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RESUMO

Os ecossistemas florestais vém sendo afetados nas Gltimas décadas por uma diversidade de poluentes
devido a expansdo das atividades antropicas. Os metais pesados adsorvidos ao material particulado
estdo entre os poluentes incorporados nos remanescentes de Mata Atlantica em areas urbanas. Estes
podem ser retidos sobre as copas das arvores e incorporados no solo. Uma vez disponiveis no solo
estes podem ser absorvidos via raizes. O acimulo destes elementos nas plantas pode levar ao aumento
dos niveis celulares de espécies reativas de oxigénio e causar danos oxidativos, cuja intensidade
dependera da capacidade das espécies nativas produzirem defesas antioxidativas. Assim, com base
no conhecimento cientifico disponivel na literatura e produzido por nossa equipe, assumimos que 0s
metais Ni e Zn contidos no material particulado urbano, ao serem incorporados no solo de um
fragmento de Mata Atlantica urbano, aumentam a fracdo biodisponivel para a comunidade vegetal e
que as espécies arboreas ndo pioneiras acumulam mais niquel (Ni) e zinco (Zn) e sdo mais
susceptiveis ao estresse oxidativo do que espécies pioneiras quando crescidas em solo contaminado.
Essas hipoteses foram testadas experimentalmente utilizando Ni e Zn (marcadores de fontes urbanas
de material particulado). O presente estudo foi proposto objetivando: avaliar se havera aumento da
biodisponibilidade de Ni e Zn apds a adigdo dos mesmos no solo proveniente de um fragmento urbano
de Mata Atléantica localizado na cidade de So Paulo; determinar o nivel de acimulo de Ni e Zn
adicionados ao solo em raizes, caules/ramos e folhas de plantas jovens de espécies arbdreas pioneiras
e espécies ndo pioneiras nativas de Mata Atlantica paulista; determinar o nivel de tolerancia das
espécies arboreas ao Ni e Zn adicionados ao solo, por meio da analise de alteragdes nas taxas de
crescimento e producdo de biomassa da parte aérea e radicular, no perfil de defesas (antioxidantes:
acido ascorbico, glutationa, superoxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase e glutationa
redutase) e de danos celulares (pigmentos, indicadores de peroxidacao lipidica e espécies reativas de
oxigénio) e ordenar as espécies escolhidas em funcéo de sua capacidade de acimulo de Ni e Zn nos
tecidos vegetais acima do solo, de seu nivel de tolerancia a metais pesados e de ocorréncia de danos
celulares, a fim de verificar se a ordenacéo resultante foi determinada em funcéo do grupo funcional
a que pertence cada espécie. O experimento foi realizado com trés espécies arboreas pioneiras (Pi;
Croton floribundus, Inga sessilis e Rapanea ferruginea) e trés ndo pioneiras (NPi; Eugenia uniflora,
Esenbeckia leiocarpa e Ocotea odorifera) nativas da Mata Atlantica. Estas foram crescidas em solo
coletado em fragmento urbano de Floresta por 90 dias, com adubacdo balanceada (controle) e em solo

enriquecido de Ni, Zn e Ni+Zn, alcangcando concentracfes trés vezes mais altas do que as propostas



pela CETESB para prevencao de riscos associados a contaminacédo de solos (30 e 86 mg/ Kg de solo
para Ni e Zn respectivamente). Os resultados mostraram que as concentracbes desses metais
aumentaram significativamente nas fracGes biodisponiveis do solo, nos tratamentos em que houve
adicéo destes. Os maiores teores de Ni e Zn nas plantas foram encontrados nos tratamentos com o
acréscimo destes. O contetido absoluto (concentracdo*massa seca de cada 6rgdo das plantas) de Ni e
Zn nas plantas das espécies avaliadas neste estudo refletiu diretamente o nivel no solo desses metais
nas formas disponiveis, sendo mais alto em espécies pioneiras do que nas espécies ndo pioneiras.
Indices de translocagdo ndo foram similares entre espécies pioneiras ou entre néo pioneiras e houve
a translocacdo apenas de Ni para a parte aérea, nos tratamentos com excesso desse metal. As espécies
arboreas apresentaram caracteristicas bioquimicas diferentes entre si e semelhantes a exposi¢cdo aos
metais niquel e zinco. Os resultados ainda nos permitiram verificar o nivel de tolerancia das espécies
ao estresse oxidativo induzido por Ni e/ou Zn, da seguinte forma: R. ferruginea (Pi) = E. uniflora
(NP1) > 1. sessilis (Pi) > C. floribundus (Pi) > E. leiocarpa (NPi) > O. odorifera (NPi).

Palavras chaves: Estresses ambientais, Mata Atlantica, espécies arbdreas pioneiras e nao pioneiras,
antioxidantes, danos oxidativos.



ABSTRACT

Forest ecosystems have been affected in recent decades by a diversity of pollutants due to the
expansion of anthropic activities. Heavy metals adsorbed to particulate matter are among the
pollutants incorporated in the remnants of Atlantic Forest in urban areas. These can be retained on
the treetops and incorporated into the soil. Once available in the soil these can be absorbed via roots.
The accumulation of these elements in plants can lead to increased cellular levels of reactive oxygen
species and cause oxidative damage, the intensity of which will depend on the ability of native species
to produce antioxidative defenses. Thus, based on the scientific knowledge available in the literature
and produced by our team, the summation that ni and zn metals contained in urban particulate matter,
when incorporated in to the soil of an urban AtlanticForest fragment, increase the bioavailable
fraction for the plant community and that non-pioneer tree species accumulate more nickel (Ni) and
zinc (Zn) and are more susceptible to oxidative stress than pioneer species when grown in
contaminated soil.. Essas hipo6teses foram testadas experimentalmente utilizando Ni e Zn (marcadores
de fontes urbanas de material particulado). The present study was proposed to: evaluate whether there
will be an increase in the bioavailability of Ni and Zn after their addition in soil from an urban
fragment of Atlantic Forest located in the city of S&o Paulo; determine the level of accumulation of
Ni and Zn added to the soil in roots, stems/branches and leaves of young plants of pioneer tree species
and non-pioneer species native to the Atlantic Forest of Sdo Paulo; determine the level of tolerance
of tree species to Ni and Zn added to the soil, by analyzing changes in the growth rates and biomass
production of shoots and roots, in the profile of defenses (antioxidants: ascorbic acid, glutathione,
superoxide dismutase, catalase, ascorbate peroxidase and glutathione reductase) and cellular damage
(pigments, lipid peroxidation indicators and reactive oxygen species)) and order the species chosen
as a function of their ability to build up Niand Zn in plant tissues above ground, their level of tolerance
to heavy metals and the occurrence of cellular damage , in order to verify that the resulting ordering
has been determined according to the functional group to which each species belongs. The experiment
was carried out with three pioneer tree species (Pi; Croton floribundus, Inga sessilis and Rapanea
ferruginea) and three non-pioneers (NPi; Eugenia uniflora, Esenbeckia leiocarpa and Ocotea
odorifera) native to the Atlantic Forest. These were grown in soil collected in urban fragment of
Forest for 90 days, with balanced fertilization (control) and in enriched soil of Ni, Zn and Ni+Zn,
reaching concentrations three times higher than those proposed by CETESB to prevent risks
associated with soil contamination (30 and 86 mg/ Kg of soil for Ni and Zn respectively). The results
showed that the concentrations of these metals increased significantly in the bioavailable fractions of

the soil, in the treatments in which there was addition of these. The highest levels of Ni and Zn in the



plants were found in the treatments with the addition of these. The absolute content
(concentration*dry mass of each plant organ) of Ni and Zn in the plants of the species evaluated in
this study directly reflected the soil level of these metals in the available forms, being higher in
pioneer species than in non-pioneer species. Translocation indices were not similar among pioneer or
non-pioneer species and ni was transceied only to shoots in treatments with excess of this metal. The
tree species presented different biochemical characteristics and similar to exposure to nickel and zinc
metals. The results also allowed us to verify the level of tolerance of the species to oxidative stress
induced by Ni and/or Zn, as follows: R. ferruginea (Pi) = E. uniflora (NPi) > I. sessilis (Pi) > C.

floribundus (Pi) > E. leiocarpa (NPi) > O. odorifera (NPi).

Key words: Environmental stresses, Atlantic Forest, pioneer and non-pioneer tree species,
antioxidants, oxidative damage.
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I. INTRODUCAO GERAL

Os ecossistemas florestais, nas ultimas déecadas, vém sendo fragmentados e afetados por uma
diversidade de poluentes devido a expansdo das cidades, das atividades agricolas e industriais
(Bussotti 2008; Tausz et al. 2007; Paoletii et al. 2010). A intensificacdo das atividades industriais,
agricolas e da urbanizacdo tem aumentado a polui¢cdo dos solos por metais pesados (Kabata-Pendias

2011; Alloway 2013; Jinmei & Xueping 2014; Birani et al. 2015).

H& vérias defini¢bes para o termo metal pesado. Neste trabalho, foi adotada a de Amaral
Sobrinho et al. (2009), que consideraram metal pesado como um grupo de metais e metaloides
associados com poluicdo e toxidez, incluindo neste termo alguns elementos que, em baixa
concentragdo, S0 essenciais aos organismos vivos. Dentre os metais pesados essenciais aos

organismos Vvivos e provenientes de atividades antropicas, podemos destacar Ni e Zn.

Segundo Kabata-Pendias e Pendias (1999), Ni no solo esta associado a carbonatos, fosfatos e
silicatos, sendo que a matéria organica possui a capacidade de absorver esse metal e torna-lo imével. A
sua concentracdo no solo varia em funcdo da rocha de origem e da intensidade de intervencao
antrdpica. Entre as atividades antropicas emissoras de Ni, destacam-se a producdo de ligas, a industria
de galvanoplastia, fabricacdo de baterias (baterias de Ni-Cd) e catalizadores e também esta contido

em produtos de petroleo e pigmentos (Kasprzak et al. 2003).

O zinco € liberado para o solo por intemperismo e encontra-se principalmente nas seguintes
formas: (i) soltvel (Zn?*); ii) adsorvido sob forma permutavel em coloides argilosos, himicos e
hidréxidos de aluminio e ferro; iii) complexos insoluveis e minerais (Montalvo et al. 2016; Babula et
al. 2008). Outras fontes naturais podem ser incluidas, como processos atmosféricos (incéndios
florestais, atividade vulcénica) e processos bidticos (decomposicdo, lavagem da superficie das
folhas). Além disso, destacam-se também as atividades antropogénicas como fontes emissoras desse

metal. O Zn tem sido preponderantemente utilizado na galvanizacdo de produtos de ferro,



proporcionando uma cobertura resistente a corroséo, e também em baterias, fertilizantes, aros e rodas
de veiculos, tintas, plasticos, borrachas, em alguns cosméticos, como pos e bases faciais, e produtos
farmacéuticos como, por exemplo, em complexos vitaminicos (Moore & Ramamoorthy 1984; Lester,

1987; Kabata-Pendias 2011; Calvo et al. 2013).

Em areas urbanas, ambos 0s metais podem ser encontrados na queima de combustiveis fosseis,
emitidos pela frota veicular, sendo uma fonte particularmente importante de poluicdo ambiental por
material particulado enriquecido de metais pesados (Kabata-Pendias 2011; Calvo et al. 2013),

atingindo remanescentes florestais, por exemplo.

Ressalta-se que 0s metais pesados de origem antropica devem apresentar formas quimicas
mais moveis e biodisponiveis em solo que os de origem natural. Desta forma é importante
compreender a disponibilidade destes em solo de regides impactadas por atividades antrdpicas e como
essa maior disponibilidade de metais pode alterar mecanismos fisiol6gicos e bioquimicos das plantas.
Assim, os temas “retenc¢do e disponibilidade dos metais pesados no sistema planta-solo”, e “danos e
mecanismos de tolerancia das plantas aos metais pesados” serdo mais detalhados nos proximos itens,

considerando um ecossistema impactado por metais de origem antrépica.

1.1 Retencéo e disponibilidade dos metais pesados no sistema planta-solo

A contaminacdo do solo por metais pesados é uma preocupacdo mundial devido a alta
toxicidade, persisténcia em longo prazo e a incorporagao subsequente dos metais na cadeia tréfica, o
que pode levar a efeitos prejudiciais ao ambiente e a saide humana (Venegas et al. 2015). De uma
maneira geral, a movimentacdo dos metais pesados no ecossistema é condicionada pelos atributos
quimicos e fisicos do solo e pela natureza quimica dos metais, que interferem nas reacGes de
adsorcéo/dessorcéo, precipitacdo/dissolucdo, complexacdo, quelacdo e oxi-reducdo (Oliveira;

Mattiazzo 2001). Dentre os atributos do solo, que podem interferir na mobilidade dos metais,



destacam-se o pH, o teor de matéria organica, tipologia e textura do solo, e a¢do dos exsudatos
liberados pelas raizes, que facilita a biodisponibilidade (Rieuwerts et al. 2006).

Estudos mostram que ocorre uma diminui¢do da disponibilidade dos metais a medida que o
pH aumenta, favorecendo a formacao de cargas negativas no meio e, desta forma, ocorre um aumento
da sorcdo de metais (que sdo catidnicos) em coloides, incluindo matéria organica, 6xidos de Al e Fe
e particulas de minerais argilosos) (Wang et al. 2015; Wang et al. 2016). Geralmente, a fragdo
biodisponivel desses elementos no solo é mais alta em solos &cidos, como parece ser caso dos solos
da Mata Atlantica no sudeste brasileiro (Lopes et al. 2015). Entretanto, Rieuwerts (2007) alertou, em
seu artigo de revisao, que os modelos preditivos da mobilidade e biodisponibilidade de metais pesados
em solo foram propostos para as regides de clima temperado e podem néo ser aplicaveis nos tropicos,
devido a diferencas na quimica do solo. Esse alerta reforca a necessidade de mais estudos sobre o
tema nos trépicos, inclusive no Brasil.

No solo, os metais podem ser absorvidos pelas plantas (pelas raizes e superficies foliares) ou
lixiviados, contaminando as aguas subterraneas (Pierangeli et al. 2005). As arvores desempenham
papel preponderante na circulacdo de metais pesados nos ecossistemas florestais, por funcionarem
como anteparos ao material particulado atmosférico enriquecidos de metais (Sanchez-Lopez et al.
2015; Song et al. 2015; Rai 2016) e por sua capacidade de absorvé-los naturalmente do solo (Naidu
et al. 2001; Sarma et al. 2011). O acumulo de metais no sistema planta-solo do ecossistema florestal
ocorre por processos como a bioacumulacéo e a biomagnificacdo, que transformam concentracées
consideradas normais destes em concentragdes toxicas para diferentes espécies vegetais, podendo
promover efeitos em longo prazo, mesmo depois de interrompida, por exemplo, a deposicao
atmosférica de material particulado que os contém (Nagajyoti et al. 2010, Tavares & Carvalho 1992).
Elementos como manganés (Mn), cobre (Cu), zinco (Zn), ferro (Fe), molibdénio (Mo) e boro (B)
desempenham papel nutricional importante no sistema solo-planta, sendo que a baixa
biodisponibilidade desses elementos pode causar deficiéncias nutricionais as plantas. Por outro lado,
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outros constituintes naturais do solo, como arsénio (As), bario (Ba), cadmio (Cd), cobalto (Co), cromo
(Cr), Cobre (Cu), ferro (Fe), mercurio (Hg), molibdénio (Mo), niquel (Ni), chumbo (Pb), antimdnio
(Sb), selénio (Se), vanadio (V) e zinco (Zn), também sdo emitidos por fontes antrépicas sendo
acumulados nos ecossistemas em maiores proporcdes do que esperado, colocando em risco toda a
biota, devido ao seu potencial toxico apontado por diferentes autores (Birani et al. 2015). Os metais
pesados em altas concentragdes nas folhas causam prejuizos aos processos celulares e fisioldgicos
das plantas (Shahid et al. 2014). Porém, em uma quantidade natural, as plantas sdo capazes de evitar
seu impacto negativo (Juknys et al. 2012). Ainda o acimulo de metais pesados nos tecidos foliares

das arvores podem confirmar sua biodisponibilidade no solo (Franga et al. 2007).

1.2 Absorcao, transporte e toxicidade do niquel

O niquel em concentracBes adequadas, que podem variar conforme a espécie, € um
micronutriente essencial e desempenha papel importante no crescimento e desenvolvimento de
plantas (Seregin Kozhevnikova 2006). Participa de processos metabélicos como ativador das enzimas
urease, hidrogenase, monoxido de carbono desidrogenase, peptideo deformilase, acetil-S-coenzima,
metilcoenzima e superdxido dismutase contendo Ni (NiSOD) (Ermler et al. 1998; Mulrooney &

Hausinger 2003).

Prevé-se que o Ni seja absorvido pelas plantas inicialmente pelas células das raizes na forma
de cations hidratados livres, seguido pela formacao de complexos de Ni-aminoacidos no interior do
apoplasma e do simplasma das raizes. Além dos aminoacidos, muitos acidos organicos de baixo peso
molecular, como citrato e malato, também estdo envolvidos na absorcdo de Ni pelas raizes por meio
da formacdo de complexos de Ni-acido organico, auxiliando no processo de absorcdo desse metal,
como também os transportadores de Zn presentes na membrana plasmatica (células epidérmicas das
raizes) (Deng et al. 2014). Apos entrar nas plantas pelas raizes, o niquel, novamente na forma de

cations hidratados livres, é transportado ao xilema principalmente via simplastica (Dalir &
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Khoshgoftarmanesh 2015) e distribuido para a parte aérea. Este elemento essencial também é
fornecido para as partes meristematicas das plantas por retranslocacdo das folhas velhas para as mais
jovens, e aos botdes, frutos e sementes, por meio do floema (Page et al. 2006). Este transporte é
regulado por proteinas que se ligam especificamente ao Ni (Colpas et al. 2000). Ligantes metalicos,
como nicotianamina (NA), histidina (His) e acidos organicos (&cido citrico e ions malato), podem
atuar como intracelulares quelantes, que se ligam ao Ni no citosol ou nas células subcelulares para
transporte, translocacéo e acumulagéo dentro de plantas (Kramer et al.1996; Douchkov et al. 2005).
Parte do Ni absorvido pelas plantas pode ser retido pelas raizes. 1sso pode ser devido ao sequiestro
nos locais de troca catibnica das paredes das células do parénquima do xilema e imobilizacdo nos
vacuolos de raizes (Seregin et al. 2006). Além disso, uma alta porcentagem de Ni nas raizes pode
estar presente nos feixes vasculares, enquanto no cértex é verificado em menor porcentagem. Essa
distribuicdo sugere uma alta mobilidade de Ni no xilema e floema (Riesen et al. 2005). O Ni tem sido
distribuido preferencialmente nas células epidérmicas das hastes e folhas dos hiperacumuladores,
provavelmente nos vacuolos e ndo na parede celular (Kipper et al. 2001). Contudo, Kramer et al.
(2000) relataram que 67 a 73% de Ni nas folhas de Thlaspi goesingense esta associado a parede

celular.

Ha evidéncias que a toxicidade causada pelo excesso de niquel nas plantas esta associada com
estresse oxidativo (Gonnelli et al. 2001; Boominathan et al. 2002; Gajewska et al.2006), apesar de
ndo ser um metal redox-ativo e ndo gerar diretamente as espécies reativas de oxigénio (EROs).
Entretanto, interfere indiretamente na atividade de enzimas antioxidantes (Gajewska et al. 2005; Hao
et al. 2006), por exemplo, superoxido dismutae (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH-
Px), glutationa redutase (GR), peroxidase (POD), guaiacol peroxidase (GOPX) e ascorbato

peroxidase (APX).



1.3. Absorgao, transporte e toxicidade de zinco

O zinco tem um efeito positivo nas células vegetais, pois ativam muitas enzimas, como RNA
polimerase, superdxido dismutase, alcool desidrogenase e carbOnico anidrase, e participam da
proteossintese e metabolismo de carboidratos, lipidios e &cidos nucleicos (Palmer et al, 2009).
Também controla a proliferacdo e diferenciacdo de células (Palmer et al., 2009). Além dessas
funcgdes, o zinco também tem um papel importante no desenvolvimento de cloroplastos e em algumas
de suas funcdes, como o processo de reparo do fotossistema II por ‘reciclagem” da proteina D1

danificada por a radiacdo luminosa ou atividade da SPP peptidase (Hansch et al., 2009).

O zinco é absorvido da solugéo do solo pelas raizes, principalmente na forma de ions Zn?* ou
complexos de acido organico (Palmgren et al. 2008) e translocado para a parte aérea das plantas por
meio do xilema. Esses fluxos simplasticos de Zn da raiz até o xilema é realizada por transportadores
de proteinas de metais pesados (Zinc Regulatory Transporter — Iron Transportador Regulador como
Proteina) identificados em estudos realizados com espécies comerciais com arroz (Oryza sativa),
cevada (Hordeum vulgare) e agrido (Arabidopsis thaliana) (White et al. 2002; Milner et al. 2013;
Bashir et al. 2013). Porém, o excesso de zinco pode causar toxidez e prejudicar o desenvolvimento

das plantas.

O principio da toxicidade excedente de ions de zinco nas plantas é baseado no fato de que
esses ions nas células competem por locais destinados a outros ions biologicamente ativos (Kramer
et al. 2010). Alguns dos sintomas tipicos desse excedente sdo cloroses de folhas jovens
(provavelmente a consequéncia menor absorcdo de Fe? * e Fed*), reducdo da biomassa vegetal e
inibicdo de crescimento da raiz (Ren et al.1993). O zinco é um cofator de anidrase carbbnica que
aumenta o contetldo de CO2 no cloroplasto e, portanto, também aumenta a capacidade de carboxilagdo
da enzima Rubisco (Salama et al. 2006) e o seu excesso pode também reduzir a taxa fotossintética e

diminuir a atividade de enzimas envolvidas na fixacao de carbono.



1.4 Danos e mecanismos de tolerancia das plantas aos metais pesados

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; limitagdo de acumulo em tecidos sensiveis ou sequestro em
organelas mais tolerantes, como o0s vacuolos; processos gque controlam as EROs, como pela defesa
antioxidante, e producéo de proteinas e sintese de moléculas sinalizadoras, como 6xido nitrico e &cido
salicilico. Os mecanismos de tolerancia e adaptacéo podem atenuar os danos causados pelo estresse
oxidativo a fim de manter em equilibrio o estado redox das plantas. Porém, ha diferencas marcantes
entre as espécies vegetais na habilidade de absorver, acumular e tolerar metais pesados (Santos et al.

2006).

Algumas espécies vegetais conseguem sobreviver em ambientes com alto teor de elementos
toxicos, restringindo (excludentes) ou tolerando (tolerantes) entrada excessiva destes. As tolerantes
podem imobilizar e/ou compartimentalizar estes elementos em suas células (Agrawal et al. 2011;
Leyval et al., 1997; Kramer, 2010) e até mesmo melhorando seu sistema de defesa antioxidante a fim

de neutralizar os efeitos do estresse oxidativo (Kramer, 2010; Rascio & Navarro-1zzo 2011).

A seguir serdo apresentadas algumas informacdes sobre as EROs e as defesas antioxidantes
enzimaticas e ndo enzimaticas em organismos vegetais, focos principais desta pesquisa, para o
entendimento dos danos causados pelo excesso de metais, como também os mecanismos de tolerancia

para restringir esses danos.

1.4.1. Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

A terminologia espécies reativas de oxigénio (EROSs) inclui radicais livres e espécies que nao
possuem elétrons desemparelhados, sendo subprodutos de reacdes redox (Kovalchuk 2010). As EROs
sdo formadas com a redugdo do O, formando o oxigénio singleto ou por sucessivas adi¢Oes de

elétrons ao O2 molecular, reduzindo-o a radical superoxido (O."), radical hidroperoxila (HO2) ou



peroxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OHe) (D’Autréaux & Toledano, 2007,

Bhattacharjee, 2010).

O radical superoxido (O2") é instavel e moderadamente reativo em meio aquoso, forma-se a
partir da reducdo do O2 por um Unico elétron, reducdes univalentes subsequentes convertem o O™
em H202 e H20. A dismutagdo do O2" a H202 € muito rapida e pode ocorrer tanto de forma
espontanea como catalisada pela enzima superéxido dismutase (SOD) (Bhattacharjee 2010). O O™
pode ainda doar elétrons ao Fe** formando Fe?* que, por sua vez, reduz o H20- e forma OH" e OH".
O conjunto de reacdes através das quais 0 Oze-, 0 H.0> e 0 Fe?* rapidamente geram OH" é conhecido
como “reacdo de Haber-Weiss”, enquanto a reac¢do final, a oxida¢do do H2O; pelo Fe?*, é denominada

reacao de Fenton (Gil & Tuteja 2010).

O H20, é uma EROs moderadamente reativa e cujo pequeno tamanho permite-lhe atravessar
membranas celulares e migrar em compartimentos diferentes. Dessa forma, difunde os danos e
também atua como um mensageiro da condicdo de estresse. Apesar do H20O. ndo ser um radical livre,
tem uma a¢ao deletéria por participar da reagao formadora de OHe, o oxidante mais reativo na familia
das EROs. Além disso, 0 H20> € capaz de inativar enzimas por oxidacdo de seus grupos tiol (Gadjev

et al. 2008; Karuppanapandian et al 2011).

O radical OHe ¢ considerado a mais oxidante dentre as EROs e sua alta reatividade resulta em
reacOes rapidas e inespecificas com distintos substratos, podendo potencialmente reagir com todos o0s
tipos de moléculas bioldgicas (Aguiar & Ferraz, 2007; Mylona & Polidoros, 2010). Em sistemas
biol6gicos, pode ocasionar modificacdes nas bases nitrogenadas, levando a inativacdo ou mutacao do
DNA,; desnaturar proteinas pela oxidacéo de grupos sulfidrila (-SH) e pontes dissulfeto (-SS), além
de causar danos a moléculas de carboidratos e retirar &tomos de hidrogénio de grupos metileno de
acidos graxos poli-insaturados, dando inicio a peroxidagéo lipidica (Blokhina et al. 2003; Barreiros,

2006).



Em plantas, as EROs podem ser formadas durante a reducdo incompleta do oxigénio ou
oxidacdo da &gua pela cadeia transportadora de elétrons no cloroplasto ou na mitocondria (Apel &
Hirt 2004, Arora et al.2002, Bray et al. 2000). A atividade metabdlica altamente oxidante e o intenso
fluxo de elétrons em organelas como cloroplastos, mitocéndrias ou peroxissomos, sdo importantes

fontes de EROs em células vegetais (Gill &Tuteja 2010).

O aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) é uma consequéncia comum
da maioria dos estressores bidticos e abioticos as plantas, incluindo o acumulo foliar de metais
toxicos, que podem causar a oxidagdo inespecifica de proteinas e membranas lipidicas ou podem
causar danos ao DNA, resultando em desordens no metabolismo, como inibi¢do da fotossintese e
respiracdo, cloroses, diminuicdo do crescimento e eventual morte do individuo (Gratéo et al. 2005;

Guala et al. 2010; Gupta et al. 2007; Meers et al. 2005).

As EROs possuem uma meia-vida extremamente curta e os causadores de danos oxidativos
em macromoléculas celulares sdo os produtos finais estaveis dessas espécies (Bhaduri & Fulekar,
2012). As reacBGes promovidas pelas EROs causam alteracBes em processos bioquimicos e
fisiologicos, além de alteracOes ultra estruturais e estruturais (Cheng et al. 2007, Fuhrer & Booker
2003, Morgan et al. 2006, Oksanen et al. 2013, Ueda et al. 2013), mostrando danos ndo somente em
nivel da célula vegetal, mas também em niveis mais altos da organizag&o bioldgica, como em tecidos,
orgdos, individuos, popula¢Bes e comunidades. Podem surgir lesbes, como cloroses e necroses nas
folhas, como consequéncia da desorganizacao celular; fechamento estomético e reducao da absor¢éo
de agua, com consequéncias ao crescimento, podendo, em casos extremos, levar a morte de

individuos (Calatayud et al. 2011, Cheng et al. 2007, Feng & Kobayashi 2009, Fuhrer 2009).

A intensidade dos danos nos diferentes niveis de organizacao, assim, dependera do quao

eficiente a espécie vegetal é para mobilizar as defesas antioxidantes, mantendo o equilibrio pro-
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oxidante/antioxidante (Blokina et al. 2003, Foyer & Shigeoka 2011, Gratéo et al. 2005, Irit i& Faoro

2008, Nali et al. 2005).

1.4.2 Defesas antioxidantes

A defesa antioxidante é constituida, entre outros, por diferentes compostos enzimaticos e nao
enzimaticos integrantes do ciclo arcorbato-glutationa (Leyval et al. 1997; Wang et al. 2009; Kramer
2010; Agrawal et al. 2011). 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), ascobato peroxidase (APx) e a glutationa redutase
(GR), entre outras. Entre os antioxidantes ndo enzimaticos destacam-se, por exemplo, 0s compostos
glutationa e acido ascérbico (Baier et al. 2005, Bray et al. 2000, Tausz et al. 2003, Favaretto et al.

2011). Mais detalhes sobre esses compostos sao apresentados a seguir.

1.4.2.1 Antioxidantes ndo enzimaticos

O 4cido ascérbico (AA), também referido como ascorbato, € um dos mais importantes
antioxidantes ndo enzimaticos e pode inativar varias EROs. Esse antioxidante pode ser encontrado na
formareduzida (AsA), semi oxidada (MDHA) e oxidada (DHA). Juntamente com a glutationa (GSH),
0 AA participa do Ciclo do Ascorbato-Glutationa, no qual o H20, € decomposto pela enzima
ascorbato peroxidase (APX) mediante a oxidacdo do AsA. A recuperacdo do AsA ocorre por meio

da oxidacdo da GSH que torna a ser reduzida pela glutationa redutase (GR) (Dinakar et al. 2012).

A glutationa reduzida (GSH) tem um importante papel na protecdo das plantas contra danos
oxidativos. Este tripepitideo multifuncional é abundante nos tecidos das plantas, existe em todos 0s
componentes celulares, incluindo cloroplastos, mitocdndrias, vacuolos e citoplasma (Noctor & Foyer,
1998). Em conjunto com sua forma oxidada (GSSG), a GSH esta envolvida na regulacdo do
metabolismo celular, em condi¢cdes de estresse e ndo estresse. GSH € o principal tampao redox no

ambiente intracelular reduzido. Em condi¢Ges normais, a propor¢do de GSH para GSSG ¢é de cerca
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de 20:1 e esta proporgédo pode diminuir em situagdo de estresse, como resultado da eliminagéo de

EROs sob condi¢cdes que comprometem a reducdo de GSSG para GSH (Szarka et al. 2012).

Entre os antioxidantes ndo enzimaticos ainda podemos citar os carotenoides, que atuam como
antenas auxiliares, ou seja, absorvem luz em regides do espectro visivel onde a clorofila ndo absorve
eficientemente e transferem com eficiéncia essa energia absorvida para outros pigmentos. Este
mecanismo de foto protecao envolve a supressao dos estados tripleto da clorofila, evitando a formacéo
de oxigénio singleto (*02) via sensibilizagdo, ou seja, transferéncia de energia tripleto da clorofila
para o carotenoide; se houver formacao de oxigénio singleto por outros processos, 0 mesmo pode ser

diretamente suprimido pelo carotenoide (Maeda & Dellapenna 2007).

1.4.2.2 Antioxidantes enzimaticos

As superdxido dismutase (SOD) sdo metaloenzimas que ocorrem em trés isoformas diferentes
nos vegetais, de acordo com o metal presente no sitio ativo, sendo a manganés SOD (MnSOD)
localizada nas mitocondrias, cobre/zinco SOD (Cu/ZnSOD) localizada nos cloroplastos,
peroxissomas e citossol e ferro SOD (FeSOD) localizada nos cloroplastos (Culotta 2001, Alscher et

al. 2002).

As SOD, consideradas a primeira linha de defesa em nivel celular, protegem as células contra
0 O2e-, que é dismutado a H20- e Oz (Favaretto et al. 2011). Essas enzimas participam da modulagéo
do nivel de H202 em cloroplastos, mitocondrias, citosol e peroxissomos (Mittler, 2002; Bhattacharjee,
2010). Uma vez que dismutam 0 O2e-, agem indiretamente na redug@o do risco de formag¢ao do OHe
a partir do Oz¢- (Dubey, 2011; Dinakar et al. 2012). Essas isoenzimas sao ativadas por varios estresses
abidticos, como estresse hidrico, oscilagfes de temperatura, hipdxia e concentracdes toxicas de metais
pesados (Mittler, 2002; Apel e Hirt, 2004; Halliwell e Gutteridge, 2007; Kauppanapandian et al.

2011).
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A catalase (CAT) € uma enzima com um grupo heme que catalisa a rea¢éo que reduz H>O»,
produzido em peroxissomos durante f-oxidacdo e na foto-respiracdo, em H.O e O». A catalase assim
como a superoxido dismutase, possui trés isoformas denominadas catalases classe I, classe 11 e classe
I1l, sendo localizadas em tecidos fotossintetizantes, tecidos vasculares e tecidos reprodutivos,
respectivamente e seus genes sdo expressos e regulados de forma independente (Willekens et al,

1995; Mittler, 2002; Blokina et al, 2003; Karuppanapandian et al. 2011).

A APX e uma heme-proteina, da Classe | da superfamilia das peroxidases, com distintas
formas isoenzimaticas, diversamente reguladas. Suas isoformas podem ser encontradas em citosol,
mitocondrias, peroxissomos, cloroplastos (estroma e ligadas as membranas dos tilacoides) e parede
celular (Dabrowska et al. 2007). A APX exige o &cido ascorbico como redutor e tem alta afinidade

com 0 H20., permitindo a eliminagdo do H>O> mesmo em baixas concentragdes (Locato et al. 2010).

A glutationa redutase (GR) catalisa a reducdo glutationa oxidada (GSSG) para a forma
reduzida (GSH), utilizando NADPH. Esta enzima é importante para manter a concentragdo de GSH
e um aumento na atividade da GR melhora o desempenho da planta em condi¢es desfavoraveis

(Karuppanapandian et al. 2011).

Porém, quando falamos em danos e mecanismos de tolerancia aos metais pesados, devemos
salientar que as plantas também sdo boas alternativas para a recuperacdo de solos degradados pelo
excesso de metais pesados (Salt et al. 1995), desde que apresentem alta capacidade de tolerancia a
esse tipo de estresse. As plantas podem servir também como indicadoras da contaminacéo de solos,
visto que respondem rapidamente aos efeitos toxicos de poluentes (Rossini-Oliva & Mingorance
2004; Anici¢ et al. 2011; Guzman-Morales et al. 2011; Sawidis et al. 2011; Tomasevi¢ et al. 2011).
A sobrevivéncia de plantulas, o crescimento da raiz e da parte aérea e a producao de biomassa estéo

entre os parametros adicionais medidos para avaliacdo da tolerancia de plantas (Walker et al., 2001).
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1. JUSTIFICATIVAS

No presente estudo, partimos do pressuposto de que as arvores nativas de
remanescentes de Mata Atlantica do Estado de Sao Paulo sdo vulneraveis aos impactos por metais
pesados, devido a extensa ocupacdo do solo por populagdes humanas. Este deve ser o caso do
fragmento de Mata localizado no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI), que esta inserido
na malha urbana da cidade de Séo Paulo (figura 1) e tem sido afetado por poluentes atmosféricos de
origem veicular (Domingos et al. 2002). Jesus (2008), por meio de datacdo em sedimentos lacustres,

mostrou que o historico de impactos antropicos no PEFI pode ser dividido em trés fases distintas:

Fase 1:(~1894-1975): caracterizada por baixas concentracdes contaminantes, Fase 11:(~1975-1990):
aumento abrupto das concentracdes de metais pesados e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAS) tracadores de veiculos automotores, marcando o aumento da poluicdo atmosférica e Fase

111:(~1990-2005): Pico das concentracdes de HPAs tracadores do uso de carvao mineral associado as

atividades de uma siderargica vizinha, bem como queda das concentracdes destes tracadores
coincidindo com mudancas no processo industrial da empresa. Ainda nesta fase, notaram-se aumentos
expressivos dos teores e fluxos dos HPAs tracadores de veiculos automotores, corroborando o cenario
de aumento vertiginoso da frota de veiculos na ultima década. Apesar desses riscos potenciais a Mata
Atlantica, pouco se conhece sobre a capacidade das arvores nativas, desse importante bioma
brasileiro, de tolerar os niveis atuais de poluicdo por metais pesados e de perpetuar no ecossistema
em caso da incorporacdo de metais, no sistema solo-planta ndo cessar ao longo do tempo. Tanto o
risco mencionado quanto o desconhecimento do potencial de tolerancias das arvores nativas da Mata

Atlantica também nos estimularam a desenvolver a pesquisa proposta.
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Figura 01. Parque Estadual das Fontes de Ipiranga (PEFI), fragmento de Mata Atlantica localizado na

malha urbana do Estado de S&o Paulo. Fonte: Imagens de satélite Google Earth.

No entanto, o estabelecimento do nivel de toleréncia a metais pesados incorporados no solo
de florestas tropicais e subtropicais, com base nas respostas indicadoras de toleréncia de poucas
espécies arboreas nativas, pode ser limitado pela alta biodiversidade geralmente observada nas
florestas tropicais, como é o caso da Mata Atlantica. Como alternativa para superar tal limitacéo,
pode-se direcionar a escolha de espécies a aquelas que possuam funcdes ecoldgicas distintas no
ecossistema, como por exemplo, as que pertencam a estagios sucessionais distintos, e testa-las quanto
a capacidade de acumular e tolerar o estresse causado por metais pesados. Esta abordagem funcional
é baseada na premissa de que grupos funcionais distintos sdo caracterizados por respostas fisiologicas,
moleculares e genéticas distintas em relacdo a capacidade de acumulacdo de metais (sensu Kréamer
2010). Assim, além de aumentar a significancia dos resultados para o0 bioma em questao, a abordagem
funcional permite ordenar as espécies escolhidas em fungéo de sua capacidade de acimulo em raizes,

caules/ramos e folhas e de seu nivel de tolerdncia a metais pesados. Pode-se, inclusive, comparar
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respostas indicadoras de tolerdncia de espécies com maior potencial acumulador e toleréncia as de

espécies com menor potencial nesses quesitos.

Resultados obtidos em estudos recentes realizados com espécies nativas da Mata Atlantica
apontam para a alta viabilidade da abordagem funcional para a analise de toleréncia a estressores
ambientais originados de fontes antrépicas. Brandao et al. (2017), por exemplo, ao descrever o
potencial de tolerdncia antioxidativa de arvores adultas de nove espécies pioneiras e nove ndo
pioneiras representativas de remanescentes de Mata Atlantica em S&o Paulo, concluiu que as espécies
pioneiras, independentemente do local onde foram coletadas, possuiam caracteristicas bioquimicas
similares e tenderam a ser mais tolerantes ao estresse oxidativo do que espécies ndo pioneiras. Estas
Gltimas, por sua vez, também se assemelharam no que diz respeito as caracteristicas bioguimicas.
Segundo Favaretto et al. (2011), as espécies pioneiras e tolerantes a alta radiacdo solar tem sido
caracterizada por taxas mais altas de fotossintese e de acimulo de biomassa do que as espécies
secundarias tardias. Dafré-Martinelli et al. (2020) observaram que uma espécie pioneira (Croton
floribundus) e outra secundaria inicial (Piptadenia gonoacantha), ocorrentes em fragmentos de Mata
Atlantica Semidecidual na regido metropolitana de Campinas, acumularam significativamente mais
metais pesados em suas folhas do que uma secundaria tardia (Astronium graveolens) incluida em seu
estudo. Por outro lado, em estudo recente desenvolvido por Nakazato et al. (2020), observou-se ainda
que as espécies ndo pioneiras, em fragmentos florestais de Mata Atlantica apresentraram
concentragcdes dos metais geralmente mais altas nessas espécies do que as espécies pioneiras. Os
autores, inclusive, sugeriram que as espéecies ndo pioneiras possam vir a ser bioindicadoras adequadas

de metais nesses fragmentos.
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I11. HIPOTESES, OBJETIVOS, DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E COMPOSICAO
DA TESE

Com base no referencial tedrico apresentado anteriormente, assumimos duas hipoteses gerais:

1) Nie Zn, ao serem incorporados no solo de um fragmento florestal urbano por deposi¢édo seca ou
Umida ou pela decomposicao da serapilheira acumulada, aumentam a fracao biodisponivel destes
para a comunidade vegetal e resultam no aumento das taxas de translocacdo destes para a parte
aérea das arvores e causam alteracdes no crescimento;

2) As espécies arboreas ndo pioneiras acumulam mais Ni e Zn do que espécies pioneiras (baseado
no estudo de Nakazato et al. 2020) quando crescidas em solo contaminado e sdo mais susceptiveis
ao estresse oxidativo (baseado no estudo de Brand&o et al. 2017 e Esposito et al. 2018) induzido
pelos mesmos, apresentando menores niveis de defesa antioxidante e mais danos celulares.

Essas hipdteses serdo testadas experimentalmente utilizando Ni e Zn, que sdo marcadores tipicos de

fontes urbanas de polui¢do em Séao Paulo.

Os objetivos propostos para este estudo séo:

1) Auvaliar se haverda aumento da biodisponibilidade de Ni e Zn apés a adicdo dos mesmos no solo
proveniente de um fragmento urbano de Mata Atlantica localizado na cidade de S&o Paulo;

2) Determinar o nivel de acimulo de Ni e Zn adicionados ao solo em raizes, caules/ramos e folhas
de plantas jovens de espécies arboreas pioneiras e espécies nao pioneiras nativas de Mata
Atlantica paulista;

3) Determinar o nivel de tolerancia das espécies arboreas ao Ni e Zn adicionados ao solo, por meio
da anédlise de alteracbes nas taxas de crescimento e producdo de biomassa da parte aérea e
radicular, no perfil de defesas (antioxidantes: &cido ascorbico, tiois, superéxido dismutase,
catalase, ascorbato peroxidase e glutationa redutase) e de danos celulares (pigmentos, indicadores

de peroxidacdo lipidica e espécies reativas de oxigénio);
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4) Ordenar as espécies escolhidas em funcao de sua capacidade de acimulo de Ni e Zn nos tecidos
vegetais acima do solo, de seu nivel de tolerancia a metais pesados e de ocorréncia de danos
celulares, a fim de verificar se a ordenagédo resultante foi determinada em fungdo do grupo

funcional ou taxonémico a que pertence cada espécie.

I11.1. Sintese do delineamento experimental

Foram realizadas duas etapas experimentais em casa de vegetacdo com ar filtrado e
temperatura regulada por condicionamento do ar, instalada no Instituto de Botanica. Os experimentos
foram realizados em esquema fatorial, com blocos inteiramente casualizados, com cinco réplicas por
tratamento e N = 05 plantas por réplica de tratamento.

A primeira etapa foi proposta para avaliar a biodisponibilidade de Zn e Ni no solo para plantas
de uma espécie pioneira e uma espécie ndo pioneira e verificar se a adicdo de um quelante sintético
(+EDTA) aumentaria o nivel de biodisponibilidade desses metais para as plantas. A segunda etapa
foi realizada com tratamentos estabelecidos com base nos resultados obtidos na primeira etapa,
utilizando plantas de trés espécies arboreas pioneiras e trés a espécies arboreas ndo pioneiras.

Em ambas as etapas, as mudas foram transplantadas para vasos com capacidade de 1,7 L,
contendo solo superficial (camada de 0 a 20 cm de profundidade, apos a retirada de toda a camada de
serapilheira) coletado no fragmento urbano de Mata Atlantica no PEFI. O solo coletado foi seco ao
ar, homogeneizado, destorroado e passado em peneira de 10 mm de malha para retirada de pedras e
raizes. Apés uma semana de plantio, todas as mudas receberam 100 ml de solugdo nutritiva contendo
macronutrientes e micronutrientes, conforme sintetizado para o tratamento controle (Tc) da tabela 1.

Os vasos assim preparados foram mantidos por cerca de 30 dias na casa de vegetacdo para
que as plantas se adaptassem as novas condi¢des de plantio e retomassem o crescimento.

As doses de Ni e Zn nas solugdes utilizadas nos tratamentos foram, ao final da aplicacéo, trés

vezes mais altas do que as concentracdes propostas pela CETESB para prevencéo de riscos associados

18



a contaminacdo de solos no Estado de Séo Paulo (30 mg.kg de solo para Ni e 86 mg.kg de solo para
Zn; CETESB, 2016). Como as solugfes enriquecidas de Zn e Ni foram preparadas a partir dos sais
sulfato de zinco e sulfato de niquel, tomou-se o cuidado de manter as solugdes nutritivas balanceadas
utilizando diferentes reagentes, discriminados na tabela 1, o que permitiu variar apenas as doses dos
metais de interesse. As dosagens finais sugeridas para os elementos nos diferentes tratamentos
discriminados na tabela 2 foram alcancadas por meio de trés aplica¢fes das solugdes contendo, cada
uma, 1/3 dessa dosagem final.

Durante todo o periodo de adaptacédo e de experimentos, as plantas foram irrigadas com agua

deionizada, tomando o cuidado de ndo ultrapassar o limite de capacidade de retencdo de dgua no solo.

Tabela 1. Reagentes utilizados no preparo das solu¢des com adigdo de Zn e Ni e solucBes nutrientes.

Nutrientes Sal (fonte de nutriente)
N S (NH4)2(SO.)
CaP Ca(H2P04)2H,0
Mg CI MgCl»
KCI KCI
Mn S MnS0O4.H20
Zn S ZnS04.7H20
Cu S CuS04.5H20
B H3BOs
Mo H2Mo00O4
Fe Fe-EDTA
Ureéia N
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Tabela 2. Doses em solucdo aquosa de macro e micronutrientes (incluindo Zn) e Ni aplicadas no solo utilizado

no cultivo das plantas incluidas nos diferentes tratamentos em ambas as etapas (mg/L = mg/dm3 de solo).

Tratamentos N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Mo Zn Ni ClI Na
Tc* 200 300 100 154 100 230 01 005 03 05 0001 005 0 220 O
TNi 200 300 100 154 100 230 01 005 03 05 0001 005 9 220 O
T7n 200 300 100 154 100 230 01 005 03 05 0001 258 0 220 O
Tz0Ni 200 300 100 154 100 230 01 005 03 05 0001 258 90 220 O

* Solo florestal com adubagéo balanceada de macronutrientes e micronutrientes de acordo com
Gongalves et al., (2000) e Cometti et al., (2006), respectivamente.

Apds periodo de adaptacdo em ambas as etapas as plantas foram submetidas aos tratamentos

descritos a seguir para cada etapa.

I11.2. Primeira etapa experimental

Nesta etapa, foram utilizadas plantas jovens de duas espécies arboreas encontradas na Mata
Atlantica em S&o Paulo - Solanum granulosumleprosum Dunal (espécie pioneira) e Esenbeckia
leiocarpa Engl. (espécie ndo pioneira), pertencentes as familias Solanaceae e Rutaceae,
respectivamente (figura 2). As plantas das duas espécies foram submetidas aos seguintes tratamentos
conforme dosagens descriminadas na tabela 2:

1) Tratamento controle com adubacéo balanceada, referido como Tg;

2) Tratamento com adubacéo balanceada, acrescida de Ni, referido como Ti;

3) Tratamento com adubacdo balanceada, acrescida de maior dosagem de Zn, referido como
Tzn;

4) Tratamento com adubacéo balanceada, acrescida de maiores dosagens de Ni e Zn, referido

como Tnizn
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Figura 02. Fotos ilustrativas das espécies arboreas estudadas, (01) - Solanum granulosumleprosum
Dunal (espécie pioneira) e Esenbeckia leiocarpa Engl. (espécie ndo pioneira).

Nesta etapa, propusemos a utilizacdo de EDTA (acido etilenodiaminotetraacético) como
quelante sintético, pois ttm-se demonstrado que a adi¢do deste aumenta a disponibilidade dos metais
presentes no solo (Huang & Cunningham, 1996; Blaylock et al. 1997), favorecendo a elevacdo da
concentracdo desses elementos na parte aérea das plantas, um efeito desejavel no presente estudo para
determinar o nivel de tolerancia das espécies arbdreas a Ni e Zn. A dose (tabela 3) de EDTA utilizada
nos tratamentos adicionais foi similar a utilizada por Panwar et al. (2002). Além dos tratamentos
referidos acima as plantas das duas espécies também foram submetidas aos tratamentos adcionais
com o acréscimo de EDTA:

1) Tratamento controle com adubacéo balanceada, referido como Tc (Com EDTA);

2) Tratamento com adubacéo balanceada, acrescida de Ni, referido como Tni (Com EDTA);

3) Tratamento com adubacdo balanceada, acrescida de maior dosagem de Zn, referido como
Tzn (Com EDTA);

4) Tratamento com adubagéo balanceada, acrescida de maiores dosagens de Ni e Zn, referido
como Tniza (Com EDTA).

Durante todo o periodo de adaptacéo e de experimentos, as plantas foram irrigadas com agua

deionizada, tomando o cuidado de ndo ultrapassar o limite de capacidade de retengédo de agua no solo.
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O experimento teve a duracdo de 60 dias, a contar da primeira aplicagdo das doses
estabelecidas. As dosagens finais foram alcancadas por meio de trés aplicacbes das solucGes
contendo, cada uma, 1/3 dessa dosagem final. Ao final do experimento, as raizes, os caules/ramos e

as folhas de cada planta foram separados, secos em estufa (60°C), para obtencdo de massa seca.

Tabela 3. Doses em solucgdo aquosa de macro e micronutrientes (incluindo Zn), Ni e EDTA aplicadas no solo

utilizado no cultivo das plantas das duas espécies incluidas nos diferentes tratamentos (mg/L = mg/dm3 de

solo).
Tratamentos N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Mo Zn Ni EDTA ClI Na
Tc* 200 300 100 154 100 23 01 005 03 05 0001 005 0 1000 220 O
Tni 200 300 100 154 100 230 01 005 03 05 0,001 0,05 9 1000 220 O
Tzn 200 300 100 154 100 230 021 005 03 05 0,001 258 O 1000 220 O
Tznni 200 300 100 154 100 230 021 005 03 05 0,001 258 90 1000 220 O

Ap0s a obtencdo da massa seca, as amostras de folhas, raizes e caule/ramos das plantas
incluidas em cada réplica de tratamento foram reunidas de modo a obter 5 amostras compostas de
cada parte da planta, por tratamento e por espécie. As amostras compostas foram moidas em moinho
de agata e submetidas a digestdo &cida, utilizando HCI e HNO3s misturados na proporcéo de 3:1,
respectivamente, por 2 horas a 180 °C (Golia et al. 2007). Apds digestdo, os extratos foram
avolumados com 50 ml de &gua deionizada e armazenados em frascos de polipropileno, até a
determinacéo dos teores de Ni e Zn.

Nas amostras mistas de solo retiradas no inicio e final de cada tratamento, foi realizada a
extracdo sequencial de Ni e Zn. Para tanto, foi utilizado o protocolo BCR para a extracao sequencial
dos metais (Janos et al. 2010; Rauret et al. 1999), obtendo os seguintes extratos por amostra de solo:
solavel e ligados a carbonatos; ligados a dxidos de ferro e manganés; ligados a matéria organica e
sulfetos e residual. Detalhes do método de extracdo serdo apresentados no préximo capitulo. Os
extratos foram avolumados com 50 ml de agua deionizada e armazenados em frascos de

polipropileno, até a determinacdo dos teores de Ni e Zn.
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Os teores de Ni e Zn nos extratos vegetais e de solo foram analisados em um equipamento de
absorcdo atdbmica da marca Perkin Elmer, no Instituto de Quimica de S&o Carlos (IQSC-USP), em
colaboragdo com Dr. Paulo Jorge Marques Cordeiro.

Os resultados desta etapa analitica, apresentados sinteticamente no anexo A, mostraram que
as concentracdes foliares de Ni e Zn foram mais altas nas mudas das espécies ndo pioneira e pioneira
expostas aos tratamentos com a adigdo desses elementos em comparagao aos controles, com e sem
aplicacdo de EDTA. Esses resultados contribuiram para a defini¢do do delineamento experimental da
préxima etapa e nos levaram a optar pela ndo utilizacdo do quelante sintético (EDTA), simulando de

forma mais real a deposicdo atmosférica de metais nos fragmentos urbanos de Mata Atlantica

I11.3. Segunda etapa experimental

Essa etapa foi realizada com mudas de espécies arbdreas pioneiras e ndo pioneiras da Mata
Atlantica, cultivadas em tubete, as plantas das espécies pioneiras foram adquiridas, em média, com
38 cm de altura, 4 mm de diametro do caule e 5 folhas e as plantas das espécies ndo pioneiras com
21 cm de altura, 3 mm de diametro do caule e 5 folhas. Deu-se preferéncia para espécies pertencentes
a familias predominantes na Mata Atlantica de Sdo Paulo, como Lauraceae, Melastomataceae,
Myrtaceae. Solanaceae e Rutaceae, sendo elas: (Croton floribundus Spreng., Inga sessilis (Vell.)
Mart. e Rapanea ferruginea (Ruiz & Pav.) Mez) e trés ndo pioneiras (Eugenia uniflora L., Esenbeckia
leiocarpa Engl. e Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer, pertencentes as familias Euphorbiaceae,

Fabaceae, Primulaceae, Myrtaceae, Rutaceae e Lauraceae, respectivamente (figura 3).
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Figura 03. Fotos ilustrativas das espécies arboreas estudadas, (01) - Croton floribundus Spreng, (02)
Inga sessilis (Vell.) Mart. e (03) Rapanea ferruginea (Ruiz & Pav.) Mez) (espécies pioneiras) e (04)
Eugenia uniflora L., (05) Esenbeckia leiocarpa Engl. e (06) Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer.

(espécies ndo pioneiras).

Ap06s uma semana de plantio, todas as mudas receberam 100 ml de solucéo nutritiva contendo

macronutrientes e micronutrientes, conforme sintetizado para o tratamento controle (Tc) da tabela 2.
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A referida solucédo nutritiva balanceada continha macronutrientes nas concentragdes sugeridas
para espécies arbdreas nativas por Gongalves et al. (2000) e micronutrientes nas concentracdes
propostas por Cometti et al. (2006).

Os vasos assim preparados foram mantidos por cerca de 30 dias na casa de vegetagdo para
que as plantas se adaptassem as novas condi¢des de plantio e retomassem o crescimento. Apds esse
periodo de adaptacdo, as plantas foram submetidas aos seguintes tratamentos conforme dosagem
apresentada na tabela 2:

1) Tratamento controle com adubacéo balanceada, referido como Tc

2) Tratamento com adubacgdo balanceada para macro e micronutrientes, acrescida de Ni, referido
como Ti

3) Tratamento com adubacéo balanceada para macro e micronutrientes, acrescida de maior dosagem
de Zn, referido como Tzn.

4) Tratamento com adubacdo balanceada para macro e micronutrientes, acrescida de maiores

dosagens de Ni + Zn, referido como Tnizn.

I11.4. Composicao da Tese

Os resultados obtidos na segunda etapa experimental serdo apresentados e discutidos nos
capitulos 2 e 3 adotando-se o formato de artigo cientifico, apresentando: introducdo; material e

métodos; resultados e discussao; e conclusoes.

No segundo capitulo, investigamos se ocorre um aumento da fragdo biodisponivel de Ni e Zn
em solo de remanescentes urbanos de Mata Atlantica enriquecido por esses metais; se espéecies
pioneiras arboreas tém maior potencial de absorcdo de metais pesados do solo e se 0 aumento da
biodisponibilidade de Ni e Zn resulta no aumento das taxas de translocacao destes para a parte aérea

das arvores e se ocorre alteracdes no crescimento.
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No terceiro capitulo, investigamos se as espécies que possuem maior potencial de acimulo de
metais pesados do solo apresentam maior potencial de tolerancia ao estresse imposto pelos mesmos
e menos danos oxidativos. Além disso, as espécies incluidas no estudo foram ordenadas de acordo
com seu nivel de tolerancia, inferido por meio de anélises de componentes principais, realizadas com
os resultados das variaveis bioquimicas apresentados no capitulo e concentragdes absolutas nas folhas

e taxas de crescimento relativo das plantas (dados apresentados no capitulo 2).

Finalizamos a Tese apresentando as conclusfes gerais do estudo experimental, com base nas

hipdteses propostas neste capitulo.
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Niquel e Zinco biodisponiveis em solo poluido, altera o crescimento de espécies
arboreas nativas da Mata Atlantica

Resumo

Os ecossistemas florestais encontram-se cada vez mais fragmentados e afetados por poluentes, como
particulas atmosféricas. Os metais pesados adsorvidos as particulas podem ser retidos sobre as copas
das arvores em ecossistemas florestais e incorporados no solo, via deposicdo ou por meio da
decomposicdo da serapilheira. Uma vez disponivel no solo estes podem ser absorvidos pelas plantas
pela absorcdo radicular. Assim, o presente estudo foi proposto com o objetivo de testar
experimentalmente as seguintes hipoOteses: a deposicdo atmosférica de material particulado
enriquecido de Ni e Zn aumenta a fracdo biodisponivel destes no solo; as espécies arbdreas ndo
pioneiras acumulam mais Ni e Zn do que as pioneiras; 0 aumento da biodisponibilidade de Ni e Zn
resulta no aumento das taxas de translocacdo destes para a parte aérea das arvores e alteracdes de seu
crescimento. O experimento foi realizado com trés espécies arbdreas pioneiras e trés ndao pioneiras
nativas da Mata Atlantica. Estas foram crescidas em solo coletado em fragmento urbano de Floresta
por 90 dias, com adubacdo balanceada (controle) e em solo enriquecido de Ni, Zn e Ni+Zn,
alcancando concentracdes trés vezes mais altas do que as propostas pela CETESB para prevencao de
riscos associados & contaminacéo de solos (30 e 86 mg.kg de solo para Ni e Zn, respectivamente).
Foram medidos no inicio e final do experimento altura, didmetro do caule e nimero de folhas. Ao
final do experimento, foram determinadas a biomassa de folhas, caules e raizes e concentragdes de
Ni e Zn nas fracOes solUveis, trocaveis e ligados a carbonatos (F1), ligados a 6xidos/hidréxidos de
ferro e manganés (F2), ligados a matéria organica (F3) e residual (F4) do solo e nas raizes,
caules/ramos e folhas. Foram calculados: razfes de concentracdo entre tratamentos com acréscimo
de metais e respectivos controles para solo e plantas, indices de translocacdo (IT) e taxas de
crescimento relativo (TCR). Os resultados mostraram que as concentragcdes desses metais aumentaram
significativamente nas fra¢bes biodisponiveis (F1, F2 e F3) do solo, nos tratamentos em que houve
adicéo destes. Os maiores teores de Ni e Zn nas plantas foram encontrados nos tratamentos com o
acréscimo destes. O contetdo absoluto de Ni e Zn nas plantas das espécies avaliadas neste estudo
refletiu diretamente o nivel no solo desses metais nas formas disponiveis, sendo mais alto em espécies
pioneiras do que nas espécies ndo pioneiras. indices de translocacdo nio foram similares entre
espécies pioneiras ou entre ndo pioneiras e houve a translocacdo apenas de Ni para a parte aérea, nos
tratamentos com excesso desse metal.

Palavras chaves: Metais pesados, biodisponibilidade, espécies pioneiras e ndo pioneiras, acimulo
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IV.1. INTRODUCAO

As florestas fragmentadas em areas urbanas vém sendo afetadas por uma diversidade de
poluentes (Ferreira et al. 2017). Os poluentes em areas urbanas estdo relacionados, entre outros
aspectos, ao grande fluxo de veiculos leves e pesados e a ressuspensao de poeiras, representando uma
fonte continua de material particulado atmosférico e contaminantes presentes nessas particulas
(Kalaiarasan et al. 2018). A intensificacdo das atividades industriais, agricolas e da urbanizagédo tem
aumentado a poluicéo dos solos por metais pesados (Kabata-Pendias 2011; Keshavarzi e Kumar, 2019
a), tais como cadmio (Cd), chumbo (Pb), niquel (Ni) e zinco (Zn). O termo metal pesado tem sido
adotado para um grupo de metais e metaloides associados com poluicéo e toxidez (Amaral Sobrinho
et al. 2009). Estes estdo naturalmente presentes nos solos em baixas concentracdes por consequéncia
dos processos pedogénicos (Alloway 2013) e de atividades vulcanicas (Paz-Ferreiro et al. 2014). A
gueima de combustiveis fosseis pela frota veicular, em areas urbanas, € uma fonte particularmente

importante de poluicdo ambiental por metais pesados, incluindo Ni e Zn (Kabata-Pendias 2011).

Os metais pesados, gque entram no ambiente a partir de fontes naturais e antropogénicas, criam
riscos potenciais significativos para os ecossistemas naturais, devido a persisténcia em longo prazo
no ambiente, bioacumulacéo e efeitos de toxicidade aguda e cronica (Wu et al. 2018). A diminuicéo
na entrada de metais nem sempre resulta em uma rapida diminui¢ao do seu contetido nos solos, porque
sob certas condi¢cbes ambientais esses metais sdo firmemente fixados ao solo. Portanto, solos
contaminados com metais podem ser considerados uma fonte de risco potencial e real ao meio

ambiente (Motuzova et al. 2014).

De uma maneira geral, a movimentacdo dos metais pesados no ecossistema € condicionada
por atributos quimicos e fisicos do solo e pela natureza quimica dos metais, que interferem nas reacdes
de adsorgéo/dessorcéo, precipitacdo/dissolucdo, complexagédo, quelacdo e oxi-reducdo (Oliveira e
Mattiazzo 2001). Dentre os atributos do solo que interferem na mobilidade dos metais, destacam-se

0 pH, o teor de matéria organica, potencial redox, tipologia e textura do solo e acdo dos exsudatos
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liberados pelas raizes, que facilitam a biodisponibilidade (Rieuwerts et al. 2006). O aumento do pH
resulta no aumento da capacidade de troca de cations (CTC) pela desprotonagdo dos grupamentos
acidos da matéria organica e da superficie dos 6xidos, na formacdo de hidroxidos, carbonatos e
fosfatos insollveis com o0s metais pesados e na complexagdo mais efetiva pela matéria organica
(Wang et al. 2015 para Cu; Wang et al. 2016 para Cd). As mudangas nas condi¢des, como
acidificacdo e / ou reducdo da oxidacdo e diminuigdo de matéria organica no solo, podem levar ao

aumento na mobilidade dos metais (Motuzova e Karpova 2013).

Os metais nas formas solUveis e trocaveis sdo considerados prontamente moveis e disponiveis
para planta. Metais precipitados com carbonatos, retidos em oxidos de Fe, Mn e Al ou complexados
pela matéria organica séo considerados menos disponiveis (Costa et al. 2006). Geralmente, a fracéo
biodisponivel desses elementos no solo é mais alta em solos &cidos, como 0s que ocorrem na regiao
tropical. Entretanto, Rieuwerts (2007), em trabalho de revisao, acrescentou que os modelos preditivos
da mobilidade e biodisponibilidade de metais pesados em solo, que foram propostos para as regifes
de clima temperado, podem ndo ser aplicaveis nos tropicos, devido a diferencas na quimica do solo.
Esse alerta reforca a necessidade de mais estudos sobre o tema nos trépicos, inclusive no Brasil, onde
a degradacéo dos ecossistemas naturais tem sido crescente. A Mata Atlantica, que possui altas riqueza
de espécies e taxas de endemismo, estd entre os biomas tropicais potencialmente afetados pela
deposicdo de metais pesados, visto que uma parte substancial deste bioma esta reduzida a pequenas
ilhas de vegetacdo associadas a uma matriz de areas degradadas, pastagens, campos agricolas e

silviculturais e areas urbanas (Joly et al. 2014).

As arvores desempenham papel preponderante na circulacdo de metais pesados nos
ecossistemas florestais, por funcionarem como anteparos ao material particulado atmosférico
enriquecidos de metais (Sanchez-Lopez et al. 2015; Song et al. 2015; Rai 2016) e por sua capacidade

de absorvé-los naturalmente do solo (Naidu et al. 2001; Sarma et al. 2011). O acimulo de metais
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pesados nos tecidos foliares das arvores confirma, assim, sua biodisponibilidade no solo (Franga et
al. 2007), embora haja diferencas marcantes entre as espécies vegetais na habilidade de absorver e
acumular metais pesados (Santos et al. 2006). Arvores com maior potencial acumulador s3o boas
alternativas para indicacdo do nivel de contaminagdo de solos por metais pesados e até mesmo para
sua remediacdo (Guzman-Morales et al. 2011; Tomasevi¢ et al. 2011).

Tendo em vista que os solos da Mata Atlantica no sudeste brasileiro sdo acidos (Lopes et al.
2015), que os fragmentos urbanos desse bioma vém sendo afetados pela deposi¢do de material
particulado enriquecido de Ni e Zn proveniente da emissao veicular (Domingos et al. 2002; Nakazato
et al. 2020) e que as concentragdes foliares de metais sdo maiores em arvores adultas ndo pioneiras
do que em arvores pioneiras de fragmentos de Mata Atlantica em locais poluidos (Nakazato et al.
2020), este estudo teve por objetivos avaliar experimentalmente se: 1) a adi¢do de Ni e Zn no solo
proveniente de um fragmento urbano de Mata Atlantica aumenta a fracdo biodisponivel no solo; 2)
os indices de translocagdo e o potencial acumulador destes metais diferem entre espécies arbdreas
pioneiras e ndo pioneiras; 3) ha alteracdes nas taxas de crescimento nessas espécies em resposta ao
excesso desses metais no solo. Trés hipdteses foram testadas: 1) a deposicdo de Ni e Zn aumenta a
fracdo biodisponivel destes metais no solo de remanescentes urbanos do bioma Mata Atlantica; 2) as
espécies arboreas nao pioneiras acumulam mais Ni e Zn do que espécies pioneiras quando crescidas
em solo contaminado; 3) o aumento da biodisponibilidade de Ni e Zn resulta no aumento das taxas

de translocacgdo destes metais para a parte aérea das arvores e alteram seu crescimento.

IV.2. MATERIAL E METODOS
IV.2.1. Delineamento experimental

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, no Instituto de Botanica, localizado no
Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI). Este local contém um importante fragmento urbano

de Mata Atlantica, de onde o solo foi retirado para realizacdo do experimento.
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O experimento foi realizado com seis espécies arbdreas nativas da Mata Atlantica no Estado
de S&o Paulo, sendo trés pioneiras (Croton floribundus Spreng., Inga sessilis (Vell.) Mart. e Rapanea
ferruginea (Ruiz & Pav.) Mez) e trés ndo pioneiras (Eugenia uniflora L., Esenbeckia leiocarpa Engl.
e Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer) pertencentes as familias Euphorbiaceae, Fabaceae, Primulaceae,
Myrtaceae, Rutaceae e Lauraceae, respectivamente. As plantas utilizadas foram obtidas em tubetes
no viveiro de mudas da Companhia Energética de S&o Paulo (CESP), localizado em Paraibuna, SP.
As plantas pioneiras foram adquiridas, em média, com 38 cm de altura, 4 mm de didmetro do caule e
5 folhas e as plantas ndo pioneiras com 21 cm de altura, 3 mm de didmetro do caule e 5 folhas. Essas
plantas foram transplantadas para vasos com capacidade de 1,7 L, contendo solo superficial (camada
de 0 a 20 cm de profundidade, excluindo a camada de serapilheira) coletado no fragmento florestal
do PEFI. O solo foi seco ao ar, homogeneizado, destorroado e passado em peneira de 10 mm de malha
para retirada de pedras e raizes. Antes do plantio, esse solo foi mantido com umidade de 80% da
capacidade de campo, por 15 dias. Apds uma semana de plantio, todas as plantas receberam 100 ml
de solugdo nutritiva contendo macronutrientes e micronutrientes, conforme sintetizado para o

tratamento controle na tabela 2 apresentada no Capitulo 01 (Pag.21).

Apdbs passarem por um periodo de adaptacdo de 1 més, foram submetidas aos seguintes
tratamentos aplicados ao solo contido nos vasos: 1) controle com adubacao balanceada; 2) adubacéo
balanceada acrescida de maior dosagem de Zn; 3) adubacédo balanceada acrescida de Ni; tratamento
com adubacdo balanceada acrescida de maiores dosagens de Ni e Zn. Esses tratamentos foram
referidos como Tc (tratamento controle adubado), Tzn (tratamento zinco), Tni (tratamento niquel) e
Tznni (tratamento niquel+zinco) para apresentacdo dos resultados. As doses de Ni e Zn nas solugdes
utilizadas nos tratamentos 2 a 4 foram trés vezes mais altas do que as concentracdes propostas pela
CETESB para prevencdo de riscos associados a contaminacdo de solos no Estado de Séo Paulo (30
mg.kg de solo para Ni e 86 mg.kg de solo para Zn; CETESB, 2014). As doses determinadas em cada

tratamento (Tabela 2 na pag. 18) foram impostas de forma fracionada por meio de trés aplicacdes
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semanais. O experimento teve a duracdo de 90 dias, a contar da primeira aplicagdo das doses
estabelecidas e foi realizado em esquema fatorial 6 x 4 (seis espécies x quatro tratamentos de solo),
com cinco réplicas por tratamento e cinco plantas por réplica de tratamento, totalizando 100 plantas

para cada espécie.

1V.2.2 Analises quimicas e fisicas em amostras de solo

Foram separadas 5 amostras do solo antes da imposicao dos tratamentos, que foram secas ao
ar, passadas em peneira de 2 mm e encaminhadas para o laboratério do Departamento de Solos da
UNESP de Botucatu, para caracterizagdo de pardmetros quimicos e fisicos, conforme descritos por
Raij et al. (2001). O solo apresentou um pH médio (5.3), altos teores para solos florestais de P resina
(14 mg/dm?3), Ca (66 mmolc/dm?3), Mg (11 mmolc/dm?), S (27 mg/dm?), Cu (3.4 mg/dm?), Mn (10.3
mg/dm?3), Zn (14.2 mg/dm?), B (58 mg/dm?) e Fe (57 mg/dm?q). O solo ainda apresentou um teor
considerado alto de matéria organica (40 g/dm®) e uma alta capacidade de troca de cétions (109
g/dm?3). O teor total de areia no solo foi de 537g/kg (areia fina:110 g/kg; areia grossa: 427 g/kg) e de

argila foi de 380 g/kg, apresentando, assim uma textura argilosa.

Ao final do experimento, foram retiradas 120 amostras mista por réplica de tratamento para
cada espécie, que foram submetidas a extracdo sequencial de Ni e Zn, utilizando o protocolo do
Programa de Padrbes, Medicéo e Teste da CE (denominado Teste BCR) (Janos et al. 2010; Rauret et
al. 1999). As concentragdes de Ni e Zn nas amostras de solo foram determinadas em quatro fragdes:
solaveis, trocaveis e ligados a carbonatos (F1); ligados a 6xidos/hidroxidos de ferro e manganés (F2),
ligados a mateéria organica (F3) residual (F4). As fracdes F1, F2, F3 e F4 foram extraidas por meio
da preparacgéo sequencial de 4 extratos utilizando 1 g de solo. F1 foi extraida com 40 mL de &cido
acetico (0,11M), F2 com 40 ml de cloridrato de hidroxilamina (0,5 M), F3 com 10 ml de peroxido de
hidrogénio (30%) e, apos a reducdo a 1 ml, com 40 ml de acetato de amonio (1 M) e F4 com 8 ml de

agua régia (HCL:HNOs, 3:1). A extragdo de cada fragdo ocorreu por agitacdo por 16 horas, seguida
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de centrifugagdo por 20 min. em 10.000 RPM. O sobrenadante foi retirado, filtrado e adicionado
acido nitrico (2N) afim de ajustar o pH de 2,0. Na fracdo residual (F4), apds adicionar a agua régia,
as amostras foram aquecidas a 130°C em bloco digestor por 5 horas, para digestdo total da amostra.
Os teores de Ni e Zn nos extratos de solo foram analisados por espectroscopia de plasma
indutivamente acoplado de emissdao Optica (ICP-OES), utilizando equipamento da marca Varian,
modelo 720, disponibilizado pelo Laboratério de Reciclagem, Tratamento de Residuos e Extracdo
(LAREX) da Politécnica/USP. Curvas analiticas foram preparadas com padrdo externo da marca
Perkin Elmer. A faixa de concentracgdo utilizada para obtencdo das curvas para ambos os elementos
foi de 100ppb a 1000 ppb. Os limites de detecgcdo foram 0,001mg/L para Zn e 0,002mg/L para Ni.
As amostras foram diluidas quando necessério. A validacdo da metodologia foi feita a partir da analise

de material de referéncia certificada (SRM 1515 - Apple Leaves).

IV.2.3 Analises quimicas em amostras vegetais

Ao final do experimento, as raizes, os caules/ramos e as folhas de cada planta foram separados,
secos em estufa (60°C), para obtengdo de massa seca. Ap6s pesagem para determinacdo da massa
seca, as amostras de folhas, raizes e caule/ramos das plantas de cada réplica de tratamento foram
reunidas de modo a obter 5 amostras compostas de cada 6rgao da planta, por tratamento e por espécie.
As amostras compostas foram moidas em moinho de &gata e submetidas a digestdo acida em forno
de microondas fechado (CEM-Mars-Xpres), utilizando 5 ml HNO3, no Centro de Pesquisa em Meio
Ambiente (CEPEMA- USP). Apds digestdo, os extratos foram avolumados com 10 ml de agua
deionizada e armazenados em frascos de polipropileno, até a determinacdo dos teores de Ni e Zn,
utilizando o mesmo método analitico descrito no item anterior.

O acumulo de Ni e Zn em folhas, caule/ramos e raizes foi determinado por meio da estimativa

das concentragdes absolutas (concentragcbes*biomassa seca de cada 6rgédo por planta).
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A partir das concentracGes absolutas (Ca) obtidas nos diferentes 6rgdos das plantas, foi
calculado um indice de translocagdo (IT), utilizando a seguinte formula proposta por Chanu and
Gupta (2016):

IT = (Ca caules_ramos + C, folhas) /C, raizes
IT > 1 indica que o elemento foi acumulado em maior proporc¢do na parte aérea do que nas raizes das

plantas.

1VV.2.4. Medidas de Crescimento e biomassa

Foram realizadas medidas de altura e diametro da base do caule e foi contado o niimero de

folhas no caule principal de cada planta por réplica de tratamento.

Os resultados dessas variaveis de crescimento, assim como da biomassa seca de cada 6rgédo
das plantas, foram expressos na forma de taxa de crescimento relativo (TCR), utilizando os valores

obtidos no inicio e final do experimento, com base na equacéo proposta por Benincasa (1988):
TCR=[(Lnz-Lny/to-t1)]

Onde: Ln, e Ln; = Logaritmo natural do valor final e inicial; t; e t;= tempo final e tempo inicial em
dias de exposicgéo.

Foi calculada, também, a razdo de biomassa entre raizes e parte aérea (folhas + caules/ramos).

IV.3. APRESENTACAO DOS RESULTADOS E ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados das concentracGes de Ni e Zn nas fragdes do solo e concentrac¢Ges absolutas nos
diferentes dérgdos das plantas foram apresentados de duas maneiras, visando a visualizacdo e
comprovacao das tendéncias de efeitos dos diferentes tratamentos: 1) gréaficos descritivos utilizando
valores médios de concentracdo; 2) razGes de concentracdo entre os valores encontrados nos

tratamentos Tni, Tzn OU Tnizn € valores encontrados no controle (Tc).
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As diferengas significativas nas razGes de niquel e zinco no solo entre tratamentos e
respectivos controles foram identificadas utilizando a One ANOVA. Foram agrupadas nessas analises
os resultados obtidos no solo de cultivo das seis espécies, tendo em vista que ndo foram observadas

variacdes nas concentrages dos metais nas fragbes do solo induzidas pelas espécies.

As diferencas significativas nas razdes de Zn e Ni nos diferentes 6rgdos das plantas de cada
espécie entre tratamentos e respectivos controles foram identificadas por two-way ANOVA (Fator 1:
Espécies e Fator 2:Orgéos da planta), considerando os efeitos significativos de cada fator e a interagio

entre eles, seguida de um teste de comparacao multipla (teste de Tukey).

As diferencas significativas para o indice de translocacdo de Zn e Ni também foram
identificadas por two-way ANOVA (Fator 1: Tratamentos e Fator 2: Espécies), considerando os
efeitos significativos de cada fator e a interacdo entre eles, seguida de um teste de comparagao

multipla (teste de Tukey).

As taxas de crescimento relativo (TCR) foram identificadas utilizando a One way ANOVA,

seguida de teste de comparac¢des multiplas.

Em todos os casos, quando necessario, os dados foram transformados em log10 para atender

aos requisitos da ANOVA (distribuicdo normal e igualdade de variancias).

IV.4. RESULTADOS

A somatdria das concentracdes de Ni e Zn nas quatro fracfes do solo foi significativamente

mais alta nos tratamentos com o acréscimo desses metais do que nos demais tratamentos (Figura 1).

A partir da estimativa de razdes de concentracdo entre tratamentos com adi¢do de metais e
tratamento controle para as diferentes fracGes, foi possivel destacar o nivel de biodisponibilidade de
Ni e Zn, quando em excesso no solo (Tabela 2). Essas estimativas indicaram que Ni foi encontrado

na maior proporcdo ligado a 6xidos/hidroxidos de ferro e manganés (fragdo 2) no tratamento com
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excesso deste no solo (Tni/Tc = 44,9 + 19,0) e ligado a matéria organica (fracdo 3) quando Ni e Zn
sdo aplicados conjuntamente no solo (Tnizn/Tc = 5,4 £ 2) do que nas demais fragGes extraidas. Além
disso, Ni foi encontrado em maior concentracdo nas formas sollveis, trocaveis e ligado a carbonatos
(fracdo 1) e ligado a Oxidos/hidroxidos e ferro e manganés (fracdo 2) no tratamento com excesso de
Zn em relagdo as concentracdes obtidas nas mesmas fragGes no tratamento controle (Tzn/Tc = 3,0 £

1,1 em ambas as fragdes).

Zn foi encontrado proporcionalmente em maior concentragdo nas formas soluveis, trocaveis
e ligado a carbonatos (fracéo 1) do solo de todos os tratamentos (Tzn/Tc = 19,4 £ 5,9; Tnizn/Tc = 13,3
+ 4,3; TnilTc = 2,1 £ 0,9), em relacdo a concentragdo encontrada na mesma fracdo do tratamento

controle, do que nas demais fragdes.
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Figura 1. Somatdria das concentragdes de niquel e zinco solavel, trocavel e ligados a carbonatos; (F1), ligados
a oxidos/hidroxidos de ferro e manganés (F2), ligados a matéria organica (F3) e residual (F4) do solo
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proveniente dos tratamentos controle (Tc), niquel (Tni), zinco (Tzn) e niquel + zinco (Twizn). Letras distintas

indicam diferencas significativas nas raz8es de concentracdo entre as fracdes (p < 0,001).

Tabela 2. Razdo de concentracdo de niquel e zinco no solo entre tratamentos com acréscimo de metais e
tratamento controle, nas formas sollvel, trocavel e ligados a carbonatos (F1) e ligados a 6xidos/hidroxidos de
ferro e manganés (F2), ligados a matéria orgénica (F3) e residual (F4). Letras distintas indicam diferencas

significativas nas razdes de concentragdo entre as fragdes (p < 0,001).

F1 F2 F3 F4
[Ni] tratamentos/ [N1]controle
Tnil/ Te 246+62b 449+190a 175+74b 1,7+06¢C
Tznl Tc 30+11a 30+11a 0,7+04b 02+0,1c
Tnizn/ Tc 93+28b 166+38b 544+215a 12%05c
[Zn] tratamentos/ [Zn]controle
Tnil/ Te 2,1+09a 08+05¢c 14+£0,7b 1,7+£0,3a
Tznl Tc 19,4+59a 8,1+460D 2,7+08Db 09+0,7c
Tnizn / Tc 13,3+4,3a 6,5+19Db 24+x05¢ 36+21c

A figura 2 mostra as somatérias de concentracdo de Ni nas fragdes biodisponiveis do solo
(F1+F2+F3) e 0 conteudo absoluto dos metais nos diferentes 6rgaos das plantas das espécies pioneiras
e ndo pioneiras crescidas nos 4 tratamentos de solo. Verificou-se que as variagdes no contetido
absoluto de Ni nas plantas de todas as espécies entre os tratamentos foi similar as variagdes no nivel
de Ni biodisponivel no solo. Denota-se, ainda, que o contetdo absoluto total de Ni foi mais alto nas

espécies pioneiras do que nas espécies ndo pioneiras crescidas em todos os tratamentos.

O conteddo absoluto de Ni foi significativamente mais alto nas plantas das trés espécies
pioneiras crescidas em solo com excesso de Ni (Tni) e de Ni + Zn (Tni zn) do que nos tratamentos
controle e com excesso de Zn (Tc e Tzn). Nas plantas das 3 espécies ndo pioneiras, o acumulo de Ni
foi significativamente mais alto no Tni em comparagao aos valores obtidos em Tc e Tzn € em relagéo
aos valores estimados em Tni zn. As plantas ndo pioneiras cultivadas no Tni zn apresentaram contetdo

total mais alto do que as plantas crescidas no Tc e Tz (figura 2).

Na tabela 3, foram comparadas as estimativas da razdo do conteudo absoluto de Ni entre

tratamentos com acréscimo do mesmo e tratamento controle (Tni/Tc e Tni zn/Tc) entre espécies
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considerando cada 6rgédo da planta (fator 1) e entre folhas, caules e raizes de cada espécie pioneira
(Pi) e ndo pioneira (NPi) (fator 2). A ANOVA indicou ter havido efeito significativo de ambos os
fatores e da interacdo entre eles. Além disso, as razdes Tni/Tc pareceram ser mais altas do que as
razBes e Tnizn/Tc, de modo que as comparacdes estatisticas entre espécies e entre os diferentes 6rgaos

vegetais foram realizadas separadamente para ambas as estimativas.

O acumulo foliar absoluto de Ni foi significativamente mais acentuado nas plantas de E.
leiocarpa (NPi) crescidas com excesso desse metal no solo em relacdo ao obtido no tratamento
controle (TnilTc = 24,2+2,3) e nas plantas de E. leiocarpa, C. floribundus (Pi) e I. sessilis (Pi)
crescidas em solo enriquecido de Ni + Zn (Tnizn/Tc = 6,5£2,0; 5,5+1,1 e 5,2+1,3 respectivamente).
Aumento significativo do contetdo de Ni nos caules, relativo ao controle, ocorreu em E. leiocarpa,
E. uniflora (NPi) e C. floribundus cultivadas em solo enriquecido de Ni (Tni/Tc = 55,0+6,6; 42,0+9,5;
34,5£3,0). Houve similaridade nas razdes de conteddo caulinar de Ni entre as espécies crescidas no
tratamento com excesso de Ni + Zn (Tni zo/Tc entre 23,5£9,4 para E. uniflora e 16,0+3,1 para C.
floribundus), excetuando-se R. ferruginea (Pi), cuja razdo Tnizn/Tc (= 6,3£2,1) foi significativamente
inferior do que as estimadas nas demais espécies. C. floribundus e 1. sessilis também mostraram maior
capacidade de acumular Ni nas raizes do que as demais espécies, quando crescidas tanto no tratamento
com excesso de Ni (Tni/Tc =14,4+3,7 e 18,0£2,4 respectivamente) quanto no tratamento com excesso

de Ni e Zn (Tnizo/Tc = 20,3+8,0 e 14,1+4,0) (Tabela 3).

Na maioria dos casos, Ni foi retido em maior proporcéo no caule do que nas raizes e/ou folhas
das plantas de todas as espécies crescidas no solo enriquecido de Ni ou de Ni e Zn, em rela¢do ao
contedo de Ni estimado nas plantas do tratamento controle. Os valores de Tni/Tc foram
significativamente menores nas raizes e folhas do que no caule de plantas de C. floribundus, R.
ferruginea, E. leiocarpa e O. odorifera. A razdo Tnizn/Tc foi mais baixa nas folhas do que no caule e

raizes de todas as espécies (Tabela 3).
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Figura 2. Somatoria das concentragdes de niquel ligado as fracdes biodisponiveis no solo solivel, trocavel e
ligados a carbonatos (F1), ligados a 6xidos/hidroxidos de ferro e manganés (F2), ligados a matéria organica
(F3) e conteudo absoluto (concentracdo*biomassa) de niquel em folhas, caules e raizes de espécies pioneiras
e ndo pioneiras crescidas nos tratamentos controle (T¢), niquel (Twi), zinco (Tzn) € niquel + zinco (Tniza). Letras
minusculas indicam diferencas significativas na somatoria da concentracdo do metal nos diferentes érgaos das

plantas, entre os tratamentos.
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Tabela 3. Razéo de conteudo absoluto (concentracdo*biomassa) de niquel entre tratamentos com acréscimo
do mesmo e tratamento controle (Tni/Tc e Twizo/Tc) em folhas, caules e raizes de espécies pioneiras (Pi) e ndo
pioneiras (NPi). Letras minGsculas distintas indicam diferencas significativas nas razdes estimadas para cada
Orgdo entre as espécies. Letras maiusculas distintas indicam diferencas significativas nas razbes estimadas

entre folhas, caules e raizes de cada espécie (p < 0,001). Fator 1: Espécies; Fator 2: Orgéos das plantas.

TnilTc Tnizn/Tc
Espécies Folhas Caules Raizes Folhas Caules Raizes
C. floribundus (Pi) | 11,7+25Bb  34,5+3,0 Aa 14,4+3,7Ba | 55+1,1Ba 16,0+3,1Aa  20,3+8,0 Aa
1. sessilis (Pi) 6,4+1,0Bb  20,3t5,0 Ab 18,0+2,4 Aa | 52+1,3Ba 16,4448 Aa 14,1+4,0 Aa
R. ferruginea (Pi) 6,3+1,1 Bb 12,4+53Ac 8,1+25Bb | 3,3t1,0Cbh 6,3+2,1Bb  11,0+1,7 Ab
E. uniflora (NPi) 7,0+4,1 Cb 42,0£95Aa 14,0+32Ba | 24+05Cb 235+9,4Aa  8,8+2,0 Bb
E. leiocarpa (NPi) | 24,2+23Ba 55,066 Aa 4,0+14Cb | 65+20Ca 17,4+3,6Aa 9,5+3,5Bb
O. odorifera (NPi) | 12,1+24Bb  21,8+74Ab 7,0£20Cb | 3,0+1,0Cb 16,7+40Aa 4,7+1,0Bc
Two way ANOVA*
Fator 1 <0,001 <0,001
Fator 2 <0,001 <0,001
Fator 1 x 2 < 0,001 <0,001

* Valores de p

A figura 3 mostra as somatdrias de concentracdo de Zn nas fracGes biodisponiveis do solo
(F1+F2+F3) e 0 contetido absoluto dos metais nos diferentes drgéos das plantas das espécies pioneiras
e ndo pioneiras crescidas nos 4 tratamentos de solo. Da mesma forma que ocorreu com Ni, o conteddo
absoluto de Zn nas plantas de todas as espécies variou de forma similar aos niveis de Zn biodisponivel
no solo dos 4 tratamentos. Verificou-se, também, que o conteudo absoluto total de Zn foi pelo menos
duas vezes maior nas espécies pioneiras do que nas espécies nao pioneiras crescidas em todos 0s

tratamentos.

O contetdo absoluto de Zn foi significativamente mais alto nas plantas das espécies arbéreas

crescidas em solo com excesso de Zn (Tzn) do que nos tratamentos controle (Tc), com excesso de Ni
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(Tni) e com excesso de Ni + Zn (Tni zn). O contetdo absoluto de Zn foi similar em plantas expostas

aos tratamentos Tzn e Tni zn apenas para C. floribundus (figura 3).

Na tabela 4, foram comparadas as estimativas da razdo do conteudo absoluto de Zn entre
tratamentos com acréscimo do mesmo e tratamento controle (Tzn/Tc € Tni zo/Tc) entre espécies
considerando cada 6rgédo da planta (fator 1) e entre folhas, caules e raizes de cada espécie pioneira
(Pi) e ndo pioneira (NPi) (fator 2). Houve efeito significativo de ambos os fatores e interacdo entre
eles de acordo com a ANOVA aplicada. Além disso, as comparacdes estatisticas entre espécies e
entre os diferentes 6rgdos vegetais foram realizadas separadamente para ambas as estimativas de

razao.

O acumulo foliar absoluto de Zn foi também significativamente mais acentuado nas plantas
de E. leiocarpa (NPi) crescidas com excesso desse metal no solo em relacdo ao obtido no tratamento
controle (Tzn/Tc = 23,245,5) e nas plantas de E. leiocarpa (NPi) e C. floribundus (Pi) crescidas em
solo enriquecido de Ni + Zn (Tniz/Tc = 8,1£1,5 e 6,7+1,0 respectivamente). Aumento significativo
do conteldo de Zn nos caules, relativo ao controle, ocorreu em E. leiocarpa (NPi), O. odorifera (NPi)
e R. ferruginea (Pi) cultivadas em solo enriquecido de Zn (Tz/Tc = 11,0+1,6; 10,9+2,5; 8,8+1,8) e
em C. floribundus exposto ao tratamento com excesso de Ni + Zn (Tnizn/Tc = 7,1£1,9). |. sessilis e
todas as espécies ndo pioneiras mostraram maior capacidade de acumular Zn nas raizes do que as
demais espécies pioneiras, quando crescidas no tratamento com excesso de Zn (Tzn/Tc entre 28,5+1,4
para E. leiocarpa e 13,5+2,0 para O. odorifera). Plantas de E. leiocarpa também mostraram maior
capacidade de acumulo de Zn nas raizes quando expostas ao tratamento com excesso de Ni + Zn (Tni

0/ Tc = 26,1+2,6) (Tabela 4).

Na maioria das espécies, Zn foi retido em maior proporcao nas raizes e em menor proporgao
no caule quando crescidas em solo enriquecido de Zn ou de Ni+ Zn, em relacdo ao conteudo de Zn

estimado nas plantas do tratamento controle. Por outro lado, Zn foi retido de maneira similar em
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raizes, caules e folhas de plantas de R. ferruginea e O. odorifera expostas ao excesso de Zn no solo e
de plantas de C. floribundus expostas ao excesso de Ni + Zn, em relagdo ao contetdo absoluto em

plantas do tratamento controle (Tabela 4).
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Figura 3. Somatoria das concentraces de zinco ligado as fracGes biodisponiveis solo soluvel, trocavel e
ligados a carbonatos (F1), ligados a 6xidos/hidroxidos de ferro e manganés (F2), ligados a matéria organica
(F3) e concentracdo de zinco em folhas, caules e raizes de espécies pioneiras e ndo pioneiras crescidas nos
tratamentos controle (Tc¢), niquel (Tni), zinco (Tz,) e niquel + zinco (Tni zn). Letras mindsculas indicam
diferencas significativas na somatéria da concentragdo do metal nos diferentes 6rgdos das plantas, entre 0s
tratamentos.
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Tabela 4. Razéo de contetido absoluto (concentragdo*biomassa) de zinco entre tratamentos com acréscimo do
mesmo e tratamento controle (Tz/Tc e Tnizo/Tc) em folhas, caules e raizes de espécies pioneiras (Pi) e ndo
pioneiras (NPi). Letras minUsculas distintas indicam diferengas significativas nas razdes estimadas para cada
Orgdo entre as espécies. Letras maiusculas distintas indicam diferencas significativas nas razbes estimadas

entre folhas, caules e raizes de cada espécie (p < 0,001). Fator 1: Espécies; Fator 2: Orgéos das plantas.

Tzn/Tc TNizn/Tc
Espécies Folhas Caules Raizes Folhas Caules Raizes
C. floribundus (Pi) 4,8+1,6 Bb 4,5+0,9 Bb 7,5+1,0 Ab 6,7£1,0 Aa 7,1+1,9 Aa 57+1,1 Ac
. sessilis (Pi) 4,5+ 1,0Bc 3,7¢1,1Bb  14,3t23Aa | 4,6+2,3Bb 3,4+0,7 Bb 11,3+0,8 Ab
R. ferruginea (Pi) 8,6x£4,1 Ab 8,8+1,8 Aa 7,1+0,8 Ab 1,8+0,4 Bc 1,3+0,4 Bb 6,8+0,8 Ac
E. uniflora (NPi) 4,3+1,2 Bc 2406 Cc 19,0+4,4 Aa | 4,8+1,7Bb 3,0£0,5Cb 7,1+0,8 Ab
E. leiocarpa (NPi) | 23,245,5Aa 11,0+16Ba 285+14Aa | 8,1+15Ba 2,3+0,8Cb  26,1+2,6 Aa
O. odorifera (NPi) | 12,0+6,7 Ab  10,9+25Aa 135+2,0Aa | 1,4+1,0Bc 1,1+0,4 Bc 8,5+1,0 Ab
Two way ANOVA*
Fator 1 <0,001 <0,001
Fator 2 <0,001 <0,001
Fator 1 x 2 <0,001 <0,001

* Valores de p

Na tabela 5, foi comparado o indice de translocacao (IT) de niquel e zinco da raiz para a parte
aérea (caules +folhas) de cada espécie entre os tratamentos controle (Tc) e com o acréscimo dos
metais (Tni ou Tz € Tnizn) (fator 1) e entre espécies em cada tratamento (fator 2). Houve um efeito

significativo de ambos os fatores e interacdo entre eles de acordo com a ANOVA aplicada.

O indice de translocacdo de Ni da raiz para a parte aérea foi significativamente mais alto nas
plantas de C. floribundus (Pi), R. ferruginea (Pi) e E. uniflora (NP1) crescidas no tratamento controle
(IT =1,8+0,4, 1,8+0,3 e 1,3+0,3 respectivamente). No tratamento com acréscimo de Ni, 0s maiores
IT foram estimados para plantas de E. leiocarpa (NPi) e C. floribundus (IT = 4,0+1,2 e 2,0+0,5). No

tratamento Tnizn, plantas de O. odorifera (NPi) translocaram mais Ni das raizes para a parte aérea do
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que as demais espécies (IT = 1,8+0,1). As plantas expostas ao excesso de Ni +Zn (Tnizn) mostraram
menor indice de translocacdo de Ni das raizes para a parte aérea do que as plantas expostas ao
tratamento com excesso de Ni (Tni), exceto O. odorifera, que apresentou translocagéo similar nos 2

tratamentos.

As espécies que mostraram maior capacidade de translocacdo de Zn para a parte aérea foi E.
leiocarpa (Tc: 7,5+2,0; Tzn:3,620,4; Tnizn:1,1+0,3), O. odorifera (Tc: 3,0+1,0; Tzn:2,4+0,5) e C.
floribundus (Pi) (Tnizn:1,0£0,1). Todas as espécies mostraram um maior indice de translocacdo no
tratamento controle (Tc) do que nos tratamentos com o acréscimo de Zn ou de Ni e Zn apresentaram
menor indice de translocacdo. As plantas R. ferruginea, E. leiocarpa e O. odorifera crescidas no
tratamento Tz, translocaram mais Zn para a parte aérea do que as crescidas no Tnizn € 0 inverso

ocorreu nas plantas de C. floribundus.
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Tabela 5. Valores médios + desvios-padréo do indice de Translocagdo (IT) de niquel e zinco da raiz para a
parte aérea nas espécies pioneiras (Pi) e ndo pioneiras (NPi) crescidas nos tratamentos controle (Tc) e com
excesso de metais no solo (Twni 0u Tz, € Tnizn). Letras mindsculas diferentes indicam diferengas significativas
entre as espécies para cada tratamento. Letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas entre os

tratamentos para cada espécie (p < 0,001). Fator 1:Tratamentos; Fator 2: Espécies.

IT (niquel) IT (zinco)

Espécies T. Thi Tnizn Te Tzn Tnizn

C. floribundus (Pi) | 1,8£0,4 Aa 2,0+05Ab 0,8+0,4Bb | 0,9+0,4 Ac  0,5+0,1 Bc 1,0£0,1 Aa
I. sessilis (Pi) 1,1+05Ab 0,5+0,1Cc 0,6+0,2Bb | 1,7+05Ac 0/55+0,1Bc  0,6+0,2 Bb
R. ferruginea (Pi) 1,840,3 Aa 2,0+0,3Ab 0,7£0,2Bb | 1,104 Ac  1,2+0,4 Ab 0,2+0,03 Bc
E. uniflora (NPi) 1,3t05Aa 1,1+05Ac 0,8+0,4Bb | 1,4+05Ac 0,240,04Cc  0,7+0,2Bb
E. leiocarpa (NPi) 0,740,1Bc 4,0+12Aa 0,7+0,2Bb | 7,5+2,0 Aa  3,6+0,4 Ba 1,1+0,3 Ca

O. odorifera (NPi) 1,0£0,3Bb 2,240,4 Ab 1,8+0,1 Aa | 3,0+t1,0Ab  2,4+0,5 Aa 0,5+0,2 Bb

Two way ANOVA *

Fator 1 < 0,001 < 0,001
Fator 2 < 0,001 < 0,001
Fator 1 x 2 <0,001 <0,001

* Valores de p
Na figura 4, foram comparadas as taxas de crescimento relativo (TCR) em altura, diametro e
numero de folhas das plantas tratadas com o acréscimo dos metais em relacédo as plantas do tratamento

controle.

A TCR em altura ndo foi alterada e a TCR em diametro foi reduzida nas plantas de C.
floribundus (Pi) crescidas em solo com excesso de Ni, Zn e Ni+Zn; a espécie mostrou um aumento
no numero de folhas nos tratamentos com Zn e com a combinagdo de Ni e Zn. I. sessilis (Pi) ndo
mostrou alteragdes nas taxas de crescimento em altura e didmetro, mas mostrou uma menor taxa em
relacdo ao numero de folhas quando tratadas com os metais. Plantas de R. ferruginea (Pi) também

ndo apresentaram alteracGes nas taxas em relacédo a altura, mas houve uma menor TCR para didametro
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e nimero de folhas quando crescidas em solo com acréscimo de Zn e Ni e Zn. E. uniflora (NPi)
apresentou uma maior taxa em relacao a altura quando crescidas em solo com o acréscimo de Ni e Ni
e Zn, além de maior TCR em didmetro quando tratadas com o Zn e menor TCR em nimero de folhas
quando tratadas com Zn e Ni + Zn. As plantas de E. leiocarpa (NPi) apresentaram as menores taxas
para altura e didmetro quando crescidas em solo com acréscimo dos metais € uma menor taxa em
relagdo ao numero de folhas, quando tratadas com Zn e Ni + Zn. O. odorifera (NPi) apresentou as
menores TCR apresentando valores negativos em todos os parametros mensurados quando crescidas
em solo com o acréscimo dos metais, resultado da perda de gema apical, uma reducdo acentuada do

didmetro caulinar e uma acentuada queda das folhas.
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Figura 4. Valores médios para taxa de Crescimento Relativo (TCR) em altura, didmetro e nimero de folhas
de espécies pioneiras e nao pioneiras crescidas nos tratamentos controle (Tc) e com excesso de niquel (Tni),
zinco (Tzn) e niquel + zinco (Tni zn). Letras distintas indicam diferengas significativas nas TCR entre

tratamentos para cada espécie, quando comparadas aos respectivos tratamentos controle (p<0,05).
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Na figura 5, foram comparadas as taxas de crescimento relativo (TCR) em biomassa da parte
aerea, raiz, total e as razdes de biomassa raiz/parte aérea nas plantas tratadas com o acréscimo dos
metais em relacdo as plantas do tratamento controle.

As plantas de C. floribundus (Pi) ndo apresentaram alteracdo nas TCR em biomassa da parte
aérea e biomassa total, mas mostraram diminuicdo da biomassa das raizes e menor razdo raiz/parte
aérea, quando tratadas com o acréscimo dos metais no solo. Plantas de I. sessilis (Pi) expostas ao
excesso de metais no solo ndo apresentaram nenhuma alteragcdo nas TCR em biomassa e na razéo
raiz/parte aérea. Foram observadas reduc@es significativas apenas nas TCR em biomassa da parte
aerea e raizes das plantas de R. ferruginea (Pi) crescidas em solo com acréscimo de Zn e Ni + Zn. As
plantas de E. uniflora (NPi) ndo apresentaram altera¢Ges na producdo de biomassa da parte aérea, raiz
e na razao raiz/parte aérea, mas houve aumento significativo da TCR em biomassa total nas plantas
crescidas em solo com o acréscimo de Ni. A espécie E. leiocarpa (NPi) apresentou reducdo na TCR
da parte aérea e biomassa total, nas plantas crescidas em solo com acréscimo de Zn e de Ni + Zn, mas
a producgdo de biomassa de raizes ndo foi alterada, assim como a razéo raiz/parte aérea nas plantas
expostas ao excesso de metais no solo. As plantas de O. odorifera (NPi) apresentaram reducdes nas
taxas de crescimento em biomassa da parte aérea e de raizes quando crescidas em solo com acrescimo

de Zn e da biomassa total nas plantas quando crescidas em solo com acréscimo de Zn e Ni + Zn.
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Figura 5. Valores médios para Taxa de Crescimento Relativo (TCR) em biomassa seca da parte aérea, raiz e
biomassa total e razdo raiz/parte aérea das espécies pioneiras e ndo pioneiras, crescidas nos tratamentos
controle (T¢) e com excesso de niquel (Twi), zinco (Tzn) e niquel + zinco (Twizn). Letras distintas indicam
diferencas significativas entre tratamentos para cada espécie, quando comparadas aos respectivos tratamentos

controle (p<0,05).
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IV.5. DISCUSSAO

Neste estudo, foi possivel simular experimentalmente a deposicao de Ni e Zn em solo de um
fragmento urbano de Mata Atlantica, avaliar as interacdes entre esses ions toxicos e demais
constituintes do solo e verificar se uma alta contaminacao do solo afetaria o crescimento de espécies
arboreas. Os resultados obtidos mostraram o nivel de disponibilidade de Ni e Zn, quando depositados
no solo proveniente do fragmento florestal urbano incluido Parque Estadual das Fontes do Ipiranga
(PEFI), na forma de sais de sulfato. As simulacdes realizadas foram baseadas no estudo de Nakazato
et al. (2020), que concluiu que tais metais sdo constituintes preponderantes do material particulado
oriundo da emisséo veicular e sdo incorporados na interface arvores-serapilheira-solo do fragmento
florestal incluido no PEFI.

Verificou-se que Ni e Zn em excesso no solo da floresta do PEFI permaneceram em grande
parte nas formas biodisponiveis, ou seja, nas formas sollveis, trocaveis ou ligados a carbonatos,
oxidos/hidréxidos de ferro e manganés ou a matéria organica. Sao, portanto, passiveis de serem
absorvidos pelas plantas, podendo causar efeitos danosos ao crescimento destas, a depender do nivel
de translocacdo das raizes para a parte aérea e do nivel de tolerancia ao acuimulo dos metais (Norouzi
etal., 2015).

A disponibilidade desses metais para absorcdo das plantas pode ser influenciada por suas
fontes e pelas caracteristicas fisico-quimica desse solo (Mao et al., 2017). O pH em CaCl; do solo
neste estudo apresentou um pH valor médio (5,3), assim como foram observados teores muito altos
de Fe (>57 mg/dm?) e de B (>0,58 mg/dm?3), conforme a classificacdo de Raij et al. (2001). Segundo
Brokbartold et al. (2012), valores de pH mais baixos resultam em maior mobilidade de céations e,
portanto, maior disponibilidade para as plantas. Rieuwerts (2007) concluiu que os solos encontrados
nos trépicos, tais como latossolos e argisolos (altos teores de matéria organica, baixos valores de pH
e altos niveis de 6xidos de Fe), resultam na alta mobilidade e biodisponibilidade de metais. Smolders

e Degryse (2006) discutiram que os processos de fixagdo de Zn em solos s&o relativamente lentos e
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altamente controlados pelo pH do solo e pela forma quimica desse metal. Joris e colaboradores (2012)
avaliaram a dindmica de Cu, Ni, Zn e Cd em latossolo vermelho distréfico, manejado por sistema de
plantio direto com e sem calagem e verificaram que o aumento do pH, causado pela calagem, resultou
na diminuicdo da disponibilidade de Cu, Zn, Cd e Ni, principalmente na camada superficial do solo.

Com base nesses estudos, podemos afirmar que as caracteristicas quimicas do solo do PEFI
contribuem para o aumento da biodisponibilidade de Ni e Zn para as plantas, confirmando a primeira
hip6tese deste estudo.

O conteudo absoluto de Ni e Zn nas plantas das espécies incluidas neste estudo refletiu
diretamente o nivel de biodisponibilidade no solo, sendo mais alto em espécies pioneiras do que nas
espécies ndo pioneiras (figuras 2 e 3). Esses resultados contrastam com os obtidos por Nakazato et
al. (2020). Os autores, ao amostrarem folhas de arvores adultas de espécies pioneiras e ndo pioneiras
em fragmentos florestais de Mata Atlantica, incluindo o PEFI, observaram que a concentragdo dos
metais geralmente € mais alta nas espécies ndo pioneiras do que nas pioneiras. Essa conclusdo foi a
base para a proposicdo da segunda hipétese deste estudo, que foi rejeitada em funcao dos resultados
obtidos. Ao multiplicar a concentracdo pela biomassa para expressar o contetido absoluto dos metais
em cada 6rgédo vegetal, comprovou-se o inverso. Ocorre que as espécies arbdreas pioneiras tém maior
potencial de absor¢do de metais pesados do solo, por apresentarem taxas fotossintéticas e crescimento
mais acelerados do que espécies nao pioneiras (Boukhris et al., 2016). Tais caracteristicas podem
resultar em menor concentracdo nos diferentes érgdos das arvores pioneiras do que das ndo pioneiras
presentes no fragmento florestal, como foi observado por Nakazato et al. (2020), visto que esta
representa a massa de um dado elemento quimico por unidade de biomassa do 6rgao vegetal. Sendo
assim, o contetido absoluto do elemento expressa melhor o nivel de acimulo dos metais nas arvores
do que a concentracdo propriamente dita.

Com base no contetido absoluto ainda foi possivel observar que as espécies nao pioneiras,
quando crescidas em solo contaminado pela combinagéo de Ni e Zn, mostraram menor absorc¢éo de
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Ni do que quando crescidas em solo enriquecido apenas com Ni, indicando uma possivel inibicdo da
absorcédo de Ni por Zn (figura 2 e tabela 3). O mesmo ocorreu nas plantas tratadas com Zn (figura 3
e tabela 4). A absorcdo de Zn pareceu ser inibida por Ni, em todas as espécies expostas ao excesso de
Ni e Zn, exceto C. floribundus. Em um estudo sobre a interacdo de Ni com outros elementos, Deng
et al. (2019) concluiram que 0 Zn pode suprimir severamente a absorcao de Ni e, quando absorvido,
o faz principalmente por transportadores de Zn, ocorrendo um efeito antagonico entre Ni e Zn durante
0 transporte nas raizes. Ainda, durante o processo de transporte das raizes, Ni e Zn podem continuar
a competir um com o outro. Isso é consistente com as descobertas de Assuncao et al. (2001), o que
sugere que Ni também compartilha parte do sistema de transporte de Zn, provavelmente durante o
processo de carregamento do xilema.

Além disso, as razdes incluidas nas tabelas 3 e 4 e indice de translocacgdo (tabela 5) indicaram
que a capacidade relativa de aumento do contetdo absoluto de Ni e Zn de plantas crescidas em solo
com alto nivel de contaminacéo ndo € uma caracteristica nitidamente associada a um grupo funcional
especifico. Isto porque as mencionadas razfes e os indices de translocacdo estimados ndo foram
necessariamente similares entre espécies pioneiras ou entre ndo pioneiras. C. floribundus (Pi), E.
leiocarpa (NPi) e O. odorifera (NPi) se destacaram por terem mostrado acumulo relativo consideravel
em pelo menos um de seus 6rgdos, quando tratadas com excesso de Ni e Zn.

Na maioria das espécies, o acimulo relativo de Ni, indicado pela estimativa da razéo entre 0s
valores encontrados nos tratamentos Tni, Tzn OU Tnizn € N0 controle (Tc), ocorreu em maior proporgéo
nos caules e o acumulo relativo de Zn nas raizes. E. leiocarpa (NPi) esta entre as espécies que
armazenaram Ni e Zn preponderantemente no caule. Nazir et al. (2019), em estudo com Solanum
lycopersicum L. exposta a diferentes doses de Ni no solo (10 ou 100 mg kg™!), encontraram um
aumento da concentracdo de Ni nas raizes e brotacfes em plantas submetidas & maior concentragdo
de Ni. Em um estudo com vinte espécies arboreas tropicais, Soares et al. (2001) verificaram que a
maioria das espécies apresentaram maior quantidade relativa de Zn nas raizes em solo contaminado.
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O mesmo conclui que o acimulo do elemento no caule indica uma imobilizagdo do metal em 6rgéo
perene das espécies arboreas, tornando-as interessantes para fitorremediagdo do solo, desde que elas
possam tolerar o alto nivel de contaminagéo.

O indice de translocagdo (IT) permite identificar um possivel mecanismo de defesa das plantas
contra 0 excesso de metais no solo. A imobilizacdo dos contaminantes inorganicos nas raizes,
restringindo a translocacao destes para a parte aérea e resultando em IT <1, tem sido considerado um
mecanismo de evitacdo de danos a processos metabolicos e fisioldgicos foliares Por outro lado, 1T>
1 pode indicar que as plantas ndo apenas toleram, mas utilizam o contaminante de uma maneira
benéfica, caracteristica comum de plantas hiperacumuladoras (Chanu e Gupta, 2016). Portanto, 1T>
1 é um fator decisivo para categorizar as espécies para fitorremediacdo (Chanu e Gupta, 2016). Neste
estudo, 0 aumento das taxas de translocacdo dos metais das raizes para a parte aérea, em resposta ao
aumento da biodisponibilidade no solo, ndo foi uma caracteristica observada em todas as espécies.
Foram estimados valores de IT proximos a 1 nas plantas da maioria das espécies tratadas com o
acréscimo de Ni e Zn, indicando que as espécies tenderam a imobilizar os metais nas raizes. No
entanto, C. floribundus (Pi), E. leiocarpa (NPi) e O. odorifera (NPi) se destacaram novamente pelos
altos valores de IT estimados. E. leiocarpa, em particular, € uma espécie recomendada para
fitorremediacdo caso essa tolere a contaminacgdo, por acumular em média, 4 e 3,6 vezes mais Ni e Zn,
respectivamente, na parte aérea do que nas raizes, quando expostas ao excesso destes no solo, apesar
de ndo estar entre as espécies com maior conteido absoluto total desses metais.

As taxas de crescimento relativo em altura, didmetro, nimero de folhas e biomassa foram
reduzidas, na maior parte das vezes, nas plantas das espécies ndo pioneiras tratadas com excesso dos
metais, apesar destas terem apresentado menor contetdo absoluto dos metais em seus 6rgdos do que
as espécies pioneiras. Essa redugdo de crescimento parece indicar que as espécies ndo pioneiras
estudadas sdo mais susceptiveis ao estresse induzido por Ni e Zn do que as pioneiras, contribuindo
para comprovar parcialmente a terceira hipotese. O estresse por Zn pode danificar a estrutura das
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raizes (Ambrosini et al., 2015; Bochicchio et al., 2015), reduzindo a absor¢do de agua e nutrientes
minerais do solo e, assim, diminuir o crescimento das plantas (Ambrosini et al., 2016). Estudos
mostram, também o impacto negativo que excesso de Ni provoca nos indicadores de crescimento,
sendo associado a diminuigcdo do teor de clorofila em plantas em condicGes de estresse por este
elemento (Sheetal et al., 2016). Esses resultados comprovam em partes a terceira hipdtese do trabalho,
uma vez o indice de translocacdo para parte aérea sé ocorreu para as espécies arbdreas tratadas com

0 metal Ni.
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IV.6. CONCLUSOES

Os metais aplicados ao solo proveniente do um fragmento de Mata Atlantica urbano,
simulando a deposi¢cdo do material particulado atmosférico enriquecido dos mesmos, aumentam a
fracdo biodisponivel destes para a comunidade vegetal. O contetdo absoluto de Ni e Zn nas plantas
das espécies incluidas neste estudo refletiu diretamente o nivel de biodisponibilidade no solo, sendo
mais alto em espécies pioneiras do que nas especies nao pioneiras, enquanto indices de translocacédo
estimados ndo foram similares entre espéecies pioneiras ou entre nao pioneiras. C. floribundus (Pi), E.
leiocarpa (NPi) e O. odorifera (NPi) se destacaram por terem mostrado acimulo relativo consideravel
em pelo menos um de seus 6rgdos, quando tratadas com excesso de Ni e Zn. Ainda, com base no
conteudo absoluto foi possivel observar que as espécies ndo pioneiras, quando crescidas em solo
contaminado pela combinacao de Ni e Zn, mostraram menor absor¢do de Ni do que quando crescidas
em solo enriquecido apenas com Ni, indicando uma possivel inibicdo da absorcdo de Ni por Zn. O

MeSMmMOo ocorreu nas plantas tratadas com Zn.
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Capacidade Antioxidante e a formacdo de Espécies reativas de oxigenio em espécies arboreas
da Mata atlantica em solo contaminado com Ni e Zn.

Resumo

A poluicdo atmosferica causada por particulas tornou-se um grande problema ambiental.
Dentre os metais pesados encontrados no material particulado podemos destacar Ni e Zn,
provenientes de atividades antropicas. Os metais podem ser absorvidos pelas plantas pela absorcao
radicular podendo ocasionar o aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs), ocasionando
diversas alteragdes nos processos bioquimicos e fisiologicos das plantas. Assim, o presente estudo foi
proposto com o objetivo de testar experimentalmente a seguinte hipotese: As espécies pioneiras
arbdreas tém um maior potencial de acimulo de metais pesados do solo (conforme demonstrado no
capitulo anterior) e apresentam maior potencial de toleréncia ao estresse imposto pelos mesmos, do
que espécies ndo pioneiras. O experimento foi realizado com trés espécies arbdreas pioneiras (Pi;
Croton floribundus Spreng., Inga sessilis (Vell.) Mart. e Rapanea ferruginea (Ruiz & Pav.) Mez) e
trés ndo pioneiras (NPi; Eugenia uniflora L., Esenbeckia leiocarpa Engl. e Ocotea odorifera (Vell.)
Rohwer) nativas da Mata Atlantica. Estas foram crescidas em solo coletado em fragmento urbano de
Mata Atlantica por 90 dias, com adubacdo balanceada (controle) e em solo enriquecido de Ni, Zn e
Ni+Zn, alcancando concentracdes trés vezes mais altas do que as propostas pela CETESB para
prevencdo de riscos associados a contaminagdo de solos (30 e 86 mg kg de solo para Ni e Zn
respectivamente). Foram realizadas coletas de folhas para analise de antioxidantes (&cido ascérbico,
glutationa, catalase, superdxido dismutase, glutationa redutase), indicadores de danos oxidativos
malondialdeido (MDA), hidroperoxidienos conjugados (HPCD) e extravasamento de eletrolitos (EE),
espécies reativas de oxigénio: radical superéxido (02°), peroxido de hidrogénio (H20>) e radical
hidroxila (*OH), teores de pigmentos (clorofila a, clorofila b e carotenoides). As espécies arboreas
apresentaram caracteristicas bioguimicas diferentes entre si e respostas semelhantes a exposicédo a
niquel e zinco. Analises de componentes principais nos permitiram verificar o grau de tolerancia das
espécies ao estresse oxidativo induzido por Ni e/ou Zn, da seguinte forma: R. ferruginea (Pi) (alta
TCR (altura e diametro), GSH/GSG+GSSG, GR e APX)= E. uniflora (NPi) (GSH/GSG+GSSG, GR
e APX) > I. sessilis (Pi) (alta [Ni], [Zn], TCR (altura e didametro) e APX) > C. floribundus (Pi) (alta
[Ni], [Zn], TCR (altura e didmetro) e carotenoides) > E. leiocarpa (NPi) (alta TCR (raiz), SOD e
CAT) > O. odorifera (NPi) (SOD, GR e CAT).

Palavras chaves: EROs, antioxidantes, danos bioquimicos, Ni, Zn e pioneira e ndo pioneiras
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V.1. INTRODUCAO

Os poluentes atmosféricos podem incluir gases e material particulado (MP), que podem ter
um impacto adverso no meio ambiente (Lelieveld et al., 2015; Ma et al., 2019) e até na satde humana
(Castarfieda et al., 2017). O numero de estudos sobre MP atmosférico tem aumentado acentuadamente
nas ultimas duas décadas o que esta relacionado a rapida urbanizacéo e industrializacdo em todo o
mundo (Fuzzi et al., 2015). A poluicdo atmosférica causada por particulas tornou-se um grande
problema ambiental em alguns paises em desenvolvimento e em muitas cidades dos paises
desenvolvidos (Chen et al., 2017; Zhang et al., 2015). Desde a década de 1930, a deposi¢cdo de MP
na vegetacdo tem sido observada e estudada (Cai et al.,2017). Mais recentemente, aumentou o
interesse no papel das florestas urbanas na remocao de MPs da atmosfera (Abhijith K.V. et al., 2017;
Janhéll, 2015). Essas particulas do material particulado sdo constituidas por uma mistura complexa
de &gua, carbono elementar, carbono organico, metais pesados e poeira de minerais, cations e anions
(Lietal., 2013). Miranda et al., 2018 identificaram Na, Al, Si, S, Cl, K, Ca, Fe, Zn, nitrato, sulfato e
amonio como os principais componentes do material particulado coletado na regido metropolitana de
Séo Paulo, os quais foram relacionados as emissdes dos veiculos e ressuspensdo do solo e poeira do

pavimento.

Dentre os metais pesados encontrados no material particulado podemos destacar Ni e Zn,
provenientes de atividades antrépicas. Em areas urbanas, esses metais oriundos da queima de
combustiveis fdésseis pela frota veicular representam uma fonte particularmente importante de
poluicdo (Kabata-Pendias, 2011; Calvo et al., 2013).

No solo, os metais podem ser absorvidos pelas plantas ou lixiviados, contaminando as aguas
subterraneas (Pierangeli et al., 2005). Vale destacar que os metais no solo estdo presentes nas formas
de ions livres, de complexos soltveis, de ions trocaveis. Os metais podem também estar ligados
organicamente ou formar compostos insoltveis como 6xidos, carbonatos e hidroxidos no solo (Taiz

& Zeiger, 2006; Alloway, 2013; Birani et al. 2015).
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O niquel pode ser absorvido pelas raizes das plantas por difusdo passiva e transporte ativo
(Seregin e Kozhevnikova, 2006). Ambos os mecanismos de absor¢do dependem de vérios fatores
como forma de Ni, espécies vegetais, concentracdo de Ni no substrato, pH do solo, metabolismo do
vegetal e conteudo orgéanico no solo (Vogel-Mikus$ et al., 2005; Chen et al., 2009). Mas, a
concentracdo excessiva de Ni pode levar a reducdo do crescimento e da plasticidade das paredes
celulares e a perturbacdes nas relag6es hidricas, como osmose e difusdo, condutancia estomaética, taxa

de transpiracdo entre outros (Seregin e Kozhevnikova 2006, Shi e Cai 2009, Velikova et al. 2011).

O zinco é absorvido pelas raizes na forma Zn?*, de forma ativa, por um transportador como
ZNT1, identificado por Pence et al. (2000). Da mesma forma que é absorvido o Zn sofre transporte
radial de forma passiva e ativa, em seguida tem-se o transporte a longa distancia, das raizes para a
parte aérea pelo xilema (Malavolta, 2006). Os efeitos da sua toxicidade nas plantas incluem inibicéo
do crescimento, clorose e necrose foliar, estresse oxidativo, inibicdo das fungdes das proteinas e
comprometimento da fotossintese, promovendo a reducdo de rendimento de transporte de elétrons no

fotossistema Il (PSII) e da biossintese de pigmentos (Todeschini et al., 2011; Hasan et al., 2017).

A concentragdo excessiva desses ions metalicos toxicos leva a formacgédo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) nas células vegetais, incluindo H.02, O'? e OH", 0 que induz o estresse oxidativo
(Gajewska et al., 2006; Khaliq et al., 2015; Li et al., 2016). A peroxidacéo lipidica e degradacéo da
membrana sdo as consequéncias comuns das EROs. Elas induzem dano oxidativo a lipoproteinas de
membrana, resultando na perda de eletrélitos (Dat et al., 2000; Verma e Dubey, 2003; Wang et al.,

2008; Anjum et al., 2016¢; Tanveer et al., 2018; Sharma et al., 2018).

Alternativamente, as células vegetais sdo capazes de controlar o excesso de ions metalicos e
utilizam varios mecanismos de desintoxicacao para evitar sua participacdo em reacdes toxicas. Na
primeira linha de defesa, as plantas utilizam estratégias que impedem ou reduzem a captacéo,

restringindo os ions metalicos ao apoplasto, ligando-os a parede celular ou aos exsudatos celulares,
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ou impedindo o transporte de longa distancia (Manara, 2012; Hasan et al., 2015). Por outro lado,
quando presentes em concentracdes elevadas, as células ativam uma complexa rede de estratégias de
armazenamento e desintoxicacdo, como quelacdo de ions metalicos com fitogelatinas e
metalotioneinas no citosol, trafico e sequestro no vacutolo por transportadores vacuolares (Zhao e
Chengcai, 2011). Podem também apresentar diferentes niveis de tolerdncia ao estresse oxidativo
gerado pelos metais pesados, por possuirem variados mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos de
defesa (Kramer 2010; Agrawal et al., 2011). Portanto, a capacidade das plantas para lidar com o
estresse oxidativo é caracterizada pelo grau de atividades antioxidantes (Anjum et al., 2015; Shahzad
et al., 2018). No entanto, as atividades desses antioxidantes podem variar de acordo com a duracéo
do estresse, espécies de culturas e partes de plantas sob quaisquer condi¢des de estresse (Anjum et
al., 2017). Dentre os compostos antioxidantes, podemos citar as substancias ndo enzimaticas de baixo
peso molecular como acido ascorbico e glutationa, e enzimaticas como as enzimas superdxido
dismutase, catalase, ascorbato peroxidase e glutationa redutase, todas pertencentes ao ciclo ascorbato-
glutationa (Baier et al. 2005, Bray et al. 2000, Tausz et al. 2003, Favaretto et al. 2011). A glutationa
reduzida (GSH) possui um papel importante na desintoxicagdo dos metais pesados, pois esta serve
como substrato para as fitoquelatinas, por meio de uma reacdo catalisada pela enzima y-
glutamilcisteina dipeptidil transpeptidase, conhecida como fitoquelatina sintase, que é ativada pela

presenca de metais pesados (Grill et al.,1989).

As arvores vém desempenhando um papel preponderante na circulacdo de metais pesados nos
ecossistemas florestais, por funcionarem como anteparos ao material particulado atmosférico
enriquecidos de metais (Sanchez-Lopez et al. 2015; Song et al. 2015; Rai 2016) e por sua capacidade
de absorvé-los naturalmente do solo (Naidu et al., 2001; Sarma et al., 2011). Dentro dos ecossistemas
florestais brasileiros afetados pela deposicdo do material particulado, podemos citar a Mata Atlantica,
que esté reduzida a pequenas ilhas de vegetacdo inseridas em éreas agricolas e urbanas. Os fragmentos

urbanos desse bioma vém sendo afetados pela deposi¢cdo de material particulado enriquecido de Ni e
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Zn proveniente da emissdo veicular (Nakazato et al. 2020). Estudos realizados por Brand&o et al.
2017 e Esposito et al. 2018 em fragmentos de Mata Atlantica com espécies arbdreas adultas
pertencentes a grupo funcionais distintos (pioneira e ndo pioneiras) em ambientes naturais, mostraram
que as espécies pioneiras possuem um maior nivél de tolerancia ao estresse oxidativo, imposto por

condicOes climéticas e poluicdo atmosférica.

Com base nesses estudos levantamos a hipotese que as espécies pioneiras arboreas, que tém
maior potencial de acimulo de metais pesados do solo (conforme demonstrado no capitulo anterior),
apresentam maior potencial de tolerancia ao estresse imposto pelos mesmos, do que espécies nao
pioneiras. Este estudo teve por objetivo determinar experimentalmente o nivel de tolerancia de
espécies arbdreas pioneiras e ndo pioneiras nativas da Mata Atlantica ao Ni e Zn adicionados ao solo,
por meio da andlise das defesas antioxidantes (acido ascorbico, glutationa, catalase, superdxido
dismutase e glutationa redutase), indicadores de danos oxidativos malondialdeido (MDA),
hidroperoxidienos conjugados (HPCD) e extravasamento de eletrolitos (EE), espécies reativas de
oxigénio: radical superdxido (02°), peroxido de hidrogénio (H20>) e radical hidroxila (*OH), teores

de pigmentos (clorofila a, clorofila b e carotenoides).
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V.2. MATERIAL E METODOS
V.2.1. Delineamento experimental

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo, no Instituto de Botanica, localizado no
Pargue Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI), localizado na zona sul da cidade de S&o Paulo. Este
local contém um importante fragmento urbano de Mata Atléantica, de onde o solo foi retirado para

realizacdo deste experimento.

O nivel de tolerancia das espécies arboreas pioneiras e ndo pioneiras da Mata Atlantica no
Estado de S&o Paulo foi determinado ao final de 90 dias do experimento descrito detalhadamente no
capitulo anterior (paginas 42 a 43). Em sintese, as trés espécies pioneiras incluidas no estudo foram
Croton floribundus Spreng., Inga sessilis (Vell.) Mart. e Rapanea ferruginea (Ruiz & Pav.) Mez) e
trés ndo pioneiras (Eugenia uniflora L., Esenbeckia leiocarpa Engl. e Ocotea odorifera (Vell.)
Rohwer, pertencentes as familias Euphorbiaceae, Fabaceae, Primulaceae, Myrtaceae, Rutaceae e
Lauraceae, respectivamente. As plantas obtidas no viveiro de mudas da Companhia Energética de
Sé&o Paulo (CESP), localizado em Paraibuna, SP, foram transplantadas para vasos com capacidade de
1,7 L, contendo solo superficial (camada de 0 a 20 cm de profundidade, excluindo a camada de
serapilheira) coletado no fragmento florestal do PEFI. Apds uma semana de plantio, todas as plantas
receberam 100 ml de solucdo nutritiva contendo macro nutrientes e micronutrientes, conforme

sintetizado para o tratamento controle na Tabela 2 incluida no capitulo 01(Pag.20).

Apdbs passarem por um periodo de adaptacdo de 1 més, as plantas foram submetidas aos
seguintes tratamentos aplicados ao solo contido nos vasos: 1) controle com adubacdo balanceada; 2)
adubacéo balanceada acrescida de maior dosagem de Zn; 3) adubacdo balanceada acrescida de Ni;
tratamento com adubacdo balanceada acrescida de maiores dosagens de Ni e Zn. Esses tratamentos
também séo referidos neste capitulo como Tc (tratamento controle adubado), Tz, (tratamento zinco),

Tni (tratamento niquel) e Tzni (tratamento niquel+zinco) para apresentagédo dos resultados.
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V.2.2 Analises Bioquimicas

Ao final do experimento, foram coletadas as folhas inseridas no 3° ou 4° nos do caule principal
das plantas, formando 05 amostras compostas de cada tratamento e espécie. As folhas foram
imediatamente trituradas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80°C, até 0 momento da
realizacdo das analises bioguimicas, que incluiram defesas antioxidantes ndo enzimaticos (acido
ascorbico, glutationa), antioxidantes enzimaticos (superoxido dismutase, catalase, ascorbato
peroxidase, glutationa redutase), indicadores de danos oxidativos (malondialdeido, hidroperdxido
dienos conjugados, e extravasamento de eletrolitos), pigmentos (clorofila a, clorofila b e
carotenoides) e espécies reativas de oxigénio (radical superoxido, peréxido de hidrogénio, radical
hidroxila). Antes do inicio da rotina analitica, os métodos foram testados e ajustados para as espécies
estudadas, quando necessario. Cada amostra composta foi analisada em triplicata de acordo com as

metodologias descritas abaixo.

V.2.2.1 Antioxidantes ndo enzimaticos

Acido ascérbico: as formas reduzidas (AA), oxidada (DHA) e total (AA + DHA) foram obtidas por

meio de cromatografia liquida com detector UV, a 245 nm. A separacao foi realizada em coluna C18,
com uma vazdo de 1,00mL/min, utilizando-se fase movel solucdo aquosa acidificada (pH 2,3) com
acido ortofosforico (HsPOs). Os extratos vegetais para determinagdo de AA foram preparados com
acido metafosfdrico (HPO3) e EDTA. Para analise do acido ascorbico total, aos extratos vegetais foi
adicionado dithiothreitol (DTT) em tampdo de fosfato de sédio pH 7,0 e fosfato de potassio
monobasico (K:HPO4) mantidos no escuro, para que ocorra a reducdo total do DHA para AA. O
contetdo de DHA foi calculado pela subtracdo entre AA total e AA reduzido (LApez et al. 2005).
Foram calculadas as razdes AA/AA+DHA, seguindo proposta de Burkey et al. (2006), para avaliar a

capacidade de oxi-reducgdo do &cido ascorbico.

Glutationa: Os contetdos de glutationa reduzida (GSH), oxidada (GSSG) e total (GSH + GSSG)

foram obtidos em extratos preparados a partir de 0.500g de folhas homogeneizadas em é&cido
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sulfosalicilico 0,1%. Apo6s centrifugacdo foram realizada duas reacBes e leituras em
espectrofotdmetro a 412nm. Para a primeira reacdo, para obtencdo da GSH, ao extrato foi adicionado
uma mistura de tampdo fosfato de potéssio 100mM, pH 7,0 com 0,5mM de EDTA, e acido 5,5-
ditiobis (2-nitrobenzoico) (DTNB) 3mM. Apds 5 minutos foi realizada a leitura. Na segunda reacéo,
para a obtencdo de GSH total, nesta mesma mistura, foram adicionados glutationa redutase e
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reduzida (NADPH) 0,4mM. Ap6s 20 minutos, foi
realizada a leitura (Israr et al. 2006). O contetdo de GSSG foi calculado pela subtracdo entre GSH
total e GSH reduzida. Também foi calculada as razbes GSH/GSH+GSSG, com a finalidade de
determinar a capacidade de oxi-reducédo da glutationa.

V.2.2.2 Antioxidantes Enzimaticos

Enzimas: Para as analises das enzimas glutationa redutase, catalase e ascorbato peroxidase,
amostras vegetais foram homogeneizadas em tampéo fosfato de potassio 100mM pH 7,5 contendo
1mM EDTA, 3mM DTT e 4% (p/v) de PVPP. O extrato resultante foi utilizado para os ensaios das
atividades enzimaticas (Azevedo et al. 1998).

A atividade da glutationa redutase (GR) foi determinada como descrito por Smith et al. (1988),
com modificacdes. Ao extrato vegetal foi inserido numa mistura de reacdo contendo tampao 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, e foi medida em espectrofotébmetro a 412 nm.

A atividade da catalase (CAT) foi determinada, como descrito por Kraus et al. (1995), em
espectrofotdbmetro com algumas modificagdes, conforme Azevedo et al. (1998). A temperatura de
25°C, ao extrato vegetal foi adicionado em uma mistura de reacdo de tampao fosfato de potassio 100
mM pH 7,5 contendo H202 30%. A reacdo foi iniciada pela adi¢do do extrato vegetal. A atividade foi

determinada seguindo-se a decomposicdo de H20- através das alteracfes na absorbancia a 240nm.
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A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi analisada pela metodologia proposta por
Nakano e Asada (1981), com modifica¢Ges. A mistura de reagdo consistia de tampéo fosfato 80 mM,
pH 7,0, EDTA 1 mM, &cido ascorbico 5 mM e H.0, 2 mM. A reacéo foi iniciada com a adicéo do
extrato vegetal a mistura. A atividade foi medida em espectrofotdmetro a 290 nm, por meio da
decomposic¢éo do H20x.

Para a determinacdo da atividade de superdxido dismutase (SOD), o material vegetal foi
homogeneizado com PVPP e solucdo tampéo fosfato 50 mM pH 7,5 contendo EDTA-Na2 1 mM,
NaCl 50 mM e &cido ascorbico 1 mM. Extratos foram preparados adicionando-se ao sobrenadante
EDTA-Na; 0,54 mM, tampédo fosfato de potédssio 0,1 M pH 7,0, metionina 0,13 mM, azul p-
nitrotetrazolio (NBT) 0,44 mM e riboflavina 1mM, e expostos a luz fluorescente (80 W) por 20 min.
Extratos preparados seguindo 0 mesmo procedimento foram mantidos no escuro. A absorbéncia foi
medida em espectrofotometro (A = 560 nm) em ambos 0s tipos de extrato (iluminado e ndo iluminado)
e a diferenca entre as duas absorbancias foi considerada para a determinacéo da atividade da SOD,
que consiste na inibi¢do da reducdo do NBT, pela dismutacdo enzimatica do superdxido (Oswald et
al. 1992).

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 (A= 595 nm).

V.2.2.3 Indicadores de Danos Celulares

Malondialdeido (MDA): o método utilizado foi o proposto por Heath & Packer (1968) e Buege &

Aust (1978), com algumas modificacdes. O material vegetal foi homogeneizado em acido
tricloroacético contendo PVPP, seguido de centrifugacdo. Ao sobrenadante foi adicionado acido

tricloroacético contendo acido tiobarbitarico, que foi mantido por 30 minutos a 95°C em banho-
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maria. Ao ser retirada do banho, a amostra sofreu um répido resfriamento em gelo. As leituras foram

realizadas em espectrofotdmetro a 535 e 600 nm.

Hidroperoxidienos conjugados (HPCD): a andlise foi feita a partir da leitura em espectrofotdmetro

dos extratos etandlicos dos pigmentos a 234 nm e o conteudo de HPCD foi calculado a partir da

formula e= 2,65 x 104 M-1 cm-1 (Levin & Pignata 1995).

Extravasamento de eletrdlitos (EE): os danos celulares foram avaliados também por meio de

extravasamento de eletrdlitos, conforme descrito por Lima et al (2002). Para isso, 10 discos de 1,2
cm foram colocados em 15 mL de agua miliQ e deixados por 6 horas em temperatura ambiente (média
de 25°C). A condutancia inicial (Ci) foi estimada utilizando um condutivimetro. Apos essa leitura, as
mesmas amostras foram colocadas em estufa a 90°C por 2 horas e feita uma segunda leitura (Cf). A
permeabilidade relativa foi calculada pela relacdo Ci/(Ci+Cf) x 100 (Tarhanen et al, 1999) e o

resultado foi expresso em percentagem.

V.2.2.4 Espécies reativas de oxigénio

Radical superéxido (O2*): A taxa de producdo de O foi determinada pelo método de oxidacdo da

hidroxilamina (Wang e Luo, 1990) com algumas modificacdes. Cerca de 0,1 g de amostras foliar
foram homogeneizadas em tampéo fosfato de potassio 65 mmol (pH 7,8). A solucdo foi entdo
centrifugada a 5.000 rpm, durante 15 min. Posteriormente, o sobrenadante foi misturado com tampao
fosfato de potassio 65 mmol (pH 7,8) e cloreto de hidroxilamina 10 mmol. A mistura homogeneizada
foi aquecida durante 20 min a 25 ° C. Adicionou-se cerca de 1 ml de acido 3-aminobenzenossulfonico
e 1 ml de 1-naftilamina. A mistura foi aquecida durante 20 min a 25 ° C, o sobrenadante final foi

usado para medir a absorvancia a 530 nm.

Peroxido de hidrogénio (H2O2): o conteudo de perdxido de hidrogénio foi determinado através da

reacdo com o iodeto de potassio (KI). Amostras de folhas frescas foram maceradas em 1 mL de 4cido
tricloroacético 0,1%, centrifugadas e ao sobrenadante, foram adicionados 200 pl de tampao fosfato
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de potassio pH = 7,5 ¢ 800 puL de solugdo, 1M de KI. A leitura da amostra foi realizada em

espectrofotometro em comprimento de onda = 390 nm (Alexieva et al. 2001).

Radical hidroxila (*OH): para determinacdo da radical hidroxila, foi utilizado o método da

desoxirribose (Halliweel, 1987) com algumas modificacbes. Onde 0,1 g de amostras foliar foram
homogeneizadas em em 2-Deoxi-D-Ribose (15mM), centrifugado a 5.000 rpm por 20 min. Apds
centrifugacdo 1 ml do sobrenadante foi aquecido durante 02 horas a 40°C. apds incubacdo foi
adicionado ao sobrenadante &cido tiobarbitdrico (1%) e 1 ml de &cido acético glacial. A mistura
homogeneizada foi aquecida durante 30 min a 100°C. O sobrenadante final foi usado para medir a
absorvancia a 535 nm. Alguns dos compostos resultantes reagem positivamente com o &cido
tiobarbitarico (TBA), em meio acido e com aquecimento, tornando possivel o célculo da constante
de velocidade da reacdo. O radical foi expresso em porcentagem de inibicdo da oxidagédo da 2-Deoxi-
D-Ribose com a seguinte formula: Scavenging activity (%)= 1-(As/Ac) *100, onde As= absorvancia

da amostra e Ac= Absorvancia do controle.

V.2.2.5 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-1 de massa fresca.
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V.3. ANALISES ESTATISTICAS

As diferencas significativas entre tratamentos e respectivos controles e diferencas entre as
espécies no mesmo tratamento, para cada parametro bioquimico analisado, foram identificadas
utilizando a one way ANOVA, seguida por teste de comparacdes multiplas (Tukey). Em todos os
casos, quando necessario, os dados foram transformados em logl0 para atender os requisitos da
ANOVA (distribuicdo normal e igualdade de variancias).

Analises de componentes principais (ACP), utilizando o PC ORD (Versdo 6.0) foram
realizadas visando a ordenar as espécies em funcdo do nivel de tolerancia ao estresse oxidativo
induzido pelo acumulo foliar de Ni e/ou Zn. As ACP foram realizadas separadamente com conjuntos
de dados obtidos em cada tratamento, incluindo as variaveis bioquimicas (AA/AA+DHA: potencial
redox de acido ascorbico; GSH/GSH+GSSG: potencial redox de glutationa; SOD: superdxido
dismutase; CAT: catalase; APX: ascorbato peroxidase; GR: glutationa redutase; Clo a/b: razdo das
clorofilas a e b; Carot: carotenoides; HPDC: hidroperoxido dienos conjugados; EE: extravasamento
de eletrolitos; MDA: malondialdeido; *OH: radical de hidroxila, O2+": radical superoxido; e H20O:
peréxido de hidrogénio), assim como concentra¢fes absolutas dos metais nas folhas e taxas de
crescimento relativo das plantas (dados apresentados no capitulo 2). Todas as variaveis foram

transformadas em log10 para normalizar os dados.
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V.4. RESULTADOS

Os individuos da espécie O. odorifera tratados com a combinacgédo de niquel e zinco (Tnizn)
morreram ao final do tratamento, ndo sendo possivel analisa-los quanto as variaveis bioquimicas.
A tabela 1 mostra a variacdo da concentracdo de acido ascérbico e glutationa em suas formas

reduzida e oxidada e respectivas razGes nas especies expostas aos quatro tratamentos.

O conteudo de acido ascorbico variou significativamente somente nas plantas de R. ferruginea
(Pi) e C. floribundus (Pi) tratadas com acréscimo de Ni no solo em compara¢do com os valores
encontrados nas plantas do tratamento controle (T¢). R. ferruginea (Pi) mostrou um maior contetdo
de acido ascorbico em sua forma reduzida e C. floribundus (Pi) apresentou um aumento no conteido

na forma oxidada, assim como uma menor razdo AA/AA+DHA (Tabela 1).

A concentracdo de acido ascorbico variou entre as espécies e geralmente de forma similar nos
quatro tratamentos. 1. sessilis (Pi) e E. leiocarpa (NPi) mostraram o menor contetdo e R. ferruginea
0 maior contetido de AA. O. odorifera (NPi) e E. leiocarpa (NPi) apresentaram altos teores de DHA

e menor razdo AA/AA+DHA; o inverso foi observado nas plantas de C. floribundus (Tabela 1).

Assim como para o acido ascérbico, os contetdos de glutationa também variaram entre as
espécies e entre tratamentos com acréscimo dos metais e tratamento controle. A variagcdo no conteudo
de glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) e na razdo GSH/GSH+GSSG entre tratamentos com
metais (Tni, Tzn OU Tnizn Versus Tc) ndo foi significativa apenas em E. uniflora (NPi). As plantas de
C. floribundus (Pi), 1. sessilis (Pi), E. leiocarpa (NPi) e O. odorifera (NPi) apresentaram um menor
contetdo de GSH quando crescidas em solo com o acréscimo dos metais em comparagdo com as
plantas do Tc. Houve aumento do contetido de GSSG nas plantas de C. floribundus, R. ferruginea e
E. leiocarpa crescidas em Tni, Tzn € Tnizn, em relacdo aos valores encontrados em Tc. Porém, a razdo
GSH/GSH+GSSG foi reduzida significativamente apenas nas plantas de C. floribundus expostas ao

excesso de metais quando comparada a raz&o estimada para as plantas do Tc. (Tabela 1).
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As maiores concentracOes foliares de GSH foram obtidas em plantas de R. ferruginea e as

menores em |. sessilis. C. floribundus apresentou o maior contetdo de GSSG e a menor razao

GSH/GSH+GSSG, contrastando com E. uniflora, que mostrou o mais baixo teor de GSSG e a mais

alta razdo GSH/GSH+GSSG em todos os tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1.Valores médios de ascérbico reduzido (AA- mg.g?), oxidado (DHA- mg.g?), razdo AA/AA+DHA,
glutationa reduzida (GSH- mg.g?), oxidada (GSSG- mg.g?) e razdo GSH/GSH+GSSG em amostras de folhas

de espécies pioneiras (Pi) e ndo pioneiras (NPi) crescidas nos tratamentos controle (T¢), niquel (Tni), zinco

(Tzn) e niquel + zinco (Tnizn). Letras mindsculas distintas indicam diferengas significativas entre as espécies

dentro do mesmo tratamento. Letras maiusculas distintas indicam diferencas significativas entre Tni, Tzn OU

Tnizn € Tc, para a mesma espécie (p < 0,05).

Tratamentos AA DHA AA/AA GSH GSSG GSH/GSH
+DHA +GSSG
Tc 1.1 Ab 0,5Bc 0,7 Aa 250Ab  18,9Ba 0,5 Ac
C.floribundus (Pi) Tni 1,1Ab 2,1 Ab 0,5Ba 16,3Bb 42,0 Aa 0,3Bc
Tzn 1,2Ab 0,6 Bc 0,7 Aa 155Bb 40,6 Aa 0,3Bc
TNizn 1,1Ab 0,5Bc 0,7 Aa 18,0Bb 40,1 Aa 0,3Bc
Te 0,3Ac 1,6 Ab 0,2 Ab 146 Ab 222 Ab 0,3 Ac
I.sessilis (Pi) Tni 0,4Ac 1,7 Ab 0,2 Ab 11,1Bc 21,4 Ab 0,3 Ac
Tzn 0,6Ac 1,4 Ab 0,3 Ab 10,8Bc 22,4 Ab 0,3 Ac
TNizn 0,4Ac 1,4 Ab 0,2 Ab 7,6 Bc 24,4 Ab 0,2 Ac
Te 2,3 Ba 1,2 Ab 0,7 Aa 37,6 Aa 9,1Bc 0,8 Ab
R. ferruginea (Pi) Ti 3,7 Aa 1,7 Ab 0,7 Aa 484 Aa 156 Ab 0,8 Aa
Tz 2,6 Ba 1,2 Ab 0,7 Aa 40,3Aa 18,0 Ab 0,7 Ab
TNizn 3,2Ba 1,4 Ab 0,7 Aa 448 Aa 158 Ab 0,8 Aa
Te 1,6 Ab 0,8 Ac 0,7 Aa 27,5Ab 1,6 Ac 0,9 Aa
E. uniflora (NPi) Tni 1,5 Ab 0,8 Ac 0,6 Aa 28,9 Ab 15Ac 1,0 Aa
Tzn 1,7 Ab 0,7 Ac 0,7 Aa 27,2 Ab 1,6 Ac 0,9 Aa
TNizn 1,5Ab 1,0 Ab 0,6 Ab 25,7 Ab 1,1 Ac 1,0 Aa
Tc 0,7 Ac 3,9 Aa 0,2 Ab 38,3 Aa 9,3Bc 0,8 Aa
E. leiocarpa (NPi) Tni 0,7 Ac 4,3 Aa 0,2 Ab 258Bb  275Ab 0,4Bb
Tz 0,6 Ac 4,6 Aa 0,2 Ab 31,4Bb  235Ab 0,6 Bb
TNizn 0,6 Ac 3,6 Aa 0,2 Ab 236Bb 221 Ab 0,5Bb
Tc 1,5Ab 4,5 Aa 0,2 Ab 335Ab 173Ab 0,7 Ab
O. odorifera (NPi) Tni 1,2 Ab 4,0 Aa 0,2 Ab 22,0Bb 22,7 Ab 0,5Ab
Tzn 1,4 Ab 4,4 Aa 0,2 Ab 246Bb 18,8 Ab 0,6 Ab
TNi 7n * * * * * *
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Na tabela 2, é apresentada a variacdo na atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR), entre as espécies e entre
tratamentos a que foram submetidas em comparagdo com o tratamento controle.

A atividade de CAT, APX e GR nas folhas das espécies arbdreas foi mais afetada pelos
tratamentos Tni, Tzn € Tnizn, €m comparacdo ao Tc, do que a de SOD, que foi reduzida
significativamente apenas nas plantas de E. uniflora expostas no Tni. A exposi¢ao ao excesso de Ni
(Tni) promoveu: aumento da atividade de CAT, APX e GR em C. floribundus, I. sessilis e R.
ferruginea; aumento da atividade de CAT e GR e reducdo de APX em E. uniflora; reducdo da
atividade da CAT e GR e aumento de APX em E. leiocarpa e aumento da atividade de APX e GR
em O. odorifera. A exposicdo ao excesso de Zn (Tz,) promoveu: aumento de APX e GR em C.
floribundus; aumento da atividade de CAT e GR em R. ferruginea; aumento de CAT e reducéo de
APX em E. uniflora; redugdo de CAT em E. leiocarpa e aumento de APX em O. odorifera. A
exposicdo ao excesso de ambos os metais (Tnizn) promoveu: aumento da atividade de APX e reducao
de CAT e GR em C. floribundus; aumento da atividade de CAT em E. uniflora e redugdo de CAT em
E. leiocarpa (Tabela 2).

Ainda na tabela 2, verificou-se que houve variagdo entre as espécies para todas as enzimas.
Tais variagOes foram geralmente similares nos quatro tratamentos. A atividade da SOD foi maior em
E. leiocarpa e menor em I. sessilis, R. ferruginea e E. uniflora. A atividade da CAT tendeu a ser mais
alta em C. floribundus e O. odorifera e mais baixa I. sessilis e E. leiocarpa. A atividade da APX foi
geralmente mais alta nas espécies I. sessilis, R. ferruginea e E. uniflora e mais baixa em C.
floribundus. A atividade da GR foi mais alta para as plantas de R. ferruginea e mais baixa em C.

floribundus.
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Tabela 2. Valores médios da atividade de superéxido dismutase (SOD, unit/g™! dw), catalase (CAT,
unidade/g™! dw), ascorbato peroxidase (APX, unit/g~! dw) e glutationa redutase (GR, unit/g' dw) em amostras
de folhas de espécies pioneiras (Pi) e ndo pioneiras (NPi) crescidas nos tratamentos controle (T¢), niquel (Tni),
zinco (Tz) e niquel + zinco (Twi zn). Letras mindsculas distintas indicam diferengas significativas entre as
espécies dentro do mesmo tratamento. Letras mailsculas distintas indicam diferencas significativas entre Ty,

Tzne Tniza €m relacdo ao Tc, para a mesma espécie (p < 0, 05).

Tratamentos  SOD CAT APX GR

Tc 5,2 Ab 48,6 Bb 1,2Bc 2,2 Ac
C.floribundus (Pi) Ti 4,3 Ab 85,4 Aa 2,6 Ac 1,2 Bc
Tzn 3,5Ab 56,4 Ba 1,8 Ac 1,2 Bc
Tizn 3,6 Ab 36,8 Ca 2,8 Ac 1,4 Bc
Tc 0,5Ac 24,7 Bc 6,2 Bb 8,1 Bb
|.sessilis (Pi) Tni 0,2 Ac 42,3 Ab 15,7 Aa 10,9 Ab
Tzn 0,7 Ac 23,5Bb 6,1 Bb 4,5 Bc
TNizn 0,7 Ac 25,8 Ba 4,4 Bb 6,4 Bb
Tc 1,6 Ab 18,8 Bc 7,3Bb 21,6 Ba
R. ferruginea (Pi) Ti 0,5 Ac 52,7 Ab 19,3 Aa 44,1 Aa
Tzn 1,1 Ac 55,7 Aa 7,6 Bb 31,9 Aa
TNi zn 0,8 Ac 19,2 Bbh 6,9 Bb 13,4 Ba
Tc 1,4 Ab 23,7 Bc 15,4 Aa 31,1 Ba
E. uniflora (NPi) Tni 0,7 Bc 76,6 Aa 7,7 Bb 43,5 Aa
Tzn 1,2 Ac 44,5 Ab 7,2 Bb 24,7 Bb
TNizn 1,3 Ac 47,3 Aa 15,6 Aa 24,2 Ba
Tc 11,3 Aa 69,9 Aa 5,7Bb 9,3Ab
E. leiocarpa (NPi) TNi 11,9 Aa 37,5Bb 8,1 Ab 7,3 Bb
Tzn 12,1 Aa 49,1 Bb 4,9 Bb 9,7 Ac
Ti zn 16,0 Aa 34,6 Bb 3,8 Bc 13,7 Ab
Tc 4,6 Ab 63,9 Aa 0,5Bc 15,2 Bb
O. odorifera (NPi) Tni 3,8 Ab 64,8 Aa 4,7 Ab 26,8 Aa
Tzn 5,5Ab 75,2 Aa 1,6 Ac 15,5 Bb

TNizn * * * *
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Na tabela 3, sdo apresentados os valores médios encontrados para os indicadores de danos
celulares oxidativos [contetidos de hidroperoxidienos conjugados (HPCD) e malonaldeido (MDA) e
percentagem de extravasamento de eletrdlitos (EE)] nas plantas das espécies pioneiras e ndo pioneiras
crescidas nos 4 tratamentos de solo.

Os indicadores de danos celulares mostraram variacdo entre as espécies e tratamentos com
acréscimo dos metais quando comparados com o tratamento controle. Comparados aos valores
obtidos nas plantas do Tc, os contetdos de HPDC foram significativamente maiores em plantas de
C. floribundus, R. ferruginea e E. uniflora crescidas nos 3 tratamentos com o0 acréscimo dos metais,
de I. sessilis crescidas nos tratamentos Tni e Tnizn, de E. leiocarpa expostas aos tratamentos Tz e
Tnizn € de O. odorifera expostas ao Tzn. Houve aumento significativo da percentagem de
extravasamento de eletrolitos, em relacdo a porcentagem obtida nas plantas do Tc, em C. floribundus
em todos os tratamentos com o acréscimo dos metais, em 1. sessilis no Tz, e em R. ferruginea (Pi)
nos tratamentos Tni € Tzn. Maior contetdo de MDA, comparado ao valor encontrado nas plantas
controle, foi observado nas plantas de C. floribundus, I. sessilis, E. uniflora e E. leiocarpa crescidas
nos 3 tratamentos com o acréscimo dos metais e nas de O. odorifera expostas ao excesso de Zn. Nao
houve efeito significativo do excesso de metais na concentracdo foliar de MDA em R. ferruginea.
Ainda, na tabela 3 é possivel verificar a diferencas entre as espécies estudadas. O contetldo de HPDC
foi em geral maior nas espécies E. uniflora, E. leiocarpa e O. odorifera e menor em C. floribundus.
A percentagem de extravasamento de eletr6litos ndo variou significativamente entre as espécies. O
contetdo de MDA foi maior nas espécies C. floribundus (Pi) e E. leiocarpa e mais baixo em O.

odorifera.
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Tabela 3. Valores médios da concentracdo de hidroperdxidienos conjugados (HPCD pmol/g™' dw) e

malonaldeido (MDA, mM™! dw) e de porcentagem de extravasamento de eletrélitos (EE %) e em amostras de

folhas de espécies pioneiras (Pi) e ndo pioneiras (NPi) crescidas nos tratamentos controle (Tc), niquel (Twi),

zinco (Tzn) e niquel + zinco (Twizn). Letras mindsculas distintas indicam diferengas significativas entre as

espécies dentro do mesmo tratamento. Letras mailsculas distintas indicam diferencas significativas entre Ty,

Tzne Tniza €m relacdo ao Tc, para a mesma espécie (p < 0,05).

Tratamentos HPDC MDA EE

Tc 8,8 Bb 45,4 Ba 15,9 Ba
C.floribundus (Pi) Tni 14,3 Ac 84,9 Aa 34,7 Aa
Tz 16,2 Ac 97,0 Aa 33,2 Aa
TNizn 16,0 Ac 94,6 Aa 41,3 Aa
Tc 14,5 Ba 27,0 Bb 16,0 Ba
|.sessilis (Pi) Tni 31,4 Ab 41,1 Ab 28,0 Ba
Tzn 29,3 Ab 37,1 Ab 32,3 Aa
Tizn 35,0 Ab 38,3 Ab 28,8 Bb
Tc 9,4 Bb 36,5 Ab 19,0 Ba
R. ferruginea (Pi) Tni 37,5 Ab 32,8 Ab 33,9 Aa
Tzn 39,8 Ab 36,5 Ab 35,0 Aa
TNizn 38,2 Ab 32,0 Ab 28,7 Bb
Tc 27,4 Ba 18,4 Bc 18,1 Aa
E. uniflora (NPi) Tni 54,0 Aa 26,7 Ab 22,6 Aa
Tzn 53,3 Aa 32,4 Ab 21,5 Aa
TNizn 53,0 Aa 34,5 Ab 24,2 Ab
Tc 32,6 Ba 14,2 Bc 19,9 Aa
E. leiocarpa (NPi) Tni 41,0 Bb 69,1 Aa 26,0 Aa
Tzn 44,5 Aa 109,4 Aa 29,5 Aa
TNizn 45,1 Aa 1124 Aa 28,6 Ab
Tc 27,1 Ba 15,3 Bc 19,6 Aa
O. odorifera (NPi) Tni 30,8 Bb 14,6 Bc 21,4 Aa
Tzn 32,3 Ab 34,1 Ab 21,8 Aa

TNizn * * *
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Na tabela 4, sdo apresentados os valores médios do contetido das espécies reativas de oxigénio
nas plantas das espécies pioneiras e ndo pioneiras crescidas nos 4 tratamentos de solo. Foram
encontradas diferengas significativas entre os tratamentos com o acréscimo dos metais e o tratamento
controle e entre espécies.

Maior conteudo foliar do radical hidroxila (-OH) foi verificado em C. floribundus, I. sessilis,
E. uniflora e E. leiocarpa expostas aos tratamentos Tni, Tzn € Tnizn € em O. odorifera crescidas em
Tni e Tzn. A concentracdo de -OH em plantas de R. ferruginea ndo variou entre tratamentos. Em
relagdo aos valores encontrados no Tc, as concentragdes foliares do radical superoxido (02) foram
significativamente mais altas em plantas de C. floribundus, R. ferruginea e E. leiocarpa crescidas em
todos os tratamentos com acréscimo dos metais e nas plantas de O. odorifera expostas ao excesso de
Zn. A concentracdo de O2 ndo variou entre tratamentos para I. sessilis e E. uniflora. As plantas de
I. sessilis, R. ferruginea, E. uniflora e E. leiocarpa apresentaram um maior contetdo de perdxido de
hidrogénio (H202) em todos tratamentos com o acréscimo dos metais no solo. As plantas de O.
odorifera expostas ao excesso de Ni e Zn igualmente apresentaram maior contetdo foliar de H>2O2 do
que as plantas controle. A concentracdo de H20, nas mudas de C. floribundus foi similar em todos 0s
tratamentos (Tabela 4).

O contetdo de radical hidroxila (-OH) foi significativamente mais alto nas plantas de C.
floribundus e mais baixo nas de R. ferruginea. O radical superéxido (02) foi também encontrado
em maior nivel em C. floribundus, comparado as demais espécies. O conteldo de peréxido de
hidrogénio (H20.) foi de modo geral maior nas espécies ndo pioneiras do que nas pioneiras (Tabela

4).
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Tabela 4. Valores médios da concentragdo do radical hidroxila (*OH, degradacdo oxidativa 2'-desoxyribose
% dw), radical superdxido (O2+7, nmol/g dw), peréxido de hidrogénio (H2O2, umol/g dw), em amostras de
folhas de espécies pioneiras (Pi) e ndo pioneiras (NPi) crescidas nos tratamentos controle (Tc), niquel (Twi),
zinco (Tz) e niquel + zinco (Twi zn). Letras mindsculas distintas indicam diferencas significativas entre as
espécies dentro do mesmo tratamento. Letras maiUsculas distintas indicam diferencas significativas entre Ty,

Tznou Tniza € T, para a mesma espécie (p < 0,05).

Tratamentos -‘OH 0z H>O»
Tc 19,7 Ba 6,8 Ba 0,7 Ab
C.floribundus (Pi) Ti 79,1 Aa 24,0 Aa 1,2 Aa
Tzn 85,3 Aa 25,9 Aa 1,0 Ab
TNizn 80,9 Aa 21,5 Aa 1,1 Ab
Tc 20,0 Ba 5,2 Ab 0,5Bb
.sessilis (Pi) Tni 30,2 Ac 4,9 Ab 0,9 Ab
Tzn 35,6 Ab 5,1 Ab 0,8 Ab
Tizn 43,4 Ab 6,3 Ab 0,9 Ab
Tc 20,0 Aa 3,5Bb 0,2 Bc
R. ferruginea (Pi) Tni 29,5 Ac 12,2 Ab 0,3 Ab
Tzn 28,0 Ac 10,4 Ab 0,3Ac
TNizn 31,2 Ac 8,9 Ab 0.3 Ab
Tc 17,2 Ba 4,5 Ab 1,5Ba
E. uniflora (NPi) Tni 40,4 Ab 5,7 Ab 3,4 Aa
Tzn 39,5 Ab 5,6 Ab 3,2 Aa
TNizn 41,9 Ab 4,9 Ab 4,3 Aa
Tc 17,8 Ba 5,7 Ba 15Ba
E. leiocarpa (NPi) Ti 55,6 Ab 9,5 Ab 2,7 Aa
Tzn 32,5 Ab 11,1 Ab 2,3 Aa
TNizn 41,3 Ab 9,6 Ab 3,1 Aa
Tc 16,4 Ba 5,9 Bb 1,0 Ba
O. odorifera (NPi) Tni 35,1 Ac 8,5Bb 1,8 Aa
Tzn 48,3 Ab 13,1 Aa 3,6 Aa
TNizn * * *

Na tabela 5, € mostrada a varia¢do no contetdo de clorofila a, b, razdo Clo a/b e contetido de
carotenoides em plantas de espécies pioneiras e ndo pioneiras crescidas nos 4 tratamentos. O conteldo
de Clo a foi significativamente menor em plantas de R. ferruginea e E. leiocarpa (NPi) tratadas com
excesso Ni no solo (Tni) do que nas plantas do Tc. A concentracdo de Clo b foi menor nas plantas de

R. ferruginea crescidas nos tratamentos Tni € Tzn e de O. odorifera crescidas no Tz, do que nas do
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Tc. Consequentemente, a razdo Clo a/b foi maior em plantas de C. floribundus e R. ferruginea (Pi)
expostas ao excesso de Ni e da combinacdo de Ni e Zn e menor nas mudas de E. leiocarpa expostas
ao Tni do que a razdo estimada nas plantas do Tc. O contetdo de carotenoides ndo apresentou variagao
entre tratamentos para as espécies estudadas.

Houve pouca variacdo entre as espécies estudadas com relagdo ao contetdo de pigmentos. I.
sessilis mostrou menor contetido de Clo a do que as demais espécies somente no tratamento Tnizn. E.
uniflora apresentou menor contetdo de Clo a e menor razdo Clo a/b nos tratamentos Tzn € Tnizn,
assim como menor contetido de Clo b e carotenoides no tratamento Tnizn. E. leiocarpa apresentou
um menor contetdo de Clo a nos tratamentos Tz, € Tnizn, Clo b no tratamento Tz, e menor contetdo

de carotenoides nos tratamentos Tc, Tni € Tnizn.
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Tabela 5. Valores médios de concentracdo de clorofilas a e b (Clo a, Clo b mg/g™! dw), razéo Clo a/b e
concentracdo de carotenoides (Carot., mg/g! dw) em amostras de folhas de espécies pioneiras (Pi) e ndo
pioneiras (NPi) crescidas nos tratamentos controle (Tc), niquel (Tni), zinco (Tz,) e niquel + zinco (T zn).
Letras minusculas distintas indicam diferencas significativas entre as espécies dentro do mesmo tratamento.
Letras maiUsculas distintas indicam diferencas significativas entre Tni, Tzn0U Tnizn € Tc, para a mesma espécie
(p <0,05).

Tratamentos Cloa Clob Clo a/b Carot.
Tc 2.0 Aa 1.1 Aa 2.0Ba 0.4 Aa
C.floribundus (Pi) Tni 2.1 Aa 0.9 Aa 2.4 Aa 0.3 Aa
Tzn 2.2 Aa 1.2 Aa 2.1Ba 0.5 Aa
TNizn 2.0 Aa 0.9 Aa 2.4 Aa 0.6 Aa
Tc 2.1 Aa 0.9 Aa 2.7 Aa 0.4 Aa
.sessilis (Pi) Tni 1.9 Aa 0.7 Aa 2.8 Aa 0.4 Aa
Tzn 2.1 Aa 0.8 Aa 2.8 Aa 0.4 Aa
TNizn 1.9 Ab 0.7 Aa 2.8 Aa 0.4 Aa
Tc 2.6 Aa 1.3 Aa 2.1Ba 0.5 Aa
R. ferruginea (Pi) Tni 1.9 Ba 0.6 Ba 3.3 Aa 0.4 Aa
Tzn 2.5 Aa 0.7 Ba 4.0 Aa 0.5 Aa
Tizn 2.3 Aa 0.9 Aa 2.5Ba 0.5 Aa
E.uniflora (NPi) Tc 1.8 Aa 1.0 Aa 2.0 Aa 0.3 Aa
Tni 1.6 Aa 0.6 Aa 2.3 Aa 0.4 Aa
Tzn 1.5Ab 0.8 Aa 2.0 Ab 0.3 Aa
TNizn 1.3 Ab 0.6 Ab 2.2 Ab 0.2 Ab
E. leiocarpa (NPi) Tc 2.0 Aa 0.7 Aa 3.1 Aa 0.2 Ab
Tni 1.3 Ba 0.7 Aa 2.2 Ba 0.2 Ab
Tzn 1.6 Ab 0.6 Ab 3.1 Aa 0.5 Aa
TNizn 1.5Ab 0.6 Aa 2.5 Aa 0.2 Ab
O. odorifera (NPi) Tc 2.0 Aa 1.0 Aa 2.1 Aa 0.3 Aa
Tni 1.8 Aa 0.8 Aa 2.3 Aa 0.2 Aa
Tzn 1.7 Aa 0.7 Ba 2.6 Aa 0.4 Aa
TNizn * * * *
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As espécies foram ordenadas em fungdo do nivel de tolerancia ao estresse oxidativo induzido
pelo acumulo foliar de Ni e/ou Zn, utilizando-se analises de componentes principais (ACP), aplicadas
aos conjuntos de dados provenientes de cada tratamento. Os resultados das ACP foram apresentados
na Figura l e tabelas6e 7.

A ACP (figura 1) realizada com dados obtidos para as plantas crescidas no tratamento controle
(Tc) resumiu 54% da variabilidade conjunta dos dados em seus dois primeiros eixos de ordenacédo
(eixo 1: 34%; eixo 2: 20%). Para as plantas crescidas em solo com excesso niquel (Tni), a ACP
resumiu 50% da variabilidade conjunta dos dados nos dois primeiros eixos (eixo 1: 27%; eixo 2:
23%). Para as plantas crescidas em solo com excesso de zinco (Tzn), a ACP resumiu 45% da
variabilidade conjunta dos dados nos dois primeiros eixos (eixo 1: 28%; eixo 2: 17%). Para as plantas
crescidas em solo com a combinacéo de niquel e zinco (Twizn), @ ACP resumiu 59% da variabilidade
conjunta dos dados em seus dois primeiros eixos de ordenacdo (eixo 1: 36%; eixo 2: 23%). As
variaveis que mais caracterizaram os eixos de cada ACP foram destacadas em negrito (r >0,50) na
tabela 6.

As unidades amostrais que representam as especies em cada tratamento foram separadas de
forma significativa (p <0,001) por um conjunto de variaveis indicadoras de tolerancia ao estresse
oxidativo e de danos celulares. As respostas ao estresse oxidativo das espéecies foram semelhantes
para o excesso de Ni, Zn e Ni+Zn, indicando caracteristicas intrinsecas de cada espécie, como pode
ser visto na ACP aplicada aos dados do tratamento controle. As variaveis que caracterizaram cada
espécie em ambos os tratamentos foram: C. floribundus (Pi): altos niveis de Ni e Zn, altas taxas de
crescimento em altura, diametro e biomassa da parte aérea, altas concentragdes de carotenoides, *OH
e 02" e MDA e alta perda de eletrolitos; l.sessilis (Pi): altos niveis de Ni e Zn altas taxas de
crescimento em altura, didmetro e biomassa da parte aérea, alta razdo clorofilas (a/b) e alta atividade

de APX, altas concentracGes de carotenoides, *OH e 02 e alta perda de eletrélitos; R. ferruginea
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(Pi): altas taxas de crescimento em altura e diametro, alta razéo clorofilas (a/b) e GSH/GSH+GSSG,
uma alta atividade de APX e GR e altas concentrac¢des de carotenoides; E. uniflora (NPi): alta razéo
de GSH/GSH+GSSG e alta atividade de APX e GR; E. leiocarpa (NPi): altas taxas de crescimento
relativo (raizes), alta atividade de enzimas SOD e CAT e alta concentracdo de H20,, O2° e MDA,
O.odorifera (NPi): alta atividade de SOD, GR e CAT e alta concentragdo de H20,, *OH e 02

Com base no conjunto de variaveis mais relevantes mostrados pelas ACPs, as espécies foram
classificadas de acordo com seu nivel de toleréncia ao estresse oxidativo induzido por Ni e/ou Zn, da
seguinte forma: R. ferruginea (Pi) = E. uniflora (NPi) > I. sessilis (Pi) > C. floribundus (Pi) > E.

leiocarpa (NPi) > O. odorifera (NPi) (tabela 7).
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Figura 1. Representacdo grafica da analise de componentes principais (ACP) para os tratamentos controle

(Tc), com acréscimo de niquel (Tni), com acréscimo de zinco (Tzn) € com a combinacdo de niquel e zinco

(Twizn), incluindo as variaveis analisadas em amostras de folhas de espécies pioneiras (Pi) e ndo pioneiras

(NPi). CNi: conteido absoluto de Ni; CZn: contetido absoluto de Zn; TCR alt.: taxa de crescimento relativo

em altura; TCR diam.: taxa relativa de crescimento em didmetro do caule; TCR p.a.: taxa de crescimento em

biomassa da parte aérea ; TCR r. taxa de crescimento em biomassa de raiz; AA/AA+DHA: potencial redox de

acido ascorbico;

GSH/GSH+GSSG: potencial redox de glutationa; SOD: superoxido dismutase; CAT:

catalase; APX: ascorbato peroxidase; GR: glutationa redutase; Clo a/b: razdo das clorofilas a e b; Carot:

carotenoides; HPDC: hidroperoxido dienos conjugados; EE: extravasamento de eletrdlitos; MDA:

malondialdeido; *OH: radical de hidroxila, O2¢": radical superéxido; H,O,: peroxido de hidrogénio
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Tabela 6. Coeficientes de correlagdo de cada variavel incluida nas ACPs representadas nas Figura 1 com os

eixos 1 e 2. CNi: conteldo absoluto de Ni; CZn: contetido absoluto de Zn; TCR alt.: taxa de crescimento

relativo em altura; TCR diam.: taxa relativa de crescimento em didmetro do caule; TCR p.a.: taxa de

crescimento em biomassa da parte aérea ;TCR r. taxa de crescimento em biomassa de raiz; AA/AA+DHA:

potencial redox de acido ascorbico; GSH/GSH+GSSG: potencial redox de glutationa; SOD: superéxido

dismutase; CAT: catalase; APX: ascorbato peroxidase; GR: glutationa redutase; Clo a/b: razéo das clorofilas

aeb; Carot: carotenoides; HPDC: hidroperoxido dienos conjugados; EE: extravasamento de eletrélitos; MDA:

malondialdeido; *OH: radical de hidroxila, O2¢~: radical superéxido; H,O,: peroxido de hidrogénio.

TC TNi TZn TNiZn

Variaveis Eixol Eixo2 | Eixol Eixol | Eixo2 Eixo?2 Eixo 2 Eixo 2
Valor de p <0,001 <0,001 | <0,001 <0,001 | <0,001 <0,001 | <0,001  <0,001
CNi 0.839  -0.124 | 0.898 0.309 0.898 0.309 -0.909 -0.082
CZn 0.921 0.020 0.525 0.735 0.525 0.735 -0.876 -0.251
TCR alt 0.675 0.352 0.224 0.592 0.224 0.592 -0.714 0.467
TCR diam 0.768 0.127 0.574 0.542 0.574 0.542 -0.761 0.093
TCRP.A 0.417 0.315 0.690 0.352 0.690 0.352 -0.780 -0.018
TCRR 0.605 -0.005 0.319 -0.162 0.319 -0.162 -0.008 -0.648
AA/AA+DHA 0.351 -0.440 | -0.115 0.401 -0.115 0.401 -0.177 0.522
GSH/GSH+GSSG -0.740 -0.35 | -0491 -0.189 | -0.491 -0.189 0.718 0.082
SOD -0.301  0.702 0.400 -0.794 | 0.400 -0.794 -0.019 -0.815
CAT -0.346  0.869 0.113  -0.065 | 0.113  -0.065 0.136 -0.622
APX -0.011  -0.669 | -0.474 0580 | -0.474  0.580 0.748 0.235

GR -0.649  -0.670 | -0.906  0.084 | -0.906  0.084 0.923 0.061

Clo a/b 0.408 0.559 -0.114 0.716 -0.114 0.716 -0.279 0.257
Carot 0480  -0.654 | -0.314 0685 | -0.314  0.685 -0.727 0.533
HPDC -0.867 0196 | -0.429 0457 | -0.429  0.457 -0.114 0.858

EE -0.392 0.001 0.285 0.330 0.285 0.330 -0.517 -0.216
MDA 0.890 -0.003 0.862 0.120 0.862 0.120 -0.384 -0.760
‘OH 0.260 0.140 0.783 -0.394 0.783 -0.394 -0.685 -0.380
oz 0.019 0.705 0.590 -0.094 0.590 -0.094 -0.657 -0.255
H.0, -0.575 0.358 0.013 -0.738 0.013 -0.738 0.389 -0.804
Variagéo explicada 34% 20% 271% 23% 28% 17% 36% 23%
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Tabela 7. Andlise critica do nivel de tolerdncia ao estresse oxidativo de cada espécie, de acordo com as

variaveis mais relevantes destacadas nas ACP realizadas com dados obtidos nos tratamentos Ni, Zn e Ni+Zn.

TCR: taxa de crescimento relativo (altura, didmetro, biomassa da parte aérea e raiz), [Ni]: Conteudo foliar

absoluto de Ni, [Zn]: Conteudo foliar absoluto de Zn, razdo de clorofila (a/b), razdo de glutationa

(GSH/GSH+GSSG), atividade enzimatica (superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato

peroxidasse (APX) e Glutationa redutase (GR), concentracdo de carotenoides, concentracdo de oxidantes

(radical hidroxila «OH, radical superoxido 02 e perdxido de hidrogénio H,O2) e indicadores de danos a

membranas (conteldo de malondialdeido MDA e extravasamento de eletrélitos EE.

Variaveis indicadoras de Variaveis indicadoras de Nivel de
Espécies tolerancia danos celulares tolerancial
C. floribundus (Pi) Alta [Ni], [Zn] Alta [oxidantes] (*OH, 02™) il
Alta TCR (altura, didametro, Danos a membranas (MDA,
biomassa da parte aérea) EE)
Alta [carotenoides]
I. sessilis (Pi) Alta [Ni], [Zn] Alta [oxidantes] falakalad
Alta TCR (altura, diametro e (*OH, 027)
biomassa da parte aérea) Danos a membranas (EE)
Alta [carotenoides]
Alta razéo clorofilas (a/b)
Alta atividade de APX
R. ferruginea (Pi) Alta TCR (altura, diametro), -- falalakoied
Alta [carotenoides]
Alta razdo clorofilas (a/b)
Alta GSH/GSH+GSSG
Alta atividade de enzimas (GR,
APX)
E. uniflora (NPi) Alta GSH/GSH+GSSG -- folalakalel
Alta atividade de enzimas (GR,
APX)
E. leiocarpa (NPi) Alta atividade de enzimas Alta [oxidantes] *x
(SOD, CAT) (H202,027)
Alta TCR (raizes) Alta peroxidacao lipidica
(MDA)
O. odorifera (NPi)? Alta atividade de enzimas Alta [oxidantes] *

(SOD, GR, CAT)

(H20,, *OH, 02™)

Lxxxx% Muito tolerante a * muito sensivel

2 N&o resistiu ao tratamento Zn+Ni
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V.5. DISCUSSAO

Neste estudo foi possivel verificar experimentalmente as respostas de espécies arboreas
nativas da Mata Atlantica quando submetidas a altas concentracdes de niquel e zinco no solo, que
podem ser considerados fitotoxicos, apesar de serem essenciais, conforme ja descreveram Mulrooney
e Hausinger (2003); Palmer et al. (2009). Varios estudos ja demonstram os efeitos deletérios e
similares nas plantas desses metais quando em altas concentragcdes (Gomes et al., 2013a, Gajewska
et al. 2007). Ambos podem promover danos ao aparelho fotossintético, levando assim a uma
diminuicao do crescimento, a uma alta producdo de espécies reativas de oxigénio, levando a danos e
destruicdo de membranas (Gajewska et al., 2006; Khaliq et al., 2015).

No entanto, manter funcdes metabdlicas em condicdes de estresse € crucial para as plantas
sobreviverem. Portanto, o equilibrio entre geracédo e eliminacdo de compostos oxidativos é necessario,
0 que € alcancado por antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (Wu et al., 2017). As analises
bioquimicas realizadas neste estudo nos mostraram que as espécies apresentam distintas estratégias
de defesa antioxidativa, tanto quando receberam adubacéo balanceada quanto quando foram expostas
a altos niveis de Ni e Zn biodisponiveis no solo. Tais estratégias basais de defesa independeram do
grupo funcional a que pertencem as espécies, contrariando a hipotese deste estudo e resultados obtidos
em condicdes naturais por Branddo et al. (2017) e Esposito et al. (2018). Esses autores relataram que
em espécies arboreas adultas o equilibrio oxidante / antioxidante mostrou ser mais comprometido nas
arvores ndo pioneiras do que nas pioneiras. As espécies ainda mostraram respostas semelhantes
quando pertencentes ao mesmo grupo funcional, quando expostas a perturba¢bes ambientais em
condicdes naturais.

Espécies como R. ferruginea (Pi) e E. uniflora (NPi) mostraram um alto grau de tolerancia,
demonstrado pelo potencial redox da glutationa e atividade da enzima GR. A glutationa é um
antioxidante solivel em agua e desempenha um papel central na eliminacdo de EROs através do ciclo

de ascorbato-glutationa e esta envolvida na desintoxicacdo de metais pesados e xenobidticos (Noctor
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et al., 2012). Uma alta propor¢do GSH / GSSG é suportada pela atividade da enzima GR e 0s
genotipos tolerantes ao estresse tém proporcdes mais altas do que os sensiveis ao estresse (Noctor et
al. 1998, El-Shabrawi et al. 2010). Outro fator importante associado a tolerancia a metais é o fato da
GSH ser substrato para as fitoquelatinas. As fitoquelatinas séo oligdmeros de GSH caracterizados
pela estrutura geral (y-Glu-Cys) a enzima responsavel pela sua sintese € a fitoquelatina sintase, isto
¢, y-glutamil-cisteina transpeptidase que é ativada na presenca de ions metélicos. As fitoquelatinas
guelam o Cd de forma mais eficaz, seguido de As. (Bashir et al. 2012). Segundo Inouhe (2005) as
espécies de plantas denominadas de "hiperacumuladoras” de Cd, Zn, Ni e As apresentam como
caracteristica comum, o transporte maci¢co para as partes aéreas, além da capacidade do sistema
radicular de formar as fitoquelatinas. A espécie R. Ferruginea ainda apresentou alta TCR (altura,
didmetro), como visto no capitulo anterior, um alto teor de carotenoides e razéo clorofila a/b e alta
atividade de APX; como consequéncia demonstrou um baixo nivel de danos oxidativos. A espécie
E. uniflora também apresentou uma alta atividade da enzima APX e baixa concentracdo de danos
celulares oxidativos.

Por outro lado, as espécies E. leiocarpa (NPi) e O. odorifera (NPi) mostraram maior
sensibilidade ao estresse oxidativo causado por Ni e Zn, apesar da alta capacidade de acimulo dos
metais nos caules e raizes, indicando reducdo da translocacdo desse elemento para a parte aérea, Como
visto no capitulo 1. Esta € uma caracteristica das espécies excludentes, que acabam por restringir o
estresse por metais por meio da diminuicdo da translocagdo das raizes para as folhas (Agrawal et al.,
2011; Leyval et al., 1997; Kramer, 2010). No entanto, a redugéo da translocacdo de Ni e Zn para as
folhas de E. leiocarpa e O. odorifera ndo foi suficiente para evitar os danos induzidos pelos mesmos,
visto que ambas mostraram reducdo significativa nas taxas de crescimento relativo (resultados
incluidos no capitulo 1). Além disso, os individuos de O. odorifera quando tratados com a
combinacdo dos metais morreram. Essas espécies apresentaram uma alta concentracao das espécies
reativas de oxigénio avaliadas nesse estudo e ainda alta atividade das enzimas superdxido dismutase
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(SOD), que dismuta O2* para H2O2, e ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) que sdo
responsaveis pela eliminagdo de H>O. (Foyer e Noctor, 2011). Esse contraste aponta para um
desequilibrio entre oxidantes /antioxidantes. Estudos mostram que altas concentracGes de Ni
aumentaram o contetdo de H2O2 no trigo (Triticum aestivum L.) (Gajewska e Sklodowska, 2007),
canola (Brassica napus L.) (Kazemi et al., 2010) e Alyssum bertolonii (Boominathan e Doran, 2002).

Jé as espécies C. floribundus (Pi) e 1. sessilis (Pi) foram categorizadas com nivel de toleréncia
intermediario em funcéo de sua alta concentragdo foliar de Ni e Zn, altas taxas de crescimento e altos
niveis de clorofila e carotenoides e alta atividade de APX, embora apresentem acimulo de espécies
reativas de oxigénio e danos celulares oxidativos. Gomes et al. (2013) encontraram resultados
semelhantes em plantas de Myracrodruon urundeuva expostas ao excesso de Zn. Os autores
observaram que a tolerancia ao Zn é modulada pelo aumento no contetdo de carotenoides de plantas
em resposta a altas concentragcdes de Zn e aumento da acumulacdo de H>O; e peroxidacao lipidica
(MDA) nas plantas. O contetido de carotenoides provavelmente protege os sistemas fotossintéticos
contra danos oxidativos induzidos pelos metais, embora outros locais como (mitocondrias e
perixossomos) permanecam alvos de espécies reativas de oxigénio (Boussiba, 2000). Os carotenoides
geralmente estdo envolvidos na desintoxicacdo de singletos de oxigénio (*O2). As EROs podem ser
convertidas enzimaticamente como a superoxido dismutase em oxigénio singleto, que pode reagir

posteriormente com carotenoides, protegendo as plantas contra danos oxidativos (Boussiba, 2000).
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V.6. CONCLUSOES

Os resultados, em seu conjunto, permitiram verificar as respostas bioguimicas frente ao
estresse causado pela adicdo de niquel e zinco. Tais caracteristicas apontaram para a existéncia de
niveis de tolerancia ao estresse oxidativo distintos para cada espécie, independente do grupo funcional
a que pertencem, contrariando a hipotese de que as plantas pioneiras apresentariam maior potencial
de tolerancia ao estresse imposto por ambos 0s metais do que espécies ndo pioneiras. As espécies
ainda mostraram respostas bioquimicas semelhantes a niquel e zinco. Os resultados ainda nos
permitiram verificar o nivel de tolerancia das espécies ao estresse oxidativo induzido por Ni e/ou Zn,
da seguinte forma: R. ferruginea (Pi) (alta TCR (altura e diametro), GSH/GSG+GSSG, GR e APX)=
E. uniflora (NPi) (GSH/GSG+GSSG, GR e APX) > I. sessilis (Pi) (alta [Ni], [Zn], TCR (altura e
didmetro) e APX) > C. floribundus (Pi) (alta [Ni], [Zn], TCR (altura e diametro) e carotenoides) >

E. leiocarpa (NPi) (alta TCR (raiz), SOD e CAT) > O. odorifera (NPi) (SOD, GR e CAT).
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VI.CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos e apresentados nos capitulos anteriores permitiram testar as
hipbteses gerais formuladas.

(1) Ni e Zn, ao serem incorporados no solo de um fragmento florestal urbano, por
deposicédo seca e imida ou pela decomposicéo da serapilheira, aumentam a fracdo biodisponivel
para a comunidade vegetal e resultam no aumento das taxas de translocacdo destes para a parte
aerea das arvores e alteracdes no crescimento;

Essa hipdtese foi confirmada, uma vez em o solo contaminado com os metais presentes no
material particulado na cidade de S&o Paulo, simulando ndo s6 uma alta deposicdo como uma alta
contaminacéo, onde o valor foi superado 3 vezes o valor estabelecido pela Cetesb para prevencdo de
riscos associados a contaminacdo de solos no Estado de Sao Paulo, pudemos perceber a
disponibilidade do mesmo para assimilacdo das plantas. Uma maior concentracdo de ambos 0s metais
foi encontrada nas fracGes mais biodisponiveis, na fracdo 01 (soluveis, trocaveis e ligados a
carbonatos) e a fracdo 2 (ligados a 6xidos/hidréxidos de ferro e manganés). Ja para o indice de
translocacdo para parte aérea essa hipotese pode ser confirmada em partes uma vez que s6 ocorreu
para as espécies arboreas tratadas com o metal Ni.

(2) As espécies arboreas ndo pioneiras acumulam mais Ni e Zn do que espécies pioneiras
quando crescidas em solo contaminado e sdo mais susceptiveis ao estresse oxidativo induzido
pelos mesmos, apresentando menores niveis de defesa antioxidante e mais danos celulares.

Com os resultados desse estudo essa hipotese foi testada e rejeitada. Ao se considerar o
contetdo absoluto (biomassa*concentracdo encontrada), as espécies pioneiras mostraram um
maior potencial de acimulo desses elementos do que as espécies nao pioneiras. Ainda vimos que
que as caracteristicas bioquimicas medidas apontaram para a existéncia de niveis de tolerancia ao
estresse oxidativo distintos para cada espécie, independente do grupo funcional a que pertencem.

As espécies ainda mostraram respostas bioquimicas semelhantes a niquel e zinco
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Finalmente, ainda foi possivel classificar as espécies quanto ao seu nivel de tolerancia frente
ao estresse. R. ferruginea (Pi) (alta TCR (altura e diametro), GSH/GSG+GSSG, GR e APX)= E.
uniflora (NPi) (GSH/GSG+GSSG, GR e APX) > I. sessilis (Pi) (alta [Ni], [Zn], TCR (altura e
didmetro) e APX) > C. floribundus (Pi) (alta [Ni], [Zn], TCR (altura e didmetro) e carotenoides) >
E. leiocarpa (NPi) (alta TCR (raiz), SOD e CAT) > O. odorifera (NPi) (SOD, GR e CAT).

Com base nessa ordenacao de espécies, C. floribundus e 1. sessilis poderiam ser testadas para
restauracao ou fitorremediacdo do solo em locais da Mata Atlantica com alta contaminacdo por Ni e
Zn. Apesar da E. leiocarpa, ter sido indicada no capitulo 2 para fitorremediacdo (devido a
translocacdo e acumulo para parte aérea (caules)) a mesma nao mostrou um alto nivél de tolerancia a

contaminacéo.
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ANEXO A

Resultados da primeira etapa experimental

As concentracOes de metais presentes em solo coletado dos vasos das plantas submetidas aos
quatro tratamentos, controle adubado (Tc), solo com acréscimo de niquel (Tni), solo com acréscimo
de zinco (Tzn) e solo com acréscimo dos metais Ni e Zn (Tniza) com e sem adi¢do de EDTA foram
determinadas em quatro fragdes, através da extracdo sequencial desses metais: trocavel e ligados a
carbonatos (F1) e ligados a éxidos/hidroxidos de ferro e manganés (F2), ligados a matéria organica
(F3) e residual (F4).

Foi possivel verificar que as maiores concentracdes de Ni e Zn (tabela 1) foram verificadas
nas fracOes 1 e 2 das amostras de solo das plantas da espécie S. granulosumlepersun (Pi) submetidas
aos tratamentos com os metais Zn e/ou Ni. A aplicagdo do EDTA no solo ndo influenciou a
disponibilidade dos metais, os mesmos mostraram a disponibilidade seja no solo sem a adi¢do quanto
no solo com a adicdo de EDTA.

O contetdo de Ni no solo para espécie S. granulosumlepersun (Pi) foi encontrado em maior
concentracdo nas formas sollveis, trocaveis e ligado a carbonatos (fracdo 1) nos tratamentos com
excesso deste no solo (Tni= 33.3 e Tnizn = 35.0 sem adicdo de EDTA) e (Tni= 50.4 e Tnizn = 40.4
com adicdo de EDTA) e ligado a 6xidos/hidroxidos e ferro e manganés (fracéo 2) (Tni= 26.3 € Tnizn
= 32.3 sem adicdo de EDTA) e (Tni= 16.9 e Tnizn = 15.4 com adicdo de EDTA).

O contetdo de Zn no solo foi encontrado em maior concentracdo nas formas sollveis,
trocaveis e ligado a carbonatos (fragdo 1) nos tratamentos com excesso deste no solo (Tzn=99.4 e
Tnizn = 109.0 sem adicdo de EDTA) e (Tzn= 66.2 e Tnizn = 91.8 com adicdo de EDTA) e ligado a
Oxidos/hidroxidos e ferro e manganés (fragdo 2) (Tzn = 47.4 e Tnizn = 49.5 sem adi¢do de EDTA) e

(Tzn=66.2 e Tnizn = 91.8 com adic¢do de EDTA).
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Tabela 1: Valores médios da concentracéo de niquel e zinco no solo para plantas da espécie pioneira
S. granulosumleprosun (Pi) nos tratamentos com acréscimo de metais e tratamento controle, nas
formas soluvel, trocavel e ligados a carbonatos (F1) e ligados a 6xidos/hidroxidos de ferro e manganés
(F2), ligados a materia organica (F3) e residual (F4), com a adi¢do de EDTA e sem adi¢do de EDTA.
Letras maiulsculas comparam tratamentos com e sem EDTA. Letras mindsculas comparam 0s
tratamentos para a mesma espécie (p < 0,001).

S. granulosumleprosun (Pi)

[Ni] Sem EDTA Com EDTA
F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4
Tc 0.53Ab 0.5 Ac 1.5 Ab 8.8 Bb 0.7Ac 0.5 Ac 0.1 Bc 11.2 Aa

Thi 333Ba 263Aa 35Ab 119Aa 50.6 Aa 169Ba 39Aa 10.3Aa
Tz | 056Bb 28Ab 03Ac 11.6Aa 6.40Ab 48Ab 24Ab 92Bb
Tniza | 35.0Aa 323Aa 6.6Aa 104 Aa 404 Aa 154Ba 43Ba 9.8Ab

[Zn] F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4
Tc 35Ab 23.0Ab 11.7Ab 10.3Bc 46Ac 3.7Bc 11.6Aa 16.2Aa
Thi 5.7 Ab 86Ac 140Ab 121Ab 6.2Ac 47Bc 16.2Aa 148Ab

Tzo | 994 Aa 474 Aa 25.6Aa 24.2Aa 66.2Bb 44.0Aa 17.6Bb 11.6Bb
Tnizn | 109.0 Aa 495Aa 166 Ab 154 Ab 918Ba 17.7Bb 18.0Aa 16.6 Aa

Na tabela 2 é possivel verificar que as maiores concentracdes de Ni e Zn foram verificadas
nas fracdes 1 e 2 das amostras de solo das plantas da espécie E. leiocarpa (NPi) submetidas aos
tratamentos com os metais Zn e/ou Ni. Assim como para espécie pioneira a aplicacdo do EDTA no
solo ndo influenciou a disponibilidade dos metais, 0s mesmos mostraram a disponibilidade seja no
solo sem a adicdo quanto no solo com a adicdo de EDTA.

O contetdo de Ni no solo para espécie E. leiocarpa (NPi) foi encontrado em maior
concentracdo nas formas sollveis, trocaveis e ligado a carbonatos (fracdo 1) nos tratamentos com
excesso deste no solo (Tni= 26.2 e Tnizn = 28.0 sem adi¢do de EDTA) e (Tni=27.9 € Tniza = 17.5
com adicdo de EDTA) e ligado a 6xidos/hidroxidos e ferro e manganés (fracéo 2) (Tni=14.3 e Tnizn
= 16.01 sem adicdo de EDTA) e (Tni= 27.9 e Tniza = 17.5 com adi¢do de EDTA).

O contetdo de Zn no solo foi encontrado em maior concentragdo nas formas sollveis,
trocaveis e ligado a carbonatos (fracdo 1) nos tratamentos com excesso deste no solo (Tzn=95.2 e

Tnizn = 100.3 sem adigdo de EDTA) e (Tzn = 82.8 e Tnizn = 89.1 com adicdo de EDTA) e ligado a
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Oxidos/hidroxidos e ferro e manganés (fragéo 2) (Tzn = 55.1 e Tnizn = 44.1 sem adi¢do de EDTA) e
(Tzn=40.4 € Tnizn = 49.4 com adicdo de EDTA).

Tabela 2: Valores médios da concentracdo de niquel e zinco no solo para plantas da espécie ndo
pioneira E.leiocarpa (Pi) nos tratamentos com acréscimo de metais e tratamento controle, nas formas
solavel, trocavel e ligados a carbonatos (F1) e ligados a 6xidos/hidroxidos de ferro e manganés (F2),
ligados a mateéria organica (F3) e residual (F4), com a adicdo de EDTA e sem adi¢cdo de EDTA. Letras
maiusculas comparam tratamentos com e sem EDTA. Letras mindsculas comparam os tratamentos
para a mesma espécie (p < 0,001).

E. leiocarpa

[Ni] Sem EDTA Com EDTA

F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4

Tc 6.4 Ab 0.7 Bc 22Ab 10.1 Aa 1.2 Bc 1.2 Ac 22Ac 127 Aa
Thi 26.2 Aa 143Bb 20.0Aa 12.1Aa 27.9Aa 279Aa 6.0Bb 118 Aa
Tzn 1.1 Ac 051Bc 25Ab 115Aa 1.0 Ac 1.0 Ac 2.1 Ac 9.8 Aa
Tniza | 28.0Aa 16.01Aa 24.0Aa 12.7 Aa 175Bb 175Ab 13.3Ba 10.7Aa

[Zn] F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4

Tc 8.1Ab 6.2Ab 138Aa 17.1Aa 7.4 Ab 36Bc 112Ba 17.6Ab
Thi 6.8 Ab 3.3Bb 3.8Ab 149 ADb 6.4Ab 11.1Ab 41Ab 8.4 Bb
Tzn 95.2Aa 55.1Aa 14.7Aa 20.5Aa 828Aa 404Ba 6.3Bb 19.3Aa
Tnizn | 1003 Aa 441 Aa 115Aa 20.1Aa 89.1Ba 494Aa 115Aa 82Bb

As maiores concentracdes de Ni e Zn em ambas as espécies foram verificadas nas fracbes 1 e
2 das amostras de solo das plantas submetidas aos tratamentos com os metais Zn e/ou Ni. A aplicagao
do EDTA no solo ndo influenciou a disponibilidade dos metais, 0s mesmos mostraram a
disponibilidade seja no solo sem a adi¢do quanto no solo com a adi¢do de EDTA.

A figura 1 mostra as somatérias de concentracdo de Ni nas fracdes biodisponiveis do solo
(F1+F2+F3) e o contetdo absoluto dos metais nos diferentes 6rgdos das plantas da espécie pioneira
(S. granulosumlepersun) e ndo pioneira (E. leiocarpa) crescidas nos 4 tratamentos de solo com e sem
adicdo de EDTA. Verificou-se que as variagdes no contetdo absoluto de Ni nas plantas entre os
tratamentos foi similar as variaces no nivel de Ni biodisponivel no solo tanto com e sem EDTA.

O conteudo absoluto total de Ni foi mais alto nas espécies pioneiras do que nas espécies ndo

pioneiras crescidas em todos os tratamentos tanto com e sem adi¢éo de EDTA.
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Ainda o contetdo absoluto de Ni foi significativamente mais alto nas plantas de S.
granulosumlepersun (Pi) e E. leiocarpa (NPi), crescidas em solo com excesso de Ni (Tni) e de Ni +
Zn (Tni zn) do que nos tratamentos controle e com excesso de Zn (Tc e Tz,) tanto com e sem adicao

de EDTA.
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Figura 1. Somatoria das concentragdes de niquel ligado as fracdes biodisponiveis no solo solvel, trocavel e
ligados a carbonatos (F1), ligados a 6xidos/hidroxidos de ferro e manganés (F2), ligados a matéria organica
(F3) e conteudo absoluto (concentragcdao*biomassa) de niquel em folhas e raizes de espécie pioneira e ndo
pioneira crescidas nos tratamentos sem adicéo e com adi¢do de EDTA controle (Tc), niquel (Tni), zinco (Tzn)
e niquel + zinco (Tnizn). Letras minasculas indicam diferengas significativas na somatdria da concentragéo do
metal nos diferentes 6rgaos das plantas, entre os tratamentos.

A figura 3 mostra as somatdrias de concentracdo de Zn nas fracdes biodisponiveis do solo
(F1+F2+F3 e o contetido absoluto dos metais nos diferentes 6rgdos das plantas da espécie pioneira
(S. granulosumlepersun) e ndo pioneira (E. leiocarpa) crescidas nos 4 tratamentos de solo com e sem

adicdo de EDTA.
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Assim como ocorreu com Ni, o contelido absoluto de Zn nas plantas das espécies variou de
forma similar aos niveis de Zn biodisponivel no solo dos 4 tratamentos com e sem adi¢do de EDTA.
Verificou-se, também, que o contetdo absoluto total de Zn foi pelo menos duas vezes maior na
espécie pioneira do que na espécie ndo pioneira crescidas em todos os tratamentos, com e sem adi¢do
de EDTA. O conteudo absoluto de Zn foi significativamente mais alto nas plantas das espécies
arboreas crescidas em solo com excesso de Zn (Tzn) e de Ni + Zn (Tni zn) do que nos tratamentos
controle e com excesso de Zn (Tc e Tzn) tanto com e sem adicdo de EDTA, exceto na espécie S.
granulosumlepersun (Pi), com adi¢cdo de EDTA no solo, onde no tratamento Tz, foi menor quando
comparado ao tratamento Tni zn.
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Figura 2. Somatoria das concentra¢des de zinco ligado as fragdes biodisponiveis no solo sollvel, trocavel e
ligados a carbonatos (F1), ligados a 0xidos/hidroxidos de ferro e manganés (F2), ligados a matéria organica
(F3) e conteudo absoluto (concentracdo*biomassa) de niquel em folhas e raizes de espécie pioneira e ndo
pioneira crescidas nos tratamentos sem adicéo e com adi¢do de EDTA controle (Tc), niquel (Tni), zinco (Tzn)
e niquel + zinco (Twizn). Letras mindsculas indicam diferencas significativas na somatdria da concentragéo do
metal nos diferentes 6rgéos das plantas, entre os tratamentos.
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Estes resultados nos levaram a optar pela ndo utilizacdo do quelante sintético (EDTA) na
segunda etapa deste trabalho, pois as concentracGes foliares de Ni e Zn foram mais altas nas mudas
das espécies ndo pioneira e pioneira expostas nos tratamentos com a adi¢do desses elementos em

comparacgéo aos controles, com e sem aplicacdo de EDTA.
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