords: Antioxidants, Climate Change, Metals, Atlantic Forest, Functional Groups.
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1. INTRODUCAO

A Mata Atlantica cobria originalmente mais de 1,3 milhdo km2, ocupando cerca de 15% do
territorio brasileiro e parte do nordeste argentino e sudeste paraguaio. As caracteristicas
geogréficas e a grande amplitude altitudinal favoreceram a alta diversidade e endemismo.
Atualmente, a maior parte desse bioma existe em pequenos fragmentos (Ranta et al., 1998) e
compostos por florestas secundarias em estagios sucessionais iniciais e médios (Viana et al.,
1997; Metzger, 2008; Metzger et al., 2009). Porém, as florestas tropicais, como a Mata
Atlantica, séo essenciais para a prote¢éo da biodiversidade, manutencéo das reservas de carbono
e regulacdo climatica (Magnago et al., 2014; Lewis et al., 2015; Solar et al., 2015). A
fragmentacdo destas pode causar alteracdes no microclima, como aumento da velocidade do
vento, elevacdo da temperatura pela abertura do dossel (maior incidéncia de raios solares) e
menor umidade (Laurance et al., 2002; Magnago et al., 2015).

Essa fragmentacdo de florestas pode também afetar suas propriedades, como estrutura e
composicdo, e consequentemente a funcdo ecossistémica, podendo ocorrer o aumento da
mortalidade de arvores e a subsequente proliferacdo de espécies pioneiras na vegetacao afetada
(Rolo et al., 2018; Laurance et al., 2016). A extin¢do de espécies pode também contribuir com
alteracdes no clima, pois 0 sequestro e a manutencdo de grandes reservatdrios estaveis de
carbono da atmosfera, como de outros elementos quimicos que constituem os gases geradores
do efeito estufa, dependem do funcionamento dos ecossistemas (Bonan, 2008). Assim, algumas
espécies vegetais podem se beneficiar das condi¢fes abidticas alteradas e da morte de grandes
arvores, resultando na abertura do dossel (Magnago et al., 2016).

Vale destacar que grande parte do territério brasileiro se encaixa em condi¢fes previstas de
clima mais seco e mais quente (IPCC, 2014). Porém, nas ultimas décadas as plantas estdo
experienciando variacdes ambientais atipicas significativas, que resultam no aquecimento
global do planeta e em perturbacdes dos ciclos hidrolégicos. E previsto que tais mudancas
ambientais agravardo, e sua frequéncia de ocorréncia provavelmente aumentara nas proéximas
décadas (Soares et al., 2019).

Deve-se destacar que a principal causa das mudancas climéticas sdo as emissdes antropogénicas
de gases de efeito estufa na atmosfera, que vém aumentando desde a era pré-industrial, em
grande parte devido ao crescimento econémico e populacional (Myers et al., 2017). A mudanca
climatica é um estresse multifatorial (Gray e Brady, 2016) e as emissdes de gases efeito estufa
acompanhado de outros fatores antropogénicos tém sido a principal causa do aguecimento

global observado nas ultimas décadas. Portanto, sdo necessarias reducfes significativas nas
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emissOes desses gases (Fanzo et al., 2018; IPCC, 2014; Myers et al., 2017). No geral, 0 aumento
de 1,0°C no aquecimento global foi observado desde a era pré-industrial e, se as taxas atuais
forem mantidas, projeta-se que atinja 1,5°C até 2050 (IPCC, 2018).

As mudangas climaticas e a intensificagdo do uso da terra sdo os dois fatores mais comuns de
mudangca global da perda de biodiversidade (Yin et al., 2020). A qualidade do solo diminui com
as mudancas climéticas principalmente porque as comunidades microbianas do solo sao
severamente afetadas, assim como a matéria organica do solo e a disponibilidade de nutrientes
(Aietal., 2018; Chen et al., 2016; Lobo et al., 2018), sendo que a disponibilidade de metais em
solo pode estar aumentando com os efeitos das mudancas climaticas (Nechita et al., 2021).
Assim, o estado permanente de equilibrio nas concentracdes de nutrientes é o regulador decisivo
para determinar a capacidade das plantas em resistir aos efeitos das mudancas climaticas
(Nakandalage e Seneweera, 2018). Porém, florestas fragmentadas em areas urbanas vém sendo
afetadas também por uma diversidade de poluentes (Ferreira et al., 2017; Rai, 2016).

Os poluentes em areas urbanas estdo relacionados, entre outros aspectos, ao grande fluxo de
veiculos leves e pesados e a ressuspensdo de poeiras, representando uma fonte continua de
material particulado atmosférico e contaminantes presentes nessas particulas (Miranda et al.,
2018; Kalaiarasan et al., 2018).

Os metais pesados adsorvidos ao material particulado suspenso na atmosfera estdo entre os
poluentes passiveis de serem incorporados em florestas urbanas fragmentadas. Estes podem ser
retidos sobre as copas das arvores em ecossistemas florestais, por meio da deposicao seca e
Umida, incorporados diretamente ao solo via deposicdo ou indiretamente por meio da
gueda/decomposicdo da serapilheira (De Nicola et al., 2008). Além disso, as particulas
atmosféricas podem causar efeito sobre o clima, pois as constituidas de carbono grafitico
(carbon block) absorvem a radiacéo solar e aquecem a atmosfera (Rai, 2016).

E valido destacar que os metais ocorrem naturalmente nos ecossistemas terrestres, por serem
constituintes de rochas e minerais que ddo origem aos solos, podendo até ser fontes naturais de
poluicdo, no caso de ressuspensdo de solo (Calvo et al., 2013; Derakhshan Nejad et al., 2018).
Entre as atividades antropicas, as emissdes veiculares sdo as principais fontes urbanas de metais
pesados, como queima de combustiveis fosseis, corrosao de pecas ndo exaustivas dos veiculos
como pneu, embreagem, lonas de freio e emissdes das pecas de escape dos componentes do
motor, além de baterias e radiadores (Adamiec, 2017; Jimenez et al., 2018; Sultan et al., 2022).
Comumente, 0s solos em areas urbanas ou nas proximidades sdo mais poluidos com altos niveis
de metais pesados como Zn, Cd, Cu, Pb e Ni. Por exemplo, a combust&o de combustiveis fosseis

liquidos é responsavel pela emissdo de Cd e Ni, enquanto o desgaste de pneus e freios sdo 0s
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contribuintes mais importantes para as emissdes de Zn, Cu e Pb (Zhang et al., 2012;
Vhahangwele e Mugera, 2015) e outros elementos como Sr ou Sn (Apeagyei et al., 2011). Os
metais pesados podem ser acumulados nas células/tecidos de organismos vivos por meio de
agua subterranea contaminada, reacdes quimicas redox, lixiviagdo ou processos fisicos de
intemperismo (Hossain et al., 2008).

Os efeitos nas caracteristicas reprodutivas e fisioldgicas das plantas pelo excesso de metais
pesados no solo sdo altamente variaveis. Os niveis de tolerancia variam entre as espécies, mas
também entre os tipos de solo. Por exemplo, a concentracdo de metal, temperatura, pH e
carbono organico do solo podem afetar a mobilidade do metal e a taxa de assimilagdo nas
plantas (Walker et al., 2004, Zeng et al., 2010). O pH é considerado o principal fator que afeta
a solubilidade de metais no solo (Gupta et al., 2018). A solubilidade dos metais diminui em pH
alto e aumenta em valores de pH baixos (Sheoran et al., 2016). Isso deve-se a mudanca na carga
superficial e na adsorcdo de solutos por componentes de carga variavel do solo, matéria
organica e 6xidos de Fe e Al. O pH alto aumenta a carga negativa liquida (capacidade de troca
catiénica), assim, o efeito do pH na adsor¢do é dependente da mudanca na carga superficial
(Bhargava et al., 2012). E valido destacar que altas concentragdes de metais sdo toxicos para
as plantas e podem prejudicar os seus processos bioquimicos e morfofisiolégicos (Thakur et al.,
2016). Deve ser considerado também que os metais ndo sao biodegradaveis e podem persistir
no meio ambiente por longos periodos (Shah e Daverey, 2020).

Assim, devido alta toxicidade dos metais pesados e a persisténcia destes no ambiente (Sidhu et
al., 2017), estes constituem ameaca a vegetacdo, os quais podem induzir alteragdes metabdlicas
caracteristicas do estresse oxidativo, ou seja, o desequilibrio bioguimico entre oxidantes e
antioxidantes em favor dos oxidantes (Costa et al., 2017; Feng et al., 2018). Os metais em niveis
toxicos para as plantas podem induzir a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
incluindo radicais livres, como hidroxila (*OH) e superoxido (O2¢-), e espécies ndo radicais,
como peroxido de hidrogénio (H202), podendo causar a morte celular devido ao estresse
oxidativo, como a peroxidacdo lipidica da membrana, danos ao DNA e RNA, inibicdo de
enzimas e oxidacdo de proteinas (Ortega et al., 2017; Shahid et al., 2014). Os metais pesados
estdo entre as ameacas mais criticas ao solo. Porém, algumas plantas tém o potencial de
acumular concentragdes elevadas de metais na sua biomassa, que sdo conhecidas como hiper
acumuladoras (Ashraf et al., 2019) e sdo utilizadas em estudos de fitorremediagdo. A
fitorremediacdo é uma técnica que faz uso de plantas e seus microrganismos associados a fim
de remediar e/ou mitigar os efeitos toxicos de contaminantes do meio ambiente (Shah e
Daverey, 2020).
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As plantas desenvolveram mecanismos adaptativos e constitutivos para tolerar o excesso de
metais (Shahid et al., 2014), como: reducdo da captacdo e transporte de metais; inducdo de
transportadores especificos de metais; limitacdo de acimulo em tecidos sensiveis ou sequestro
em organelas mais tolerantes, como os vacuolos; processos que controlam as espécies reativas
de oxigénio (EROs), como pela defesa antioxidante e producdo de proteinas e sintese de
moléculas sinalizadoras, como oxido nitrico e acido salicilico. Os mecanismos de tolerancia e
adaptacdo podem atenuar os danos causados pelo estresse oxidativo a fim de manter em
equilibrio do estado redox nas plantas (Klimek et al., 2015).

A defesa antioxidante é constituida pelos sistemas enzimatico e ndo enzimatico. Os
antioxidantes enzimaticos constituem a primeira linha de defesa contra os efeitos toxicos de
niveis elevados de EROs e sdo formados por diversas enzimas, como a superdxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e a glutationa redutase (GR), entre
outras. Entre os antioxidantes ndo enzimaticos destaca-se, por exemplo, a glutationa (GSH).
Desta forma, a deposicdo de metais pesados adsorvidos ao material particulado suspenso na
atmosfera sobre florestas urbanas pode alterar as propriedades quimicas, fisicas e biologicas do
solo, os estagios iniciais de crescimento das plantas, diminuicdo da capacidade de absorcao de
nutrientes e os processos de fotossintese (Grantz et al., 2003; Das et al., 2012; Rai, 2016).
Ainda, as plantas mais tolerantes tendem a restringir a entrada excessiva desses metais (Fitz e
Wenzel, 2002) ou toleram o estresse causado por eles (Martinez-Sanchez et al., 2012), sendo
entdo favorecidas em ambientes impactados, em relacdo as plantas mais sensiveis.

A toxicidade de elementos como cobre (Cu), zinco (Zn) e niquel (Ni) no ecossistema, depende
da intensidade do estresse e sensibilidade das espécies. O estresse induzido por metais pode
levar a mudancas na estrutura de populacdes e comunidades, devido a eliminacdo de espécies
sensiveis, resultando em mudancas nos processos sucessionais e fisiondmicos, diminuicao da
biodiversidade e, consequentemente, na diminuicdo da qualidade dos servi¢cos ambientais
(Sandermann e Matyssek, 2004).

Metais essenciais, como Fe, Cu, Zn e Ni sdo redox-ativos como cofatores de varias enzimas
(Ralf R e Mendel, 2009). Quando presentes em concentracdes elevadas, as propriedades redox
desses metais essenciais levam a formacéo de espécies reativas de oxigénio com consequéncias
prejudiciais para a célula (Yang et al., 2006).

O cobre é elemento essencial para o crescimento e desenvolvimento das plantas, e sua absorcéo
nas plantas superiores se da principalmente como ions bivalentes ou como quelatos. Este metal
tem propriedades redox e € componente estrutural e catalitico para as moléculas de proteinas e

enzimas envolvidas nos processos metabdlicos. A toxicidade do cobre reside na sua capacidade
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de formar radicais livres que causam estresse oxidativo. Os efeitos visiveis dessa toxidade sobre
as plantas terrestres sdo a clorose, a necrose, a diminui¢cdo do crescimento ou secagem das
plantas (Brezoczki e Filip, 2017).

Nas plantas, o zinco est4 associado as atividades de vérias enzimas, tem papel estrutural no
metabolismo celular e esta envolvido na replicacdo e transcricdo do DNA como componente
intrinseco das metaloproteinas do zinco. A deficiéncia de zinco esta associada a uma pausa na
atividade fotossintética, pois € necessario para a atividade da anidrase carbbnica e a
disponibilidade de substratos carbonizados é limitada pelo zinco (Soares et al., 2019; Broadley
et al., 2012). Altas concentragdes de Zn podem induzir diminui¢des no transporte de elétrons
no fotossistema I1, na biossintese de pigmentos e causar danos oxidativos via geracdo de EROs
(Chaoui et al., 1997; Cuypers et al., 2001; Tripathy e Mohanty, 1980). O acumulo de EROs
deve ser a principal resposta das plantas quando submetidas a concentragfes toxicas de Zn, uma
vez que a ativacao de sistemas enzimaticos antioxidantes permite sua tolerancia ao Zn.

O niquel é micronutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento inicial das plantas,
mas o0 excesso pode ter efeitos prejudiciais, destacando-se que esse metal normalmente esta na
forma disponivel no solo pois raramente forma precipitados insoliveis (Hannan et al., 2021).
Niveis mais altos de niquel podem levar a deficiéncias de outros minerais essenciais por meio
da competicao e/ou formacdo de quelatos com ligantes metalicos, resultando em germinacéo
reduzida, amarelecimento, etc. Além disso, a toxicidade do Ni causa aumento na producédo de
EROs e inibe significativamente as atividades enzimaticas devido ao aumento de
malondialdeido (MDA) (Baran, 2018; Rizwan et al., 2018, Hannan et al., 2021), como tambem
perturbacBes metabolicas pela inducdo de estresse oxidativo, fotossintese interrompida e,
finalmente, provoca inibicao do crescimento e reducdo do sistema radicular (Adrees et al., 2015;
Shahzad et al., 2018).

As atividades dos sistemas antioxidantes estdo intrinsecamente relacionadas as mudancas de
temperatura (Bicalho et al., 2017; Staehr e Sand-Jensen, 2006). Em niveis adequados, as EROs
induzem genes de defesa e resposta adaptativa. Niveis subletais, contudo, podem levar as
plantas a condicdes de estresses bidticos e abioticos e reduzir o crescimento, provavelmente
como parte de uma resposta de adaptacao (Soares et al., 2007).

Dentro desta abordagem, o PEFI (Parque Estadual das Fontes do Ipiranga) é um dos mais
significativos remanescentes de Mata Atlantica em area urbana do pais (Barros et al., 2002).
Esta situado na regido sul do municipio de Sdo Paulo, em area altamente urbanizada na cidade
de S&o Paulo e com alto fluxo de veiculos leves e pesados, e recebe inUmeros poluentes

atmosféricos, como o material particulado contendo metais (Domingos et al., 2002; Fernandes
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et al., 2002). Acimulo de Cu, Mn, Ni, Pb e Zn encontrados na camada superficial do solo
coletada neste remanescente florestal indica contaminacdo do solo por esses metais traco
(Nakazato et al., 2021). O PEFI também é afetado pelas mudancas climaticas, pois estudos
realizados nesse parque verificaram que nas ultimas sete décadas houve aumento na
temperatura do ar de 2,17 °C, diminuigao de 7% na umidade relativa ¢ um aumento de 400 mm
da precipitacdo anual, alteracdes causadas por impactos antropicos do uso do solo e cobertura
(Pereira Filho et al., 2007; Funari e Pereira Filho, 2014). Mudancas na temperatura e a insercéo
de potenciais poluentes nos solos impdem danos as comunidades vegetais, afetando seus
processos fisioldgicos (Glaubitz et al., 2015) (Gomes et al., 2016). Ainda, a temperatura modula
as atividades enzimaticas em células vivas, incluindo a ativacéo, sintese e reparo de moléculas
danificadas (Sobrino et al., 2007), neutralizando os danos induzidos pela exposi¢do a compostos
perigosos. Desta forma, as atividades dos sistemas antioxidantes estdo intrinsecamente
relacionadas as mudancas de temperatura (Bicalho et al., 2017; Staehr e Sand-Jensen, 2006).

Porém, os niveis de tolerdncia de muitas espécies vegetais de fragmentos de Mata Atlantica,
como o PEFI, ndo sdo bem estabelecidos quando submetidas aos poluentes aéreos e alteracdes
climéticas. Ainda, estudos demonstram que as defesas antioxidantes sdo induzidas e reguladas
em maior grau em espécies mais tolerantes a esses estressores, em comparagdo com as
sensiveis. No entanto, informac6es sobre a dindmica das defesas antioxidantes das plantas séo
valiosas para compreensdo de como esses mecanismos de defesa atuam, tanto para as plantas
sensiveis como para as tolerantes, a fim de reduzir os efeitos prejudiciais causados pelo excesso

de metais e elevacao de temperatura.

2. HIPOTESE E OBJETIVOS

Neste estudo, submeteu-se duas espécies de diferentes grupos funcionais, sendo uma arbérea

pioneira e uma arborea nao pioneira aos estressores: elevacao de temperatura e deposi¢cdo no
solo de Cu, Ni e Zn.
Desta forma, com base na contextualizagdo teorica apresentada anteriormente, o projeto se
baseou na hipdtese que alguns constituintes vegetais presentes em fragmentos florestais
urbanos, como as espécies pioneiras, podem ser menos suscetiveis as emissdes de poluentes
atmosféricos, como os metais adsorvidos ao material particulado atmosférico, e elevagdo de
temperatura, enquanto espécies ndo pioneiras podem ser mais suscetiveis a esses estressores.

Os objetivos propostos para este estudo séo:
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2.1. Objetivo Geral

Avaliar estratégias de desintoxicagdo e os niveis de tolerancia de plantas de diferentes grupos

funcionais.

2.2. Objetivos Especificos
Avaliar:

a) se adisponibilidade de Cu, Zn e Ni em solo aumenta com a elevacdo de temperatura;

b) o perfil temporal das defesas antioxidantes e dos indicadores de danos celulares em
raizes e folhas da arborea pioneira e da arbdrea ndo pioneira submetidas a elevacgéo de
temperatura e ao excesso de Cu, Zn e Ni;

c) se a elevacdo de temperatura e o excesso de Cu, Zn e Ni em solo alteram o

desenvolvimento de uma arborea pioneira e uma arbdrea ndo pioneira.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Escolhas das espécies e plantio

Foram selecionadas duas espécies arboreas nativas, presentes em abundancia no Parque
Estadual das Fontes (PEFI), sendo uma pioneira (Croton floribundus) e a outra ndo pioneira
(Esenbeckia leiocarpa) por meio da obtengdo e cultivo de mudas das espécies.

As espécies arboreas foram obtidas em tubetes através de doacdo do viveiro de mudas da
CESP/Paraibuna. As mudas foram transferidas para vasos, contendo solo coletado no fragmento
florestal do Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI). O fragmento foi escolhido por estar
inserido na malha urbana da cidade de Sao Paulo e exposto a deposicdo de material particulado
de origem veicular enriquecido de metais pesados, como Cu, Zn e Ni. Foi coletada a camada
superficial de solo em varios pontos da floresta, excluindo a serapilheira depositada em sua
superficie. O solo foi misturado, seco ao ar e peneirado em peneira com malha de 5 cm antes
do plantio das mudas.

Apbs o plantio, as arvores foram mantidas em viveiros, com adubacgéo balanceada, irrigacdo
adequada e livres de insetos e pragas, até o inicio dos experimentos, a serem conduzidos em

uma camara climatizada instalada no Instituto de Pesquisas Ambientais.

3.2. Delineamento Experimental
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As espécies arboreas pioneira (C. Floribundus) e ndo pioneira (E. leiocarpa), apés plantio e
periodo de adaptacdo, foram transportadas para a camara climatizada (Figura 1), distribuidas
nos dois ambientes (ambientes 1 e 2) e submetidas a 2 tratamentos, sendo:

a. Tratamento sem excesso de metais (adubado): solo do PEFI com adicdo de solucdo
nutritiva balanceada;

b. tratamento com excesso de metais (+Zn+Ni+Cu): solo do PEFI com solucéo nutritiva

balanceada, acrescida de maior dosagem de Zn, Ni e Cu.

Figura 1. Camara climatizada inserida no Instituto de Pesquisa Ambientais.

As solugdes nutritivas balanceadas e com maior dosagem de Ni, Zn e Cu foram aplicadas uma
Unica vez. As doses de Ni, Zn e Cu no tratamento com adicdo de metais foram trés vezes mais
altas do que as concentragdes propostas pela CETESB para prevencgdo de riscos associados a
contaminag&o de solos no Estado de S&o Paulo (30 mg.kg-1de solo para Ni, 60 mg.kg-1 de solo
para Cu e 86 mg.kg-1 de solo para Zn; CETESB, 2014). Como as solu¢des enriquecidas de Ni,
Zn e Cu foram preparadas a partir dos sais de sulfato, foi necessario utilizar diferentes reagentes

a fim de manter as solug@es nutritivas balanceadas, como discriminados na Tabela 1.
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Tabela 1. Concentragdes (mg/kg de solo) de nutrientes, Zn, Ni e Cu aplicadas no solo das
mudas das espécies pioneira e ndo pioneira.
N P K Ca Mg S B CI Fe Mn Mo Zn Ni Cu

Tratamento

200 300 100 154 100 230 01 220 0,3 05 0,001 0,05 0 0,05
Adubado

tZn+Ni+Cu 200 300 100 154 100 230 0,1 220 03 05 0,001 258 90 180

As plantas foram irrigadas com &gua deionizada de modo a ndo ultrapassar o limite de
capacidade de retengdo de agua no solo durante a experimentacéo.

Cada ambiente da cdmara continha duas bancadas com 3 luminarias LED PAR com poténcia
1.200 w em cada bancada, que recebia ar filtrado com filtros de particulas finas e grossas e
gases de 0zoénio e 6xidos de nitrogénio e com umidade e temperatura controladas.

O experimento foi conduzido em camara climatizada financiada no ambito do Plano de
Desenvolvimento Institucional intitulado “Desafios para conservagao da biodiversidade frente
a mudancas climaticas, poluicdo e uso e ocupacao do solo (proj. FAPESP 2017/50341-0)”. No
ambiente 1 da camara, as plantas foram mantidas em termoperiodo de 26 °C dia/19 °C noite,
representando o cendrio atual da regido sul do municipio de Sdo Paulo. No ambiente 2, as
plantas foram mantidas em termoperiodo de 32 °C dia/20 °C (Figura 2), simulando a situacao
futura baseada na evolucdo da temperatura média anual ao longo de toda a série da estacdo
meteorologica do IAG, que, apesar das flutuacdes interanuais, as temperaturas médias,
maximas e minimas possuem uma tendéncia de aumento, apontando que de 1933 a 2017, a

temperatura média na estagdo aumentou aproximadamente 2,3 °C (IAG/USP, 2017).

Programacéo temperatura
35 2 32
30
25
20
15
10

= Ambiente 1 - Cenario atual = Ambiente 2 - Cenario futuro
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Figura 2. Curva de temperatura ao longo do dia/noite. Ambiente 1 com termoperiodo de 26
°C dia/19 °C noite; Ambiente 2 com termoperiodo de 32 °C dia/20 °C.

O experimento foi iniciado com 48 plantas de cada tratamento de solo, sendo 12 plantas por

réplica distribuidas aleatoriamente no interior de cada camara (Figura 3).

Figura 3. Espécies arboreas distribuidas e condicionadas aos tratamentos em camara

climatizada, Croton floribundus (A) e Esenbeckia leiocarpa (B).

Cada experimento foi conduzido por 28 dias, sendo que foram retiradas, aos 0, 7, 14, 21 e 28
dias, 3 plantas de cada réplica de tratamento de solo e de cada camara. Folhas, raizes e caule
das 3 plantas por réplica foram reunidos, obtendo 4 amostras de cada 6rgdo por tratamento de
solo e por camara no tempo 0 e a cada 7 dias. Uma parte do material de folhas e raizes foi
imediatamente triturada em nitrogénio liquido e armazenado em freezer -80°C, até 0 momento
da andlise dos antioxidantes enzimatico e ndo enzimatico e das espécies reativas de oxigénio
(EROs). O restante do material foi pesado para determinacdo da massa fresca, armazenado em
sacos de papel e seco em estufa para a determinacdo da massa seca. O solo usado no
experimento também foi reunido a cada sete dias, obtendo quatro amostras mistas, por
tratamento. Essas amostras foram secas em estufa e peneiradas, para a determinacgdo das
concentracdes biodisponiveis de Ni, Cu e Zn.

Considerando C. floribundus e E.leiocarpa, foram determinados os tidis (GSH/GSSG) em
folhas e raizes e carotenoides, pigmentos [(Chl a; Chl b e Chl total (a+b)], malondialdeido
(MDA) e hidroperoxido dieno conjugado (HPCD) em folhas. Ainda, as amostras de E.leiocarpa

tambem foram submetidas as analises das enzimas glutationa redutase (GR), catalase (CAT),
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ascorbato peroxidase (APX) e superoxido dismutase (SOD) em folhas e raizes e as espécies

reativas de oxigénio em folhas [radical anion superéxido (O27); peroxido de hidrogénio (H20>)
e radical hidroxila (OH")].

3.3. Procedimentos analiticos

3.3.1. Defesas antioxidantes e indicadores de danos celulares

a. Defesas antioxidantes:

Tidis: os conteudos de glutationa reduzida (GSH), oxidada (GSSG) e total (GSH +
GSSG) foram obtidos em extratos preparados a partir de 1,0 g de material vegetal
homogeneizadas em acido sulfosalicilico 0,1%. Apds centrifugacdo foram realizadas
duas reagdes e leituras em espectrofotdmetro a 412 nm. Para a primeira reagdo, para
obtencdo da GSH, ao extrato foi adicionado a mistura de tampéo fosfato de potassio 100
mM, pH 7,0 com 0,5 mM de EDTA, e acido 5,5- ditiobis (2-nitrobenzdico) (DTNB) 3
mM. Ap6s 5 minutos foi realizada a leitura. Na segunda reacdo, para a obtencéo de GSH
total, na mesma mistura, foram adicionados glutationa redutase e nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato reduzida (NADPH) 0,4 mM. Apo6s 20 minutos, foi realizada a
leitura (Israr et al., 2006). O conteldo de GSSG foi calculado pela subtracéo entre GSH
total e GSH reduzida. Também foram calculadas as razbes GSH/GSSG, com a
finalidade de determinar a capacidade de oxi-reducéo da glutationa.

Carotenoides: os métodos de extracdo e analise foram 0s mesmos descritos a seguir para
pigmentos.

Enzimas: as amostras vegetais foram preparadas sendo homogeneizadas em tampé&o
fosfato de potéassio 100 mM pH 7,5 contendo 1 mM EDTA, 3 mM DTT e 4% (p/v) de
PVPP resultado no extrato para os ensaios das atividades das enzimas glutationa
redutase, catalase e ascorbato peroxidase (Azevedo et al., 1998). A atividade da
glutationa redutase (GR) foi determinada como descrito por Smith et al., (1998), com
alteracdes. O extrato vegetal foi inserido numa mistura de reacdo contendo tampéo
fosfato 100 mM pH 7,5, DTNB 1 mM, NADPH 0,1 mM e glutationa oxidada (GSSG)
1 mM, a 30 °C. A atividade da enzima foi obtida da adicdo de NADPH, que permite a
reducdo da GSSG pela enzima GR contida no extrato vegetal, logo apds foi medida em
espectrofotdmetro a 412 nm. A atividade da Catalase (CAT) foi determinada como
descrito por Kraus et al., (1995) em espectrofotdmetro com algumas modificagdes
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conforme Azevedo et al., (1998). A temperatura de 25°C, o extrato vegetal foi
adicionado em uma mistura de reacdo de tampéao fosfato de potassio 100 mM pH 7,5
contendo H202 30%. A reacdo € iniciada pela adi¢do do extrato vegetal. A atividade foi
determinada seguindo-se a decomposicdo de H.O: através das alteracdes na absorbancia
a 240nm. A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi utilizada a metodologia
proposta por Nakano e Asada (1981), com modificacfes. A mistura de reacdo consistiu
de tampao fosfato 80 mM, pH 7,0, EDTA 1 mM, &cido ascorbico 5 mM e H.02 2 mM.
A reacdo é iniciada com a adi¢do do extrato vegetal a mistura. A atividade foi medida
em espectrofotdbmetro a 290 nm, por meio da decomposicdo do H2O». As atividades
enzimaticas foram expressas por unidade de proteina. A concentracdo de proteina foi
determinada de acordo com o método proposto por Bradford (1976) utilizando o Bio-
Rad Protein Assay Dye Reagent, com albumina de soro bovino como padrdo. A leitura
espectrofotométrica foi realizada a 595 nm.

Indicadores de danos celulares

Pigmentos: foram obtidos a partir do método de Pignata et al., (2002) em etanol a 96%
com leitura em espectrofotdmetro a 649 nm para clorofila a, 666 nm para clorofila b e
470 nm para carotenoides. Os resultados foram expressos em mg.g™* de massa seca.
Hidroperdxido dieno conjugado (HPDC): para determinacéo do contetdo de HPDC foi
utilizado 0,1 mL do extrato etilico da clorofila (descrito acima), adicionado 2,9 mL de
etanol 96% e feito a leitura em espectrofotdmetro a 234 nm (Levin e Pignata, 1995).
Malondialdeido (MDA): o método utilizado foi o proposto por Heath e Packer (1968);
Buege e Aust (1978), com modificacbes. O material vegetal foi homogeneizado em
acido tricloroacético contendo PVPP, seguido de centrifugacdo. Ao sobrenadante foi
adicionado &cido tricloroacético contendo &cido tiobarbitarico, que foi mantido por 30
minutos a 95 °C em banho-maria. Ao ser retirada do banho, a amostra sofreu rapido
resfriamento em gelo. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 535 e 600
nm.

Radical anion superoxido (O.*): para esta analise, foi macerado 0,1 g do material
vegetal em 3 ml de tampdo fosfato de potassio 65 mM (pH 7,8) com PVPP e
centrifugado em seguida. Ao sobrenadante foram adicionados 0,500 ml de tampéo e
0,100 ml de cloridrato de hidroxilamina e incubado a 25 °C por 30 minutos. Apos a

incubagédo, foram adicionados 1 ml de acido 3- Aminobenzenosulfonico e 1 ml de 1-
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Naftilamina, ap0s isso, mantido a 25 °C por 20 minutos e leitura em espectrofotdmetro
a 530 nm (Wang e Luo, 1990).

= Peroxido de hidrogénio (H202): o conteudo de peroxido de hidrogénio foi determinado
através da reacdo com o iodeto de potéssio (KI). Amostras de folhas frescas foram
maceradas em 1 mL de &cido tricloroacético 0,1%, centrifugadas e ao sobrenadante,
foram adicionados 200 pl de tampéo fosfato de potassio pH 7,5 e 800 pL de solucéo
1M de KI. A leitura da amostra foi realizada em espectrofotémetro em comprimento de
onda de 390 nm (Alexieva et al., 2001).

» Radical hidroxila (OH®): para determinacdo do radical hidroxila, foi utilizado o método
da desoxirribose, segundo o qual os radicais OH® séo gerados pela uma mistura de acido
ascorbico/H>02/Fez+-EDTA. Alguns dos compostos resultantes reagem positivamente
com o acido tiobarbiturico (TBA), em meio &cido e com aquecimento, tornando possivel
o calculo da constante de velocidade da reacdo (Halliwell et al., 1987).

3.3.2. Concentracdo de Cu, Zn e Ni

As amostras de folhas e raizes foram submetidas a digestéo acida, utilizando HNOz e HC1O4
a 210 °C em bloco digestor. Apos digestdo, os extratos foram avolumados, armazenados em
frascos de polipropileno e encaminhados para a realizacdo das analises de Zn, Cu e Ni em ICP-
OES localizado no Instituto Agrondémico de Campinas - IAC.

As amostras de solo foram encaminhadas para o Departamento de Ciéncia do
Solo/ESALQ/USP para determinacao da biodisponibilidade de Cu e Zn.

3.3.3. Analise de fertilidade do solo

O solo usado no inicio do experimento (0 dia) e apds 28 dias foram reunidos, obtendo quatro
amostras mistas para 0 dia e para 28 dias, por tratamento. As amostras foram secas em ar
ambiente, peneiradas, armazenadas em frascos de polipropileno, e encaminhados para o
Departamento de Ciéncia do Solo/ESALQ/USP para avaliacdo da fertilidade do solo (pH-
CaCl2, MO, P, K, Ca, Mg, H+AI, SB, CTC, Al, S, Na, PST, V, Na, Si, B, Fe e Mn).

3.3.4. Tratamento dos dados
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Foram utilizadas as analises de variancia com trés fatores (temperatura, adicdo de metais e
tempo). Sendo utilizados testes de comparacdes entre as médias relativas dos fatores
temperatura e adicdo de metais.

4. RESULTADOS

4.1. Parametros da fertilidade do solo

A andlise de variancia com trés fatores (ANOVA) foi realizada para determinar o efeito da
temperatura, tempo, adicdo de metais e as interagdes desses trés fatores nas varidveis verificadas
neste estudo.

Assim, a ANOVA com trés fatores (temperatura, tempo e tratamento/metais) na avaliacao de
fertilidade do solo antes (0 dia) e no final do experimento (28 dias) com as espécies arbdreas
indicou que os parametros de pH (CaClz), matéria organica (M.O.), acidez potencial (H+Al) e
os macronutrientes fésforo (P), enxofre (S) e potassio (K) aumentaram aos 28 dias no solo da
espécie C. floribundus. O fator temperatura foi expressivo para o pH do solo dos tratamentos
de temperatura alta desta espécie ao final do experimento. As concentra¢des de calcio (Ca),
magnésio (Mg), soma de bases trocaveis (SB) e da capacidade de troca catidnica (CTC) e a
porcentagem dos pontos de troca de cations ocupados por bases (V%) no solo desta espécie
declinaram ao longo do tempo (Tabela 2).

Na espécie E. leiocarpa, pH (CaClz) do solo foi elevado aos 28 dias e obteve diferenca entre os
tratamentos com e sem adi¢gdo de metais. P e K apresentaram maiores concentragdes aos 28
dias, em comparacdo ao O dia, e menores valores de Ca, Mg, SB, CTC e V%. Diferencas entre
os tratamentos Tatual e Tatual+M e também Talta e Talta+M foram observadas aos 28 dias para
0 pH (CaCly), S e V% (Tabela 2).

As concentragdes do aluminio (Al) e micronutrientes essenciais (ferro-Fe, boro-B e manganés-
Mn) disponiveis no solo sdo apresentadas na Tabela 2. Al e Fe ndo apresentaram diferencas
significativas ao longo do tempo para ambas as espécies. As concentracdes de B aumentaram
aos 28 dias no solo da espécie C. floribundus e houve diferencas no tratamento com adicdo de
metais no solo da espécie E. leiocarpa. Manganés também apresentou aumento ao longo do

tempo para ambas as espécies (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores medios dos parametros de fertilidade em solo da espécie arbdrea pioneira C. floribundus e da espécie arbdrea ndo pioneira E. leiocarpa

antes (0 dia) e apo6s (28 dias) de serem submetidas aos diferentes tratamentos.

C. floribundus E. leiocarpa
Tatual Tatual+M Talta Talta+M Tatual Tatual+M Talta Talta+M

O dia 28dias  Odia 28 dias  Odia 28 dias  Odia 28dias | Odia 28 dias  Odia 28dias  Odia 28 dias  Odia 28 dias
pH 5,2b 5,3a 5,2b 5,3a 5,2b 55a* 52b 55a* | 52b 58aA 52b 54aB 5,2b 57aA  5.2b 5,4aB
MO  27b 28a 27b 30a 27b 30a 27b 30a 27 26 27 27 27 27 27 25
P 8b 17a 8b 17a 8b 17a 8b 23a 8b 14a 8b 17a 8b 16a 8b 14a
\Y, 85a 69b 85a 75b 85a 73b 85a 75b 85a 75bA  85a 69bB  85a 74bA  85a 72bB
APt 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
H+Al  27b 30a 27b 3la 27b 32a 27b 3la 27 26 27 32 27 28 27 30
K 3,6b 6,1a 3,6b 5,9a 3,6b 4,5a 3,6b 5,8a 3,6b 5,9a 3,6b 5,6a 3,6b 5,2a 3,6b 6,9a
Ca 127a 55b 127a 75b 127a 72b 127a 77b 127a 65b 127a 57b 127a 64b 127a 62b
Mg 23a 9b 23a 10b 23a 9b 23a 9b 23a 8b 23a 8b 23a 8b 23a 9b
SB 153a 70b 153a 91b 153a 86b 153a 92b 153a 79b 153a 71b 153a 77b 153a 77b
CTC  180a 100b 180a 122b 180a 118b 180a 123b 180a 105b 180a 103b 180a 105b 180a 107b
S 35b 63a 35b 72a 35b 70a 35b 68a 35ab 11abB  35b 60aA  35ab 28abB  35b 65aA
B 0,3b 0,6aB  0,3b 0,7aA  0,3b 0,6aB  0,3b 0,8aA | 0,3ab 0,5abB 0,3b 0,6aA 03ab 0,5abB 0,3b 0,9baA
Fe 34,1 34,7 34,1 35,3 34,1 36,1 34,1 35,8 34,1 33,6 34,1 27,8 34,1 36,5 34,1 33,9
Mn 7,8b 41,0a  7,8b 46,9a  7,8b 46,6a  7,8b 46,9a | 7,8b 234a  7,8b 20,8a 7,8b 22,8a 7,8b 25,3a

Unidades: MO (g.kg®); P (mg kg®); V (%); Al3+, H+Al, Na, K, Ca, Mg, SB e CTC (mmol.kg?); S, B, Fe e Mn (mg kg™).
Letras minusculas indicam variagdes significativas em cada espécie ao longo do tempo.

Letras maiusculas indicam o efeito do excesso de metais em cada espécie e tempo de amostragem.

*Indica o efeito de temperatura em cada tratamento de adubac&o, espécie e tempo.
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4.2. Concentracdo de Zn e Cu disponiveis no solo em C. floribundus e E. leiocarpa

Analise com trés fatores (ANOVA) foi realizada para determinar o efeito da temperatura,
tempo, adigdo de metais e as interagdes desses fatores na disponibilidade de Zn e Cu no solo de
C. floribundus e E. leiocarpa.

A ANOVA fatorial mostrou que os fatores de tratamento/metais e tempo foram expressivos na
variacdo das concentraces de Zn no solo da espécie pioneira (C. floribundus), assim como
influéncia entre eles. Para Cu, os trés fatores foram significativos (Tabela 3). A disponibilidade
de Zn no solo da espécie pioneira se manteve no tratamento de temperatura alta (Talta) durante
0s 28 dias. Essa disponibilidade aumentou dos 7 para os 28 dias nos tratamentos com adi¢édo
dos metais em ambos os tratamentos de temperatura (Figura 4A; Tabela 3.1). A concentracédo
de Cu nesta espécie segue o mesmo perfil que para o Zn, exceto aos 21 dias em temperatura
alta com adicéo de metais (Talta+M), como é possivel identificar na figura 4B (Tabela 3.1). Na
espécie ndo pioneira (E. leiocarpa) os tratamentos com adi¢do dos metais inicialmente tiveram
maior disponibilidade de Zn e Cu, declinando aos 28 dias (Figura 4B, Tabela 3.1) despontando
que os fatores de tratamento/metais e tempo foram significativos (Tabela 3).

C. floribundus A E. leiocarpa _ o 1l —8— Tatual + Metais B
= @== T atual e==fll= T atual + Metais -t = Talt T alta + Metai
10,0 - = Talta et T alta + Metais 12,0 alta ® alta + Metais
- - o = 10,0
8.0 e bl o o
o - o
° = - '. - -.~ - e 8 8,0
o 6.0 g
4 = 6,0
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g 40 E 4o
(= N
N 20 2,0
0,0
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—\z‘; 15 %
e g 80
3" 3
0 5 4,0
0,0 0,0
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Figura 4. Concentracdo de metais (Zn e Cu) no solo da espécie arborea pioneira C. floribundus
(A) e da espécie arbdrea ndo pioneira E. leiocarpa (B). T atual (termoperiodo de 26 °C dia/19
°C noite); T atual + M (termoperiodo de 26 °C dia/19 °C noite + adi¢cdo de metais); T alta
(termoperiodo de 32 °C dia/20 °C); T alta + M (termoperiodo de 30 °C dia/23 °C + adi¢édo de
metais).
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Tabela 3. Niveis de significancia (p) da analise de variancia com trés fatores [temperatura,
tratamento/metais (M) e tempo] para concentracdo de Zn e Cu no solo das espécies pioneira (C.

floribundus) e néo pioneira (E. leiocarpa).

ANOVA fatorial C. floribundus E. leiocarpa
Concentracdo metais Zn Cu Zn Cu
Fatores
1 Temperatura 0,139 0,041 0,062 0,859
2 Tratamento/M <0,001 0,004 0,013 0,992
3 Tempo 0,006 0,032 0,123 0,234
Interacdo entre fatores
1x2 0,424 0,693 0,602 0,710
1x3 0,572 0,268 0,322 0,968
2x3 0,008 0,334 <0,001 0,001
1x2x3 0,263 0,302 0,842 0,824

Tabela 3.1. Valores médios das concentracdes de Zn (mg/kg de solo) e Cu (mg/kg de solo) no

solo da espécie arborea pioneira C. floribundus e da espécie arbdrea néo pioneira E. leiocarpa.

C. floribundus E. leiocarpa
Tempo Tatual  Tatual+M Talta Talta+M Tatual Tatual+M  Talta  Talta+tM
(dias)
[Zn]
7 7,73A 1,95Bb 7,60A 2,25Bb 3,45Bb  8,65Aa  1,78Bb  8,63Aa
14 7,18A 2,15Bb 8,45A 4,48Bb 3,88ab 5,65a 5,20ab 4,15a
21 7,40A 2,28Bb 8,33A 2,58Bb 595Aa 2,15Bb  7,18Aa 1,75Bb
28 6,70 7,25a 8,93 5,63a 3,98Aab  2,18Bb  3,80Aab 2,13Bb
[Cu]
7 2,03Ab*  1,20Bb 1,85Ab  1,48Bb* 9,20B  12,10Aa 2,73B  9,15Aa
14 1,85Aab 1,45Bab 2,18Bab* 2,33Aab* 9,50 11,48ab 7,58 9,73ab
21 1,93Aab 1,55Bab 2,23Aab* 1,68Bab* 12,63A  3,05Bb  13,53A 2,73Bb
28 2,03Ba  2,13Aa* 2,33Aa* 195Ba 10,45 3,15b 8,55 2,83b

Letras minGsculas indicam variac@es significativas em cada espécie ao longo do tempo.
Letras maiusculas indicam o efeito do excesso de metais em cada espécie e tempo de amostragem.

*Indica o efeito de temperatura em cada tratamento de adubagao, espécie e tempo.

4.3. Teor de Zn, Ni e Cu em folhas e raizes de C. floribundus e E. leiocarpa

Foi determinado o conteido de cada metal avaliado nas folhas e raizes por meio da seguinte

equacdo: biomassa seca de cada 6rgdo (g) x concentracdo (M g-1) de cada metal para o 6rgédo

correspondente. Os resultados de concentracdo dos metais obtidos para cada espécie foram

submetidos a andlise estatistica ANOVA com trés fatores (temperatura, adigdo de metais no

solo e tempo), sendo utilizados testes de comparac@es entre as médias relativas dos fatores

temperatura e adicdo de metais (significancia p < 0.05).
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A ANOVA fatorial apontou influéncia significativa da adi¢cdo dos metais em folhas e raizes de
ambas as espécies. C. floribundus acumulou mais Zn e Ni nos tratamentos de Tatual+M e
Talta+M em todos os periodos. Cu em folhas mostrou diferencas significativas em Tatual+M.
E. leiocarpa obteve maiores concentragdes em Tatual+M e Talta+M de Ni em folhas e Cu em
raizes. Significancia da temperatura foi observada nas raizes de C. floribundus sob adicéo de
Zn, Ni e Cu, especificamente em Talta. Esta mesma espécie também obteve influéncia do tempo
(ao longo dos dias) nas concentracdes de Ni e Cu em folhas e Zn em raizes (Tabela 4; Tabela
4.1; Figura 5A).

E. leiocarpa apresentou interacdo entre os fatores de metais e tempo em raizes sob adi¢do de
Ni e Cu em folhas e Ni em raizes (Tabela 4). As concentracdes de Ni em folhas desta espécie
foram significativamente maiores nos tratamentos com o metal dos 14 para os 28 dias. Bem
como Cu em raizes em todo o periodo. Efeito de temperatura com Ni foi apontado nas folhas
de E. leiocarpa aos 7 dias e com Zn em todos os periodos em Talta, mostrando assim interagdo
entre esses fatores. Cu em folhas foi o Unico metal que mostrou efeito sob a decorréncia do
tempo nesta espécie, apontando maior acimulo aos 14 e 28 dias em Talta+M (Tabela 4; Tabela
4.1; Figura 5B).
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Figura 5. Teor de metais (Zn, Ni e Cu) de folhas e raizes da espécie arborea pioneira C.
floribundus (A) e da espécie arborea ndo pioneira E. leiocarpa (B). T atual (termoperiodo de
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26 °C dia/19 °C noite); T atual + M (termoperiodo de 26 °C dia/19 °C noite + adi¢do de metais);
T alta (termoperiodo de 32 °C dia/20 °C); T alta + M (termoperiodo de 30 °C dia/23 °C + adi¢éo
de metais).

Tabela 4. Niveis de significancia (p) da anélise de variancia com trés fatores (temperatura,
tratamento/metais (M) e tempo) para o teor de Zn, Ni e Cu em folhas e raizes das espécies
pioneira (C. floribundus) e néo pioneira (E. leiocarpa).

ANOVA fatorial C. floribundus E. leiocarpa
Concentragdo metais Zn Ni Cu Zn Ni Cu
Fatores folhas
1 Temperatura 0,110 0,844 0,603 0,046 0,200 <0,001
2 Tratamento/M <0,001 <0,001 <0,001 0,021 <0,001  <0,001
3 Tempo 0,221 <0,001 <0,001 0,161 0,580 0,034
Interacdo entre fatores
1x2 0,048 0,329 <0,001 0,115 0,196 0,847
1x3 0,957 0,737 0,277 0,131 0,029 0,013
2Xx3 0,040 0,015 0,222 0,035 0,030 0,039
1x2x3 0,149 0,193 0,165 0,583 0,838 0,235
Fatores raizes
1 Temperatura 0,003 0,016 0,002 0,595 0,789 0,213
2 Tratamento/M <0,001 <0,001 <0,001 0,010 <0,001 0,002
3 Tempo 0,031 0,659 0,165 0,804 0,121 0,233
Interacdo entre fatores
1x2 0,306 0,188 0,351 0,966 0,392 0,292
1x3 0,118 0,499 0,090 0,564 0,032 0,247
2x3 0,494 0,438 0,300 0,249 0,032 0,105
1x2x3 0,213 0,415 0,328 0,108 0,564 0,406

Tabela 4.1. Valores médios do teor de Zn, Ni e Cu em folhas e raizes da espécie arbodrea

pioneira C. floribundus e da espécie arborea ndo pioneira E. leiocarpa.

Zn, Ni e Cu (ug)

C. floribundus E. leiocarpa
1;3?;5)0 Tatual Tatual+M  Talta  Talta+M Tatual  Tatual+M Talta  Talta+M
Folhas
Zn
7 159,6B  147,8A  113,9B* 301,9A 273,2b 152,9b 495,2*  688,4*
14 90,2B  4289A  1357B* 176,6A 311,9Bab  520,4Aa  280,9B* 637,6A*
21 60,0B  302,3A  127,6B* 340,4A 388,4ab 389,7a 3904*  327,1*
28 101,4B  2653A  150,2B* 352,1A 456,0a 460,2a 410,1*  551,4*
Ni
7 12Bb  21,7Ab 0,7Bb  19,2Ab 9,8 37,8 90,6* 37,8*
14 10Bab 29,7Aab  3,9Bab  22,7Aab 20,8B 121,8A 7,1B 171,0A
21 15Ba  454Aa 14Ba  58,7Aa 35,8B 99,6A 17,7B 86,7A
28 3,8Ba  40,3Aa 17Ba _ 58,2Aa 31,8B 137,6A 24,3B  166,0A
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Cu
7 16,0Bb  25,0Ab 20,1b* 24,2b 78,4Bb 90,2Ab 247,5B* 97 4Ab*
14 13,6Bb  32,4Ab 19,0b* 15,9b 95,3Ba 236,2Aa 180,0B 640,2Aa
21 13,4Ba 43,7Aa 24, 7a* 48,0a 162,2a 187,1a 236,8 298,6ab
28 22,8Ba  32,0Aa 27 4a* 68,4a 176,3Ba 120,7Aa 215,1B  536,2Aa
Raizes

Zn

7 188,4B  312,6A  205,8B* 587,8A* 1917,8B  2136,8A  1516,6B 7082,8A
14 185,1B  687,0A  205,8B* 467,8A* 2431,8B  5522,8A  2090,6B 3945,9A
21 204,3B  5855A  579,9B* 467,8A* 2789,2B  4246,3A 4453,6 1957,8
28 306,8B  436,9A  328,7B* 782,7A* 2208,8B  3082,0A 2454,1B 3377,4A
Ni

7 21,1B 48,7A 3,8B*  108,1A* 110,8Bb 345,1A 85,0B  1056,4A
14 2,2B 148,6A 3,8B* 78,3A* 197,6Bab 805,0A 137,2B  790,3A
21 3,3B 112,1A 9,6B* 78,3A* 548,5a* 821,9* 338,3 354,3
28 1,7B 31,5A 3,4B*  1775A* 109,7Bab 511,4A 340,6B 707 5A
Cu

7 61,3B 90,2A 64,4B* 193,7A* 807,6B 835,5A 519,3B 1672,7A
14 43,8B 236,2A 64,4B* 134,1A* 985,2B 1398,1A 717,3B  1573,8A
21 55,1B 187,1A  149,7B* 134,1A* 1697,2B 1674,6A 1233,2B 844,0A
28 79,0B 120,7A 87,8B* 178,3A* 956,7B 1309,9A 852,5B 1319,1A

Letras minasculas indicam variagdes significativas em cada espécie ao longo do tempo.
Letras mailsculas indicam o efeito do excesso de metais em cada espécie e tempo de amostragem.
*Indica o efeito de temperatura em cada tratamento de adubacdo, espécie e tempo.

4.4. Biomassa e crescimento (altura/namero de folhas) em C. floribundus e E. leiocarpa

Anélise com trés fatores (ANOVA) foi realizada para determinar o efeito da temperatura,

tempo, adicdo de metais e as interacdes desses trés fatores no desenvolvimento de C.

floribundus e E. leiocarpa.

a)

Crescimento em hiomassa de folhas e raizes

O crescimento em biomassa do C. floribundus indicou com a ANOVA que os fatores tempo,

interacdo entre os fatores tratamento/metais e tempo e interagdo entre os trés fatores

influenciaram no desenvolvimento de folhas desta espécie, onde aos 21 dias houve diferencas

significativas em todos os tratamentos. Para raizes o fator tempo influenciou a biomassa, assim

como a interacdo entre todos os fatores (Figura 6A, Tabela 5, Tabela 5.1). Os fatores

temperatura e tempo influenciaram a biomassa de folhas para a espécie E. leiocarpa, houve

diferencas significativas entre os tratamentos de temperatura alta (Talta) e temperatura atual

(Tatual) e entre temperatura alta com excesso de metais (Talta+M) e temperatura atual com

excesso de metais (Tatual+M) em todo o periodo. Interagdo entre tratamento e tempo foi
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apontado para raizes, onde aos 21 dias houve reducéo da biomassa nos tratamentos com adi¢ao

dos metais em comparagado aos tratamentos sem excesso de metais (Figura 6B, Tabelas 5 e 5.1).
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Figura 6. Biomassa de folhas e raizes expressa em massa seca (g) da espécie arbérea pioneira
C. floribundus (A) e da espécie arborea ndo pioneira E. leiocarpa (B). T atual (termoperiodo de
26 °C dia/19 °C noite); T atual + M (termoperiodo de 26 °C dia/19 °C noite + adi¢do de metais);
T alta (termoperiodo de 32 °C dia/20 °C); T alta + M (termoperiodo de 30 °C dia/23 °C + adi¢do
de metais).

Tabela 5. Niveis de significancia (p) da analise de variancia com trés fatores (temperatura,
tratamento e tempo) e interacdo entre eles para o crescimento em biomassa de folhas e raizes

das espécies pioneira (C. floribundus) e ndo pioneira (E. leiocarpa).

ANOVA fatorial C. floribundus E. leiocarpa
C_resmmento em Folhas Raizes Folhas Raizes
biomassa
Fatores
1 Temperatura 0,906 0,082 0,004 0,346
2 Tratamento 0,076 0,051 0,272 0,057
3 Tempo <0,001 <0,001 <0,001 0,006
Interacéo entre fatores
1x2 0,741 0,670 0,813 0,528
1x3 0,021 0,425 0,513 0,097
2x3 0,033 0,838 0,841 0,010

1x2x3 0,026 0,023 0,320 0,049
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Tabela 5.1. Valores médios da biomassa (g) de folhas e raizes expressa em massa seca (g) da

espécie arbdrea pioneira C. floribundus e da espécie arborea ndo pioneira E. leiocarpa.

C. floribundus

E. leiocarpa

Tempo Tatual Tatual+M Talta  Talta+M Tatual Tatual+M Talta  Talta+M
(dias)
Folhas
7 0,98d 0,92d 1,23d 1,24d 2,30b 1,94b 3,00b*  4,17b*
14 1,50c¢ 1,48¢c 1,63c 1,41c 3,35a 3,28a 3,79a* 5,67a*
21 2,17aB  3,12aA 2,78aA  2,35aB 4,03a 3,94a 5,37a*  5,38a*
28 2,11b 2,09b 1,66b 2,06b 3,36a 2,64a 5,24a*  5,59a*
Raizes
7 1,41c 0,86¢ 1,25¢ 1,46¢ 3,69b*  3,44b* 2,94b 3,37b
14 1,69b 1,72b 2,12b 1,62b 4,37a 5,18a 4,56a 4,79a
21 2,33a 1,89a 2,51a 2,76a 7,38aA 4,41aB  547aA 3,14aB
28 2,67a 2,71a 2,99 2,14a 419ab  4,29ab  4,44ab  3,07ab

Letras minasculas indicam variagoes significativas em cada 6rgao e espécie ao longo do tempo.
Letras mailsculas indicam o efeito do excesso de metais em cada 6rgdo, espécie e tempo de amostragem.

*Indica o efeito de temperatura em cada tratamento de adubacdo, 6rgdo, espécie e tempo.

b) Crescimento em altura e niumero de folhas

O crescimento em altura do C. floribundus foi influenciado pelos fatores temperatura e

tratamento/M, onde no tratamento com temperatura alta (Talta) apresentou maior crescimento

em altura que no tratamento com temperatura atual (Tatual) (Figura 7A, Tabelas 6 e 6.1). Em

namero de folhas, a variacdo ocorreu com os fatores tempo e temperatura, mostrando que ao

fim do experimento (28 dias) houve um aumento em todos tratamentos em comparacao aos 7 e

14 dias (Figura 7, Tabelas 6 e 6.1). Na espécie E. leiocarpa houve variacdo em altura entre os

tratamentos com adicéo de metais.
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Figura 7. Curva de crescimento em altura (cm) e nimero de folhas da espécie arbdrea pioneira
C. floribundus (A) e da espécie arborea ndo pioneira E. leiocarpa (B). T atual (termoperiodo de
26 °C dia/19 °C noite); T atual + M (termoperiodo de 26 °C dia/19 °C noite + adi¢do de metais);
T alta (termoperiodo de 32 °C dia/20 °C); T alta + M (termoperiodo de 30 °C dia/23 °C + adi¢do
de metais).

Tabela 6. Niveis de significancia (p) da analise de variancia com trés fatores (temperatura,
tratamento e tempo) para crescimento em altura (cm) e namero de folhas das espécies pioneira
(C. floribundus) e ndo pioneira (E. leiocarpa).

ANOVA fatorial C. floribundus E. leiocarpa
Crescimento Altura N° folhas Altura N° folhas
Fatores
1 Temperatura 0,045 0,007 0,929 0,159
2 Tratamento <0,001 0,350 0,022 0,922
3 Tempo 0,416 <0,001 0,507 0,948
Interacdo entre fatores
1x2 0,074 0,285 0,882 0,363
1x3 0,959 0,426 0,657 0,947
2x3 0,632 0,711 0,661 0,980

1x2x3 0,891 0,719 0,642 0,881
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Tabela 6.1. Valores médios do crescimento em altura (cm) e nimero de folhas da espécie
arborea pioneira C. floribundus e da espécie arborea ndo pioneira E. leiocarpa.

Crescimento em altura (cm) e N° de folhas

C. floribundus E. leiocarpa
Tempo Tatual Tatual+M Talta Talta+tM Tatual  Tatual+M Talta Talta+tM
(dias)
Altura (cm)
7 458B  46,1A* 48,0A*  449B 31,9B 350A 33,7B 34,7A
14 46,2A  43,3B* 49,1A*  432B 31,6B 348A 34,1B 34,6A
21 46,5A  458B  49,1A*  46,3B* 32,0B 352A  343B 349A
28 473A  448B  50,3A* 46,4B* 31,9B 357A 339B 353A
N° folhas
7 7,3b 7,70* 8,2b* 7,3b 8,8 8,6 9,6 9,7
14 7,8b 9,0b* 9,3b* 8,8b 8,4 9,2 10,3 10,2
21 8,9a 10,2a 11,3a* 11,1a* 8,7 91 10,9 9,4
28 9,7a 10,4a 11,6a* 13,2a* 8,9 10,3 10,6 9,3

Letras minasculas indicam variagoes significativas em cada 6rgao e espécie ao longo do tempo.
Letras maiUsculas indicam o efeito do excesso de metais em cada 6rgéo, espécie e tempo de amostragem.
*Indica o efeito de temperatura em cada tratamento de adubacdo, 6rgao, espécie e tempo.

4.5. Respostas de antioxidante ndo enzimatico, pigmentos e indicadores de danos

celulares em C. floribundus e E. leiocarpa.

a) Glutationa reduzida (GSH), glutationa oxidada (GSSG) e razdo GSH:GSSG

A ANOVA fatorial (temperatura, tratamento/metais e tempo) mostrou que as concentracfes
de GSH em C. floribundus foram influenciadas pelo fator tempo em folhas e raizes, pelo fator
temperatura em folhas e pela interacdo entre os fatores temperatura e tempo em raizes (Tabela
7). E importante destacar que o contetido de GSH em folhas e raizes diminuiu dos 7 para os 28
dias em todos os tratamentos (Figura 8A, Tabela 7.1).

Considerando a espécie E. leiocarpa, GSH foi influenciada pelos fatores tempo e temperatura
em raizes e fator temperatura em folhas. Talta e Talta+M em raizes apresentaram as maiores
concentracdes em todos os periodos em comparacdo a Tatual e Tatual+M, respectivamente
(Tabelas 7 e 7.1). Ainda, GSH em raizes aumentou dos 7 para os 28 dias em todos 0s

tratamentos (Tabela 7.1).
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Figura 8. Concentracdes de GSH de folhas e raizes da espécie arbdrea pioneira C. floribundus
(A) e da espécie arborea ndo pioneira E. leiocarpa (B). T atual (termoperiodo de 26 °C dia/19
°C noite); T atual + M (termoperiodo de 26 °C dia/19 °C noite + adicdo de metais); T alta
(termoperiodo de 32 °C dia/20 °C); T alta + M (termoperiodo de 30 °C dia/23 °C + adi¢do de
metais).

Tabela 7. Niveis de significancia (p) da analise de variancia com trés fatores (temperatura,
tratamento e tempo), bem como a interacdo entre eles para as concentragcdes de glutationa
reduzida (GSH) para espécie pioneira (C. floribundus) e para espécie ndo pioneira (E.

leiocarpa).
ANOVA fatorial C. floribundus E. leiocarpa
GSH (Glutationa Folhas Raizes Folhas Raizes
reduzida)
Fatores
1 Temperatura 0,037 0,929 0,011 0,004
2 Tratamento 0,074 0,161 0,127 0,071
3 Tempo <0,001 <0,001 0,276 <0,001
Interacéo entre fatores
1x2 0,908 0,572 0,106 0,792
1x3 0,689 0,003 0,116 0,817
2x3 0,656 0,354 0,375 0,179

1x2x3 0,886 0,517 0,079 0,288
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Tabela 7.1. Valores médios de GSH em folhas e raizes da espécie arborea pioneira C.
floribundus e da espécie arbdrea ndo pioneira E. leiocarpa.

GSH nmol g*
C. floribundus E. leiocarpa
Tempo (dias) Tatual Tatual+M Talta TaltatM Tatual  Tatual+M Talta TaltatM
Folhas
7 34,7a*  30,1a*  30,3a 21,7a 30,6 31,9* 20,9 20,9
14 24,7b* 19,7b 23,3b  19,9b* 31,6 32,1* 35,0* 28,1
21 9,0c* 5,2¢c* 1,8¢c 1,9¢c 36,6* 26,7 27,5 34,6*
28 19,6b*  18,9b*  16,2b 15,8b 45,8* 24,5* 21,7 22,5
Raizes
7 9,1a 12,2a 13,1a 13,8a 3,6b 4,7b 9,2b* 6,6b*
14 3,4b 4,3b 3,7b 3,2b 6,5ab 8,1ab 10,1ab*  9,9ab*
21 2,6b 2,9b 2,4b 7,4b 7,6a 12,4a 11,0a*  16,6a*
28 7,2C 6,7¢C 4,4b 4,2c 12,0a 10,7a 10,2a*  15,4a*

Letras minGsculas indicam variagOes significativas em cada 6rgédo e espécie ao longo do tempo.
Letras maitsculas indicam o efeito do excesso de metais em cada 6rgao, espécie e tempo de amostragem.
*Indica o efeito de temperatura em cada tratamento de adubacdo, 6rgéo, espécie e tempo.

As concentracOes de glutationa oxidada (GSSG) em C. floribundus foram influenciadas pelo
fator tempo e interacdes entre todos os fatores em folhas e raizes (Tabela 8). Nas folhas houve
aumento significativo de glutationa oxidada aos 14 dias em todos os tratamentos. Nas raizes
ocorreu declinio significativo de GSSG aos 28 dias em todos os tratamentos. Também nas
raizes, houve diferenca significativa aos 21 dias em Tatual em comparacdo ao Tatual+M
(Tabela 8.1; Figura 9).

Para E. leiocarpa, as concentracdes de GSSG foram influenciadas pelo fator tempo e interacao
entre os fatores tempo e tratamento/M em raizes e pela interacdo dos fatores temperatura e
tempo em folhas (Tabela 8). Nas folhas, aos 21 dias foram encontradas as maiores
concentracOes de GSSG nos tratamentos Tatual e Talta. Nas raizes houve diferencas estatisticas
entre Talta e Talta+M e entre Tatual+M e Talta+M, onde no tratamento Talta+M foi encontrado

maior contetudo de GSSG ao longo do tempo (Tabela 8.1; Figura 9).
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Figura 9. Concentracdes dos valores médios de folhas e raizes de GSSG da espécie arbdrea
pioneira C. floribundus (A) e da espécie arborea ndo pioneira E. leiocarpa (B). T atual
(termoperiodo de 26 °C dia/19 °C noite); T atual + M (termoperiodo de 26 °C dia/19 °C noite +
adicao de metais); T alta (termoperiodo de 32 °C dia/20 °C); T alta + M (termoperiodo de 30 °C
dia/23 °C + adicdo de metais).

Tabela 8. Niveis de significancia (p) da analise de variancia com trés fatores (temperatura,
tratamento e tempo), bem como a interacdo entre eles para as concentragcdes de Glutationa
oxidada (GSSG) para espécie pioneira (C. floribundus) e para espécie ndao pioneira (E.

leiocarpa).
ANOVA fatorial C. floribundus E. leiocarpa
GSSG Folhas Raizes Folhas Raizes
Fatores
1 Temperatura 0,807 0,125 0,169 0,389
2 Tratamento 0,961 0,384 0,316 0,193
3 Tempo <0,001 <0,001 0,091 0,008
Interacéo entre fatores
1x2 0,222 0,023 0,907 0,005
1x3 0,494 0,339 <0,001 0,556
2x3 0,631 0,200 0,270 0,963

1x2x3 0,009 <0,001 0,715 0,442
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Tabela 8.1. Concentracdo de GSSG em folhas e raizes da espécie arborea pioneira C.
floribundus e da espécie arborea ndo pioneira E. leiocarpa.

GSSG nmol g*
C. floribundus E. leiocarpa
Tempo Tatual Tatual+M Talta Talta+M Tatual Tatual+M  Talta  Talta+M
(dias)
Folhas
7 20,5b 20,2b 17,4b 17,2b 10,4b 159b  25,3ab* 23,4ab*
14 34,8a 24,92 27,2a 38,0a 22,6ab 18,5ab 14,4ab 12,0ab
21 24,9b 11,4b 13,2b 18,1b 33,3a* 19,7a* 11,2b 5,4b
28 9,7b 17,5b 18,6b 13,4b 9,4b 11,0b 10,6b 12,3b
Raizes
7 12,6a 6,3a 5,4a 5,3a 14,0ab* 8,5ab 54Bab 15,1Aab*
14 5,5b 3,9b 4,5b 2,0b 18,0a* 13,3a 9,2Ba  21,0Aa*
21 0,4Bb  8,2Ab*  6,0b* 2,1b 6,3b 5,3b 9,7Bb*  12,6Ab*
28 0,2c 2,1c 1,6¢c 1,3c 5,9b* 6,0b 57Bb  10,7Ab*

Letras minusculas indicam variag@es significativas em cada 6rgéo e espécie ao longo do tempo.
Letras mailsculas indicam o efeito do excesso de metais em cada 6rgao, espécie e tempo de amostragem.
*Indica o efeito de temperatura em cada tratamento de adubacdo, 6rgéo, espécie e tempo.

A ANOVA fatorial mostrou que a razdo GSH/GSSG em raizes e folhas de C. floribundus foram
influenciadas positivamente pelo tempo decorrido e também mostrou nas raizes a interacdo
entre os fatores temperatura e tempo e os fatores temperatura e tratamento/M. Nas folhas da
espécie a Unica interacao significativa para essa razao foi entre os fatores temperatura e tempo
(Tabela 9).

A razdo GSH/GSSG determina a capacidade de oxi-redugdo da glutationa e, desta forma,
guanto mais proxima de 1 maior € sua capacidade redox. Folhas de E. leiocarpa tiveram o
potencial redox em maior éxito em Talta em comparacdo ao Tatual e em Talta+tM em
comparacgao ao Tatual+M, aos 21 dias. Nas raizes, a razdo GSH/GSSG foi maior aos 28 dias
que no 0 dia em Tatual+M e Talta+M, onde Tatual+M foi maior que Tatual e Talta+M foi maior
que Talta em todo o periodo (Tabela 9.1). Nas folhas, C. floribundus teve seu maior e menor
potencial redox aos 7 e 21 dias respectivamente, em todos os tratamentos. A figura 9 ilustra o

potencial redox para as espécies.
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Figura 10. Razédo entre GSH/GSSG dos valores médios de folhas e raizes da espécie arbdrea
pioneira C. floribundus (A) e da espécie arbdrea ndo pioneira E. leiocarpa (B). T atual
(termoperiodo de 26 °C dia/19 °C noite); T atual + M (termoperiodo de 26 °C dia/19 °C noite +
adicdo de metais); T alta (termoperiodo de 32 °C dia/20 °C); T alta + M (termoperiodo de 30 °C
dia/23 °C + adigéo de metais).

Tabela 9. Niveis de significancia (p) da analise de variancia com trés fatores (temperatura,
tratamento e tempo), bem como a interacdo entre eles para as concentracdes da razdo
GSH/GSSG para espécie pioneira (C. floribundus) e para espécie ndo pioneira (E. leiocarpa).
ANOVA fatorial C. floribundus E. leiocarpa
Razdo GSH/GSSG

Folhas Raizes Folhas Raizes
Fatores
1 Temperatura 0,861 0,504 0,915 0,101
2 Tratamento 0,446 0,647 0,872 0,743
3 Tempo <0,001 0,016 0,199 0,002
Interacéo entre fatores
1x2 0,078 0,047 0,438 0,001
1x3 0,202 0,530 0,003 0,557
2x3 0,189 0,536 0,560 0,034

1x2x3 0,953 0,015 0,897 0,263
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Tabela 9.1. Razdo GSH/GSSG em folhas e raizes da espécie arborea pioneira C. floribundus e
da espécie arbdrea ndo pioneira E. leiocarpa.

GSH/GSSG
C. floribundus E. leiocarpa
Tempo  Tatual Tatual+M Talta Talta+M Tatual Tatual+M Talta Talta+M
(dias)
Folhas
7 0,63a 0,62a 0,63a 0,55a 0,74* 0,66* 0,46b 0,48b
14 0,42b 0,45b 0,49b 0,35b 0,58 0,63 0,69ab 0,69ab
21 0,18c 0,31c 0,14c 0,10c 0,54 0,59 0,72a* 0,87a*
28 0,50b 0,54b 0,49b 0,57b 0,83 0,70 0,67ab 0,66ab
Raizes
7 0,43ab 0,66ab 0,71ab 0,72ab 0,26Bab  0,42Ab  0,67Aab* 0,31Bb
14 0,39b 0,50b 0,47b 0,65b 0,30Bab  0,44Ab  0,59Aab* 0,34Bb
21 0,94abA* 0,36abB 0,40abB 0,91abA* 0,57Bb  0,70Aa  0,53Bb* 0,62Aa
28 1,00a 1,22a 0,78a 0,80a 0,68Ba 0,64Aa  0,66Aa* 0,61Ba

Letras minusculas indicam variag@es significativas em cada 6rgéo e espécie ao longo do tempo.
Letras mailsculas indicam o efeito do excesso de metais em cada 6rgao, espécie e tempo de amostragem.
*Indica o efeito de temperatura em cada tratamento de adubacdo, 6rgéo, espécie e tempo.

b) Pigmentos foliares [Chl total (a+b), Chl (a) e Chl (b) e carotendides]

A concentracdo de clorofila b em C. floribundus foi influenciada pelo fator temperatura (Tabela
10), sendo no Talta+M maior que no Tatual+M aos 7, 14 e 21 dias e no Talta maior que no
Tatual aos 7, 21 e 28 dias (Tabela 10.1; Figura 11).

Considerando os pigmentos em E. leiocarpa, Chl total (a+b), Chl a e Chl b foram influenciadas
pelo fator tempo e houve interacdo entre os fatores tratamento e tempo para Chl total (a+b), Chl
a e carotendides (Tabela 10). As maiores concentracdes de Chl total (a+b), Chl a e carotendides
foram encontradas aos 7 dias nos tratamentos com adi¢do de metais (Tatual+M e Talta+M),
enguanto para a Chl b houve diminuicdo aos 28 dias em comparac¢do aos 7 dias em todos 0s
tratamentos (Tabela 10.1; Figura 11).
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Figura 11. ConcentragOes dos valores medios de Chl total (a+b), Chl a e Chl b e carotendides;
de folhas da espécie arborea pioneira C. floribundus (A) e da espécie arbdrea ndo pioneira E.
leiocarpa (B). T atual (termoperiodo de 26 °C dia/19 °C noite); T atual + M (termoperiodo de
26 °C dia/19 °C noite + adicdo de metais); T alta (termoperiodo de 32 °C dia/20 °C); T alta+ M
(termoperiodo de 30 °C dia/23 °C + adi¢cdo de metais).
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Tabela 10. Niveis de significancia (p) da analise de variancia com trés fatores (temperatura,
tratamento e tempo), bem como a interacdo entre eles para as concentrac6es de Chl total (a+b),
Chl a e Chl b e carotendides para espécie pioneira (C. floribundus) e para espécie nao pioneira
(E. leiocarpa).

C. floribundus E. leiocarpa
ANOVA fatorial Chltotal Chla Chlb  Carotendides Chl total Chla Chlb Carotendides
(ath) (a+h)
Fatores
1 Temperatura 0,060 0,094 0,007 0,402 0,905 0,846 0,936 0,924
2 Tratamento 0,966 0,931 0,936 0,596 0,415 0,437 0,383 0,980
3 Tempo 0,852 0,807 0,941 0,955 <0,001 0,002 <0,001 0,090
Interacdo entre fatores
1x2 0,218 0,256 0,138 0,637 0,198 0,216 0,177 0,296
1x3 0,466 0,563 0,232 0,801 0,762 0,730 0,830 0,573
2Xx3 0,394 0,366 0,467 0,343 0,031 0,025 0,072 0,027
1x2x3 0,597 0,618 0,519 0,917 0,361 0,418 0,267 0,538

Tabela 10.1. Valores médios das concentracdes de Chl total (a+b), Chl a e Chl b e carotendides
em folhas da espécie arbdrea pioneira C. floribundus e da espécie arbdrea ndo pioneira E.
leiocarpa.

Chl total (a+b), Chl a e Chl b e carotendides (mg/gs)

C. floribundus

E. leiocarpa

Tempo Tatual Tatual+M Talta Talta+M Tatual Tatual+M Talta Talta+M
(dias)
Chl total
(atb)
7 6,86 7,24 10,05 8,29 351B  6,09Aa 4,43B 4,84Aa
14 8,22 8,18 7,75 8,76 3,35 3,15b 4,16 3,23b
21 7,53 7,55 9,42 7,57 3,11 3,42b 2,99 3,24b
28 6,41 8,31 7,88 8,08 4,07 3,57b 3,68 3,45b
Chla
7 521 547 7,30 6,07 2,55B 442Aa 3,12B 3,50Aa
14 6,13 6,09 5,70 6,44 2,45 2,30b 3,04 2,36b
21 5,62 5,57 6,95 5,48 2,30 2,51b 2,24 2,38b
28 4,77 6,07 5,73 5,99 3,02 2,63b 2,72 2,52b
Chlb
7 1,65 1,77 2,75* 2,22* 0,96a 1,67a 1,30a 1,34a
14 2,08* 2,08 2,05 2,32* 0,90b 0,85b 1,12b  0,87b
21 1,91 1,98 2,47* 2,09* 0,81b 0,91b 0,76b  0,86b
28 1,64 2,24* 2,15* 2,09 1,05b 0,94b 0,96b  0,93b
Carot.
7 0,84 0,83 0,93 0,82 0,46B  0,77Aa 0,55B 0,61Aa
14 0,90 0,92 0,82 0,92 0,49 0,43b 0,63 0,46b
21 0,91 0,79 1,07 0,82 0,45 0,47b 0,45 0,47b
28 0,79 0,89 0,92 0,96 0,61 0,49b 0,54 0,45b

Letras minGsculas indicam variac@es significativas em cada 6rgdo e espécie ao longo do tempo.
Letras mailsculas indicam o efeito do excesso de metais em cada 6rgdo, espécie e tempo de amostragem.
*Indica o efeito de temperatura em cada tratamento de adubacdo, 6rgéo, espécie e tempo.
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C) Indicadores de Danos Celulares (HPDC + MDA)

As concentragdes de hidroperdxido dieno-conjugados (HPDC) e Malondialdeido (MDA) na
espécie C. floribundus foram influenciadas pelo fator tempo (Tabela 10). Nessa espécie, 0s
conteddos de HPDC e MDA foram maiores aos 7 dias em todos os tratamentos (Figura 12,
Tabela 11.1).

Para conteudo de HPDC em E. leiocarpa houve interacdo entre os fatores de temperatura e
tempo. Nesta mesma espécie os fatores temperatura e tratamento mostraram influenciar as
concentracdes de MDA (Figura 12; Tabela 11), indicando que no tratamento Talta+M
apresentou maiores concentragdes desse marcador de danos que no Talta aos 14, 21 e 28 dias,
enquanto no Tatual+M foi maior que no Tatual aos 7, 14 e 21 dias (Tabela 11.1).
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Figura 12. Concentracdes dos valores médios de HPDC e MDA de folhas da espécie arbdrea
pioneira C. floribundus (A) e da espécie arbdrea ndo pioneira E. leiocarpa (B). T atual
(termoperiodo de 26 °C dia/19 °C noite); T atual + M (termoperiodo de 26 °C dia/19 °C noite +
adicdo de metais); T alta (termoperiodo de 32 °C dia/20 °C); T alta + M (termoperiodo de 30 °C
dia/23 °C + adicdo de metais).
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Tabela 11. Niveis de significancia (p) da analise de variancia com trés fatores (temperatura,
tratamento e tempo), bem como a interacdo entre eles para as concentracdes de HPDC e MDA
para espécie pioneira (C. floribundus) e para espécie ndo pioneira (E. leiocarpa).

HPDC/MDA C. floribundus E. leiocarpa
ANOVA fatorial HPDC MDA HPDC MDA
Fatores
1 Temperatura 0,962 0,258 0,910 <0,001
2 Tratamento 0,316 0,473 0,870 0,041
3 Tempo <0,001 0,002 0,606 0,072
Interacdo entre fatores
1x2 0,709 0,613 0,082 0,661
1x3 0,896 0,975 0,036 0,764
2Xx3 0,173 0,436 0,845 0,749
1x2x3 0,867 0,599 0,891 0,170

Tabela 11.1. Valores médios das concentra¢des de HPDC e MDA em folhas da espécie arborea
pioneira C. floribundus e da espécie arborea ndo pioneira E. leiocarpa.

HPDC (umol/gs) e MDA nmol/ml/g FW

C. floribundus E. leiocarpa
Tempo Tatual Tatual+M Talta  TaltatM Tatual Tatual+M Talta Talta+M
(dias)
HPDC
7 40,7a 38,9a 42,7a 37,3a 36,0a*  33,8a* 28,6 29,1
14 34,7c 32,5¢c 32,1c 32,4c 29,0b 28,2b 29,5 31,7
21 31,8bc  28,4bc  35,7bc  25,3bc 30,3ab  28,8ab 29,6 32,0
28 25,1b 28,8b 25,2b 28,0b 32,1ab  27,6ab 30,7 32,3
MDA
7 16,3a 14,8a 15,6a 14,8a 6,6B 7,6A 9,9A* 9,5B*
14 146ab  13,0ab 11,0ab  13,5ab 7,3B 9,9A 9,3B* 10,3A*
21 12,7b 11,7b 10,4b 11,7b 6,3B 6,6A 7,8B*  89A*
28 8,0b 12,9b 8,2b 10,0b 7,4A* 6,7B 71B  10,2A*

Letras minGsculas indicam variagoes significativas em cada 6rgao e espécie ao longo do tempo.
Letras maiUsculas indicam o efeito do excesso de metais em cada 6rgéo, espécie e tempo de amostragem.
*Indica o efeito de temperatura em cada tratamento de adubacdo, 6rgao, espécie e tempo.

4.6  Respostas de antioxidantes enzimaticos e espécies reativas de oxigénio em E.

leiocarpa.

a) Antioxidantes enzimaticos (catalase, glutationa redutase, ascorbato peroxidase e

superdxido dismutase) em folhas e raizes

A atividade da catalase (CAT) na E. leiocarpa foi influenciada pelos fatores tempo em folhas
e raizes e tratamento/M nas raizes. Houve interacdo entre temperatura e tempo e entre
tratamento/M e tempo nas raizes desta espécie (Figura 13A; Tabela 12). A atividade da enzima
nas folhas foi maior aos 7 dias em todos os tratamentos em comparacgdo aos 21 e 28 dias. Nas

raizes, aos 7 dias foi verificado que houve maior atividade de CAT nos Tatual e Tatual+M em
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comparacdo a Talta e Talta+M, respectivamente (Tabela 12.1). Nos tratamentos com excesso
de Zn, Cu e Ni foram observados decréscimo de catalase aos 7 e 14 dias, se comparado com
seus respectivos tratamentos sem excesso desses metais (Tabela 12.1).

A atividade da glutationa redutase (GR) nas folhas teve influéncia dos fatores temperatura e
tempo (Tabela 12), onde aos 7 dias houve maior atividade desta enzima e aos 21 ocorre uma
reducao, e nas raizes esta reducéo foi vista aos 14 dias (Figura 13B, Tabela 12.1).

A atividade do ascorbato peroxidase (APX) teve influéncia do fator tempo em folhas e raizes.
Em raizes houve interacdo entre os fatores temperatura e tempo (Tabela 12). A atividade desta
enzima em folhas diminui ao longo do tempo em todos os tratamentos, nas raizes foi apontado
efeito da temperatura aos 28 dias entre os tratamentos sem e com excesso de metais (Figura
13C, Tabela 12.1).

A atividade da enzima superdéxido dismutase (SOD) em folhas de E. leiocarpa apontou
significativamente a influéncia do fator tempo, mostrando diferentes niveis de sua atividade ao
longo do tempo (Tabela 12). Maior atividade da enzima em folhas foi aos 7 dias (Figura 13D,
Tabela 12.1).
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Figura 13. Valores medios da atividade das enzimas catalase (A), glutationa redutase (B),
ascorbato peroxidase (C) e superdxido dismutase (D) de folhas e raizes da espécie arbdrea ndo
pioneira E. leiocarpa (A). T atual (termoperiodo de 26 °C dia/19 °C noite); T atual + M
(termoperiodo de 26 °C dia/19 °C noite + adicdo de metais); T alta (termoperiodo de 32 °C
dia/20 °C); T alta + M (termoperiodo de 30 °C dia/23 °C + adicdo de metais).
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Tabela 12. Niveis de significancia (p) da analise de variancia com trés fatores (temperatura,
tratamento e tempo), bem como a interacdo entre eles para as atividades das enzimas catalase
(CAT), glutationa redutase (GR), ascorbato peroxidase (APX) e superoxido dismutase (SOD)
para espécie ndo pioneira (E. leiocarpa).

E. leiocarpa CAT GR APX SOD
ANOVA fatorial Folhas Raizes Folhas Raizes Folhas Raizes Folhas  Raizes
Fatores

1 Temperatura 0,594 0,668 0,049 0,535 0,164 0,071 0,399 0,921
2 Tratamento 0,672 0,042 0,823 0,244 0,484 0,246 0,428 0,526
3 Tempo 0,001 0,003 0,002 <0,001 0,001 <0,001 <0,001 0,270
Interacéo entre
fatores
1x2 0,328 0,267 0,891 0,774 0,932 0,304 0,423 0,325
1x3 0,387 0,026 0,658 0,506 0,203 0,019 0,424 0,645
2x3 0,789 0,001 0,650 0,144 0,141 0,066 0,276 0,960
1x2x3 0,133 0,853 0,935 0,070 0,204 0,207 0,283 0,937

Tabela 12.1. Valores médios das atividades das enzimas catalase (CAT - umol. min-1 .mg-1
proteina), glutationa redutase (GR - umol. min-1 .mg-1 proteina), ascorbato peroxidase (APX
- umol. min-1 .mg-1 proteina) e superdéxido dismutase (SOD - Unid SOD mgf-1 proteina) de
folhas e raizes da espécie arbdrea ndo pioneira E. leiocarpa.

Folhas Raizes
Tempo Tatual  Tatual+M  Talta  Talta+M Tatual Tatual+M Talta  Talta+tM
(dias)
CAT
7 3731,9a 2667,2a 1184,2a 635,82 1713,7Aa* 1394,1Ba* 683,4A 613,7B
14 1042,5ab 171,5ab 744,7ab 2032,8ab 368,5Ab 165,8Bb  510,9A  279,9B
21 349,7b 178,3b 171,4b 272,1b 484,6Bab 1734,3Aab 843,3B 1734,3A
28 325,8b 408,70 369,2b  321,8b 1662,6Aa  452,7Ba  1107,3B 1946,7A
GR
7 8,9a 10,9a* 12,1a* 8,2a 23,0a 14,6a 10,4a 36,3a
14 7,6ab* 5,9ab* 4,9ab 5,1ab 3,1b 11,3b 3,1b 6,1b
21 5,2b* 4,2b* 4,3b 4,0b 16,5a 10,3a 28,0a 11,4a
28 8,8ab* 6,9ab* 5,5ab 3,8ab 14,9a 15,6a 11,0a 38,52
APX
7 28,4a 28,4a 36,7a 20,6a 15,8a 17,8a* 16,9ab*  16,0ab
14 13,3b 9,0b 11,3b 11,0b 7,2c 7,5¢C 10,0b 3,6b
21 4,2b 14,4b 9,3b 21,3b 8,9bc 16,0bc 11,5a 20,3a
28 9,3b 6,2b 10,4b 9,5b 16,8ab* 13,5ab* 8,6ab 5,6ab
SOD
7 117,0a 104,7a 159,7a 89,1a 90,2 109,0 88,0 138,5
14 99,2c 55,2¢ 60,3c 52,5¢c 44,2 27,6 46,1 43,6
21 45,1b 46,2b 41,1b 35,8b 49,3 43,3 45,6 50,5
28 50,2bc 51,6bc 52,7bc  47,0bc 45,2 42,0 52,2 56,2

Letras minGsculas indicam variac@es significativas em cada 6rgao e espécie ao longo do tempo.
Letras mailsculas indicam o efeito do excesso de metais em cada 6rgéo, espécie e tempo de amostragem.
*Indica o efeito de temperatura em cada tratamento de adubacdo, 6rgéo, espécie e tempo.

b) Espécies reativas de oxigénio
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O fator tempo mostrou ser significativo para o contetdo de peroxido de hidrogénio (H202) nas
folhas da E. leiocarpa (Tabela 12). Na Tabela 13.1 e Figura 14 foi possivel identificar maiores
concentragfes de H.O> ao final do experimento em comparacdo aos 14 dias em todos 0s
tratamentos.

As concentragfes do radical &nion superoxido (O2) nas folhas da E. leiocarpa variaram
significativamente sob a influéncia dos fatores tratamento e tempo. Quando observada as
interacdes dos fatores nesta espécie, a ANOVA fatorial demonstrou que ha influéncia com os
conteddos do radical entre tratamento/M e tempo (Tabela 13), mostrando maiores
concentragcdes aos 28 dias em todos os tratamentos (Figura 14, Tabela 13.1). O efeito de
tratamento nas concentracdes de O2 é evidente aos 21 dias, com maiores concentracfes nos
tratamentos com excesso de metais (Figura 14, Tabela 13.1).

Para as concentracdes do radical hidroxila (OH") houve influéncia significativa dos fatores
temperatura e tratamento, com interacdo também entre os fatores (Tabela 13). Entre os
tratamentos de temperatura, destaca-se o Tatual que apresentou maiores concentracdes de OH’

aos 14, 21 e 28 dias em comparacgdo ao Tatual+M.
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Figura 14. Valores médios da concentragio de Perdxido de hidrogénio, Anion superéxido e
Radical hidroxila de folhas da espécie arborea nao pioneira E. leiocarpa. T atual (termoperiodo
de 26 °C dia/19 °C noite); T atual + M (termoperiodo de 26 °C dia/19 °C noite + adigdo de
metais); T alta (termoperiodo de 32 °C dia/20 °C); T alta + M (termoperiodo de 30 °C dia/23 °C
+ adicdo de metais).

Tabela 13. Niveis de significancia (p) da analise de variancia com trés fatores (temperatura,
tratamento e tempo), bem como a interacdo entre eles para as concentragdes de Peroxido de
hidrogénio, Anion superoxido e Radical hidroxila para espécie ndo pioneira (E. leiocarpa).

E. leiocarpa

ANOVA fatorial Perdxido de Anion superdxido Radical hidroxila
hidrogénio

Fatores
1 Temperatura 0,477 0,063 0,051
2 Tratamento 0,188 0,002 0,021
3 Tempo 0,018 <0,001 0,646

Interacdo entre fatores
1x2 0,688 0,700 0,941
1x3 0,360 0,557 0,005
2X3 0,323 <0,001 0,179
1x2x3 0,349 0,074 0,072

Tabela 13.1. Valores médios das concentracdes de Perdxido de hidrogénio (H202), Anion
superoxido (O2) e Radical hidroxila (OH") em folhas e raizes da espécie arb6rea ndo pioneira
E. leiocarpa.

H>O, nmol/g ms; O,-+ nmol/ms; OHe IC50 ug mg/ms

E. leiocarpa
Tempo (dias)  Tatual Tatual+M Talta Talta+tM
H20;

7 0,46ab 0,36ab 0,48ab 0,60ab
14 0,42b 0,34b 0,32b 0,35b
21 0,48ab 0,62ab 0,55ab 0,34ab
28 0,82a 0,63a 0,75a 0,38a

02"

7 46,5b 48,8¢c 75,0b 132,6¢
14 52,5b 78,4c 581,6b 50,3c
21 56,4Bb 1122,4Ab 79,9Bb  1348,3Ab
28 1726,7a 1405,1ab 1621,1a  1532,9ab

OH

7 22,2Bb 25,2Ab 24,2A 22,9B
14 23,2Aab 22,9Bab 25,2A 20,8B
21 26,8Aab*  22,0Bab* 22,1A 21,7B
28 25,3Aa* 21,9Ba 21,3B 22,2A*

Letras minGsculas indicam variac@es significativas em cada 6rgdo e espécie ao longo do tempo.
Letras mailsculas indicam o efeito do excesso de metais em cada 6rgdo, espécie e tempo de amostragem.
*Indica o efeito de temperatura em cada tratamento de adubacdo, 6rgéo, espécie e tempo.
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5. DISCUSSAO

Estudos tém evidenciado que mudancas climaticas severas podem alterar o acumulo de
nutrientes no solo (Bunce, 2015; Dietterich et al., 2015; Jin et al., 2015; Kumagai et al., 2015;
Myers et al., 2014), como os que relacionam essa perturbacdo sob temperatura elevada
(Bellaloui et al., 2016; Chaturvedi et al., 2017; Fernando et al., 2014) e também com o aumento
da disponibilidade de metais (Silveira et al., 2003). Antoniadis & Alloway (2001) compararam
a disponibilidade de Cd, Ni e Zn em solo de Lolium perenne L. em duas condigdes, a 15°C e a
25°C, e os extratos de solo e amostras de plantas do tratamento a 25°C tiveram maiores
concentracdes de Cd, Ni e Zn do que as do tratamento a 15°C. Os autores concluiram que isso
pode ser atribuido a matéria organica, que se decompbs mais rapidamente a 25°C. Ainda,
Needham e colaboradores (2020) observaram correlacbes altamente significativas nas
concentragdes de zinco em solo com a temperatura em um estudo sobre a resposta da nutrigéo
da fruta-pdo ao clima e solo da Oceania. Porém, no presente estudo houve um aumento da
matéria organica e da disponibilidade de Cu e Zn no fim do experimento em solo de todos os
tratamentos da espécie arbérea pioneira (C. floribundus). Por outro lado, a disponibilidade de
Cu e Zn em E. leiocarpa diminuiu ao longo do tempo nos tratamentos com adi¢do de metais
em ambos tratamentos de temperatura e essa disponibilidade pode ter sido afetada por muitos
fatores, como a quantidade de matéria organica, temperatura, capacidade de troca cationica,
outros metais presentes, pelo pH do solo e pela propria espécie (Gupta et al. 2018). A diferenca
entre C. floribundus e E. leiocarpa na disponibilidade de Zn e Cu em solo pode estar relacionada
a interacOes especificas de cada espécie com o solo, ou seja, algumas espécies podem exercer
efeitos especificos na comunidade microbiana da rizosfera e obter diferencas nas quantidades e
composicdes de exsudatos radiculares (Zhang et al., 2013), resultando no aumento da atividade
enzimatica do solo via interacGes interespecificas de raizes e, como consequéncia, 0 aumento
de metais disponiveis no solo (Feng et al., 2021). Assim, raizes das plantas juntamente com 0s
microrganismos do solo podem secretar grandes quantidades de &cidos, como acido malico,
acido oxalico, &cido tartarico e acido succinico (Das et al., 2017) e podendo aumentar a
disponibilidade de metais no solo e alterar o pH do solo da rizosfera (Hinsinger et al., 2003).
No entanto, neste estudo, os valores de pH de solo aumentaram, mas com valores abaixo do
verificado por Zeng e colaboradores (2019) que em um estudo de remediacdo também
observaram o aumento da disponibilidade de metais em solo e associaram a ndo acidificacao
desse solo a sua a capacidade de tamponamento. Cornu e autores (2016) mostraram que a alta
temperatura do solo promove a transferéncia da concentracdo de Cd e Zn do solo para a planta.
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A temperatura influenciou diretamente o acimulo dos metais nas raizes de C. floribundus. Em
outro estudo, Zn mostrou correlacdes altamente significativas com temperatura. Needham e
autores (2020) levantaram que se o impacto de temperatura em que 0 Zn esta inserido aumentar
0 estresse ou desequilibrar as taxas de respiracdo fotossintética, eles podem contribuir para
alterar as concentraces de Zn nas plantas. A aplicacdo de temperaturas altas causa uma serie
de mudancas morfo-anatdmicas, fisiologicas e bioquimicas nas plantas (Crafts-Brandner et al.
2002; Larkindale et al., 2002; Kotak et al., 2007; Hossain et al., 2013). Teores de outros metais
como Cu e Ni também mostram correlagdes positivas relacionadas com temperatura (Nechita
etal., 2021), € importante ressaltar que reagdes quimicas sdo dependentes da temperatura (Adler
e Klipp, 2020). Portanto, as propriedades do solo e temperatura sdo fatores cruciais, cujo as
interacdes entre tais efeitos ndo podem ser negligenciados (Suszek-Lopatka et al., 2021).

A disponibilidade de metais em concentracBes toxicas no solo afeta diretamente o
desenvolvimento e crescimento das plantas. Estudos com vérias espécies arboreas da Mata
Atlantica cultivadas em solo contaminado constataram que oS impactos nos parametros
biométricos e de biomassa dependem da espécie, concentracao e tempo de exposi¢cdo ao excesso
de metais (Siqueira et al., 2021). A massa foliar e radicular da espécie C. floribundus aumentou
nos tratamentos apontando interacdo nao soO entre 0s tratamentos (sem e com excesso de metais)
e tempo como também com a temperatura, e 0 mesmo foi visto na espécie E. leiocarpa. A
temperatura mostrou influenciar parametros altura e niamero de folhas de C. floribundus,
mostrando aumento nos tratamentos com temperatura elevada. Porém, o parametro altura em
E. leiocarpa foi maior nos tratamentos com adi¢cdo de metais, ndo apresentando variacdo em
namero de folhas. Siqueira e colaboradores (2021) observaram aumento inicial da massa foliar
em S. terebinthifolia e de altura em E. uniflora, o que pode ser explicado pelos efeitos benéficos
de baixas concentra¢des de Cu no crescimento e desenvolvimento das plantas (Yruela, 2009).
Em contrapartida, nosso grupo de pesquisa em estudo anterior (Brandao et al., 2022) constatou
uma reducdo no crescimento de espécies nativas da Mata Atlantica sob adicdo de Zn no solo,
indicando que o Zn biodisponivel afetou mais severamente o crescimento de arvores jovens.
Hammerschmitt e colaboradores (2020) também observaram uma diminuic¢ao da producdo de
matéria seca das plantas quando submetidas a altos teores de Cu e Zn no solo. Assim, o aumento
de biomassa foliar observado nas espécies pode ser caracterizado pela densidade foliar da ndo
pioneira e pela biomassa por area foliar da pioneira. Fernandes (2019) estudou caracteristicas
morfo-anatdmicas foliares funcionais e respostas estruturais de diferentes arboreas pioneiras e
ndo pioneiras em remanescentes Floresta Atlantica expostos a disturbios ambientais,

constatando que as espécies adultas pioneiras apresentaram condicdes de resiliéncia e de
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perpetuacdo nos remanescentes perturbados e possuem folhas com alta biomassa por area foliar.
Observaram também que espécies de arvores ndo pioneiras apresentaram um baixo potencial
de tolerancia com maior espessura do parénquima esponjoso, e concluiram que as alteracGes
anatdmicas que ocorrem nas folhas apresentam papel fundamental na adaptacdo da planta sob
as condigdes atribuidas pelo ambiente.

As plantas geralmente séo sensiveis ao excesso de metais pesados podendo induzir diferentes
sintomas em niveis fisioldgicos, como danificar as enzimas antioxidantes e os sistemas de
membrana, mas também podem ativar seus mecanismos de defesa (Figura 14; Feng et al.,
2021). Assim, os niveis de GSH em folhas e raizes de C. floribundus e E. leiocarpa diminuiram
ao longo do tempo e variaram sob os efeitos de temperatura, apontando menores concentracoes
nos tratamentos de temperatura alta em folhas de C. floribundus e em folhas e raizes de E.
leiocarpa. Foi verificado interacdo entre os 3 fatores na razdo GSH:GSSG em raizes de C.
floribundus, enquanto essa razéo para as raizes foi maior no tratamento com temperatura alta
em E. leiocarpa, com interacdo entre temperatura e tratamento/M. Efeito temperatura nas
concentracdes de glutationa reduzida (GSH) das espécies de plantas utilizadas neste estudo
indicaram que mudancas na temperatura devido as mudancas climéticas podem alterar a
capacidade de defesa dessas plantas e causar o desequilibrio bioquimico entre oxidantes e
antioxidantes em favor dos oxidantes. A longo prazo, esse efeito pode ser intensificado com
niveis de toxicos de metais. Lwalaba e colaboradores (2020) verificaram a reducdo nos niveis
de glutationa e da razdo GSH:GSSG em raizes de cevada submetida ao excesso de metais,
porém houve aumento do contetdo de fitoquelatinas (PC). Em situacdo de estresse aos metais,
a producdo de fitoquelatinas € a primeira estratégia utilizada pelas plantas para quelar e
transportar metais para os vactolos (Emamverdian et al., 2015). Uma vez que as fitoquelatinas
(PC) usam GSH como precursor para sua sintese, pode-se sugerir que a reducao no teor de GSH
nas espécies C. floribundus e E. leiocarpa sob os tratamentos foi devido a polimerizacéo de
GSH para formar PC. No entanto, GSSG permaneceu menor nas raizes de C. floribundus,
apoiando a hipotese de que os niveis de GSH podem ser restaurados sob alta toxicidade causada
por metais, reciclando GSSG de volta para GSH por meio da glutationa redutase (Jozefczak et
al., 2014) (Figura 14). A hipotese é apoiada pela maior razdo GSH:GSSG nas raizes das
especies. Além da remocéo de especies reativas de oxigénio, o conteudo de GSH também atua
como substrato para as fitoquelatinas e esta intimamente relacionado com a tolerancia de metais

pesados em plantas (Grill et al., 1989; Xiang et al., 2001).
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Figura 15. Ciclo ascorbato-glutationa e efeito do estresse oxidativo por metais em raizes, caule

e folhas. Imagem com modificagGes (Feng et al., 2021).

Espécies vegetais acondicionadas em locais com altos teores de metais comumente tém reducao
de Chl a, Chl b e carotendides (Cambrollé et al., 2013; Cambrollé et al., 2015; Tiecher et al.,
2016). Neste estudo, os niveis de Chl a e carotentides em C. floribundus nao variaram conforme
a influéncia dos fatores abordados. Os niveis de Chl b, no entanto, foram maiores nos
tratamentos com temperatura alta. Na espécie E. leiocarpa, os teores pigmentares reduziram ao
longo do experimento, indicando que esta reducdo pode ter sido ocasionada pela influéncia dos
metais. E valido destacar que o efeito de Zn na transferéncia de elétrons na fotossintese causa
reducdo na sintese de clorofila ou também o aumento de sua degradacdo (Cambrollé et al.,
2013). Além disso, o excesso de Cu pode causar degradacdo da estrutura e do conteudo interno
do cloroplasto (Tiecher et al. 2017). A substituicdo do ion Mg pelo Cu na clorofila também
pode ocorrer, prejudicando a sintese de clorofila (Kipper et al., 2002). Ni pode destruir o
cloroplasto e reduzir a clorofila a e b, 0 que leva a diminuicdo da fotossintese e da taxa de
transpiracdo (Turan, 2019). As plantas em solo poluido com Ni sofrem de clorose devido a
competicdo desse metal com Ca e Mg na absorcdo pela planta e a baixa absor¢do de Mg afeta
a producéo de cloroplastos, reduzindo a fotossintese e, finalmente, afetando o crescimento e a
produtividade geral da cultura (Shahbaz et al., 2019). Corroborando com os dados obtidos na
E. leiocarpa, um estudo de fitoestabilizagdo de metais pesados no solo determinou que a
contaminag¢do com Ni proporcionou reducdo significativa em todos os parametros abordados
(carotenoide, clorofila a, clorofila b e clorofila total) e essa redugdo pode ser fomentada pela
influéncia de temperatura (Zeeshan et al., 2020). Yan e colaboradores (2021) observaram que
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0 estresse causado por alta temperatura ndo so leva a reducdo do teor de pigmentos, mas também
inibe a fotossintese da alface. Tal fato foi justificado pela diminui¢do do contetdo da clorofila,
que esta associado com danos nos cloroplastos do mesofilo. As observacGes ultraestruturais
levantadas pelos autores também indicam que alta temperatura danifica a estrutura dos
cloroplastos das plantas e altera a atividade fotossintética.

Produtos da peroxidacédo lipidica (MDA e HPDC) sdo considerados marcadores de danos
oxidativos nas membranas celulares, sinalizando o desempenho fisiologico de plantas que
crescem sob estresses ambientais (Lima & Abdalla, 2001; Che et al. 2020). O contetdo de
HPDC em C. floribundus reduziu ao longo do tempo. O HPDC em E. leiocarpa tendeu a
diminuir ao longo do tempo e mostrou influéncia também sob a temperatura, apresentando
maiores concentra¢fes em temperatura alta. Ha a indicacao de que a menor peroxidacao lipidica
em nivel celular esta associada aos baixos niveis de HPDC (Pignata et al., 2002) e esta entre as
caracteristicas associadas de maior tolerancia das arvores pioneiras ao estresse oxidativo em
comparacao as nao pioneiras (Brandao et al., 2017). A concentracdo de MDA em C. floribundus
reduziu ao decorrer do tempo, por outro lado, E. leiocarpa apresentou a tendéncia de aumentar
suas concentragdes nos tratamentos com adi¢des de metais e nos tratamentos com elevacao de
temperatura. Isso pode indicar uma maior tolerdncia da espécie pioneira ao estresse oxidativo
causado pelos fatores de temperatura ambiente e metais no solo. Cui e autores (2022)
observaram maior teor de MDA nas folhas de S. chinensis e P. orientalis coletadas em locais
urbanos e suburbanos do que em areas rurais. Esses resultados indicaram que o equilibrio foi
interrompido e as EROs foram produzidas em excesso, 0 que € consistente com outros estudos
gue demonstraram que o contetdo de MDA foi maior em plantas submetidas aos metais pesados
(Wang et al., 2015; Li et al., 2013). Diante dos resultados do presente estudo E. leiocarpa possui
maior sensibilidade ao estresse ocasionado pela elevacdo de temperatura e adicdo dos metais
em comparagéo ao C. floribundus. Desta forma, a continuagao do ciclo de defesa antioxidante,
como as atividades enzimaticas e os contelldos das EROs serdo discutidos na sequencia apenas
para a espécie ndo pioneira.

A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), na qual o acimulo é prejudicial as plantas,
pode ser induzida pela presenca de metais em excesso. Assim, as enzimas antioxidantes sdo
cruciais, sendo responsaveis pela eliminacdo de EROs (Gomes et al., 2013), como ilustrado na
Figura 14. Os antioxidantes enzimaticos em E. leiocarpa diminuiram significativamente,
especialmente sob influéncia dos fatores de temperatura e tempo. As enzimas CAT, GR, APX
e SOD nas folhas regrediram dos 7 para os 28 dias em todos tratamentos. Nas raizes, a atividade

enzimatica da catalase foi maior nos tratamentos com adi¢cdo de metais; GR diminuiu a
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atividade aos 14 dias e a adi¢do dos metais influenciou mais atividade da APX do que a elevagao
de temperatura. Resultados contrarios foram vistos por Gomes e colaboradores (2018) ao
abordarem os efeitos de temperatura e Zn em duas espécies de plantas nativas brasileiras, onde
as plantas tratadas com excesso de Zn apresentaram maiores atividades de APX e CAT em
folhas sob temperaturas mais elevadas (30°C e 35°C). Porém, Zhou e colaboradores (2021)
relataram resultados similares ao presente estudo ao estudarem as diferencas ecofisiologicas
entre mudas de mangue sob estresse por metais. Eles constataram que os teores de MDA
aumentaram com 0 aumento das concentracbes de metais, enquanto houve a reducdo nas
atividades enzimaticas antioxidantes (SOD, CAT e APX). Enzimas como APX e CAT séo
responsaveis pela elimina¢do de H>O> e séo bastante responsivas aos estressores ambientais
(Foyer e Noctor, 2011; Gomes et al., 2017). E amplamente reconhecido que os danos causados
por metais pesados nas células vegetais sdo causados devido ao excesso de EROs produzidas
na célula vegetal, como o anion superoxido (O, um radical livre), radical hidroxila (OH’, um
radical livre) e peroxido de hidrogénio (H202, ndo radical) (Devi e Prasad, 1998) (Zhou et al.,
2021). Os contetdos de H202, O e OH" em E. leiocarpa aumentaram suas concentraces
expressivamente ao longo do estudo, sobretudo, pela influéncia dos fatores de temperatura e
adicao de metais. No estudo ja citado (Cui et al., 2022), foi verificado o0 aumento nos niveis de
H2.02 e O nas espécies de plantas de locais urbanos e suburbanos, sendo observado a
correlacdo positiva entre as concentracfes de metais pesados e as EROs H,O, e 02,
corroborando com o aumento observado neste estudo com E. leiocarpa. Ainda, o aumento da
temperatura levou ao aumento das concentracdes de H>O> em A. polycephala tratadas com
excesso de Zn (Gomes et al., 2018). Inimeros estudos tém mostrado que o acimulo de metais
induz estresse oxidativo estimulando a producdo de EROs (Lin et al., 2012). Dentro desta
abordagem, a ativacdo dos mecanismos de desintoxicacdo é de suma importancia para
equilibrar os efeitos toxicos do estresse oxidativo causado por metais (Wang et al., 2009) ou
por elevacdo de temperatura. A enzima SOD ¢ fundamental na tolerancia ao estresse de plantas,
fornecendo a primeira linha de defesa contra os efeitos toxicos de niveis elevados de EROs,
uma vez que a enzima catalisa a reacdo de dismutacdo do O>" em oxigénio molecular e H20>
(Gill et al., 2010). Além disso, L. sativa submetida ao estresse de Zn apresentou acimulo de
O." devido a diminuicéo da atividade de SOD, enquanto para B. oleracea submetida ao mesmo
tratamento ndo apresentou aumento de O2" e a atividade de SOD se intensificou, mas o seu
teor de H2O. ndo aumentou, como esperado, sugerindo a existéncia do mecanismo de

detoxificacdo desta ERO em B. oleracea (Barrameda et al., 2014). Assim, sugerimos que E.
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leiocarpa ndo possui um mecanismo eficiente de detoxificacdo das EROs quando submetidas

a elevacédo da temperatura, simulando as mudancas climaticas, e ao excesso de metais.

6. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que a disponibilidade de Zn e Cu em solo pode estar relacionada a
interacdes especificas de cada espécie com o solo. O efeito de temperatura influencia no
acumulo de metais nas raizes de C. floribundus, atenuando seus efeitos nocivos. Ainda, a
temperatura influencia também os pardmetros altura e nimero de folhas de C. floribundus,
mostrando aumento nos tratamentos com temperatura elevada. O parametro altura em E.
leiocarpa foi maior nos tratamentos com adicdo de metais, ndo apresentando variacdo em
namero de folhas. Assim, sugerimos que o aumento de biomassa foliar observado em ambas as
espécies pode ser caracterizado pela densidade foliar da espécie ndo pioneira e pela biomassa
por area foliar da espécie pioneira.

Corroborando com a hipotese levantada, a espécie pioneira, C. floribundus, possui maior
tolerancia ao estresse oxidativo causado pelos fatores de temperatura e metais no solo (MDA e
HPCD) e a ndo pioneira, E. leiocarpa, ndo detém de mecanismo eficiente para detoxificacdo
das EROs quando submetidas a elevacdo da temperatura, simulando as mudancas climaticas, e

a0 excesso de metais.
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