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NASCIMENTO, Vitor Resende do. Mecanismo fisiolégico do acido 5-aminolevulinico
exogeno na tolerancia de plantas jovens de palheteira (Clitoria fairchildiana R.A. Howard)
expostas ao cddmio: respostas fotossintéticas, antioxidantes e nutricionais. 2025. 104f. Tese
(Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia- BIONORTE) - Universidade Federal do Para,
Belém, 2025.

RESUMO
O objetivo do trabalho foi avaliar os parametros biométricos, nutricionais, de pigmentos
fotossintéticos e sistema antioxidante de mudas de Clitoria fairchildiana R.A Howard
submetidas a aplicacdo exdgena do &cido 5- aminolevulinico e diferentes concentracfes de
cadmio (Cd). O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no periodo de maio a agosto
de 2023. Inicialmente foram produzidas mudas a partir de sementes de palheteira. Apos trés
meses, as mesmas foram transplantadas para vasos de 3kg contendo terra preta previamente
corrigida e adubada. Dez dias ap6s o transplantio, as plantas receberam aplicacdo exdgena de
5- ALA, semanalmente durante 5 semanas, totalizando 5 aplicagcbes. Apds trés dias de
aclimatacdo, as concentracdes de cadmio foram aplicadas em uma Unica vez (42° DAT), na
forma de cloreto de cadmio (CdClz..H.0): 0 (Controle), 15 e 30 mg L. O delineamento
experimental foi de blocos inteiramente casualizados (DBC), em esquema fatorial 3x3, assim
especificado: trés concentragdes de Cd (0, 15 e 30 mg L*de CdCl2.H20); e trés concentracoes
de 5- ALA (0, 50 e 100 mg L 5-ALA), com 9 repeticOes. As principais variaveis biométricas
e de pigmentos fotossintéticos apresentaram alteracdes a aplicacdo de 5- ALA e pouca variacdo
nos teores submetidas a presenca de cadmio. Para o sistema antioxidante, A atividade das
enzimas peroxidase do guaiacol (G-POD), peroxidase do ascorbato (APX), dismutase do
superdéxido (SOD), Catalase (CAT) e Malondialdeido (MDA) sofreram oscilagdes em seus
teores devido a aplicacdo de 5- ALA e Cd, variando conforme a concentracdo do metal e a parte
da planta. As principais variaveis de biomassa apresentaram alteracfes a aplicacdo de Cd
(diminuicdo de biomassa) e maior eficiéncia de 5-ALA na dose de 50 mg L. Observou-se

acumulo do metal nas raizes e IT (indice de Tolerancia ao cadmio) classificado como alto.

Palavras chave: Pigmentos fotossintéticos; Enzimas antioxidativas; Metal pesado; Nutri¢éo
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the biometric, nutritional, photosynthetic pigment
and antioxidant system parameters of Clitoria fairchildiana R.A Howard seedlings subjected
to exogenous application of 5-aminolevulinic acid and different concentrations of cadmium
(Cd). The experiment was conducted in a greenhouse from May to August 2023. Initially,
seedlings were produced from straw seeds. After three months, they were transplanted into 3
kg pots containing previously corrected and fertilized black soil. Ten days after transplanting,
the plants received exogenous application of 5-ALA, weekly for 5 weeks, totaling 5
applications. After three days of acclimatization, cadmium concentrations were applied in a
single time (42nd DAT), in the form of cadmium chloride (CdCl,.H20): 0 (Control), 15 and 30
mg L. The experimental design was completely randomized blocks (CRB), in a 3x3 factorial
scheme, specified as follows: three concentrations of Cd (0, 15 and 30 mg L™ of CdCl..H20);
and three concentrations of 5-ALA (0, 50 and 100 mg L™ 5-ALA), with 9 replicates. The main
biometric and photosynthetic pigment variables showed changes with the application of 5-ALA
and little variation in the levels subjected to the presence of cadmium. For the antioxidant
system, the activity of the enzymes guaiacol peroxidase (G-POD), ascorbate peroxidase (APX),
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and malondialdehyde (MDA) suffered
oscillations in their levels due to the application of 5-ALA and Cd, varying according to the
concentration of the metal and the part of the plant. The main biomass variables showed changes
with the application of Cd (decrease in biomass) and greater efficiency of 5-ALA at a dose of
50 mg L. Accumulation of the metal was observed in the roots and IT (Cadmium Tolerance

Index) was classified as high.

Keywords: Photosynthetic pigments; Antioxidative enzymes; Heavy metal; Nutrition
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1. INTRODUCAO

Na natureza, as plantas sdo constantemente ameagadas por estresses bidticos e abidticos,
entre eles o estresse causado por metais pesados. Metais como Fe, Mn, Cu, Zn e Cd acumulam-
se durante muito tempo nos solos através de atividades antropicas, como residuos industriais,
aplicacdes de fertilizantes, fundicdo de metais e eliminacdo de esgotos (Aydinalp e Marinova,
2009), fazendo com que os metais lixiviem para as dguas subterraneas ou se acumulem na

superficie do solo.

Dentre os metais pesados, o cddmio (Cd) € um dos principais contaminantes ambientais
e um dos mais toxicos (GALLEGO et al., 2012). O seu acimulo em determinados tecidos da
planta pode levar a rejeicdo comercial de certas cultivares, diminuicdo da produtividade, além
de se tornar perigoso a saude humana (DI BACCIO et al., 2014). Assim, o estudo do impacto
do Cd sobre as culturas agricolas e florestais tem elevada importancia nas mais diversas areas

de estudo que compreendem a agronomia, medicina e biologia.

O Cd pode influenciar os processos fisiologicos, entre eles a superproducdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) produzidas pelas plantas quando expostas a metais pesados como
0 Cd, que possui potencial de causar danos de membrana. Entretanto, espécies vegetais sdo
capazes de aumentar a atividade de enzimas antioxidantes como forma de reduzir os danos
causados pelas EROs, aumentando assim a tolerancia ao Cd em seus tecidos (SINGH et al.,
2006).

As plantas sdo bioacumuladoras naturais, ou seja, extraem e concentram em Si varios
metais pesados do solo e da agua que podem ou ndo ser necessarios para 0 seu crescimento
adequado (Ozturk e Turkan 1993; Aksoy e Ozturk 1996, 1997; Aksoy et al. 2000; Ali e Aboul-
Enein 2002). A taxa de acumulacéo e tolerancia das plantas aos metais pesados varia de espécie
para espécie, com alguns tornando-se toxicos a um ritmo mais rapido. As plantas que enfrentam
toxicidade por metais pesados apresentam sintomas visiveis, como o crescimento atrofiado,

clorose, escurecimento das raizes, declinio e morte (Ozturk et al. 2008, 2015b).

Assim, a fitorremediagdo é um tipo de biorremediacdo que utiliza plantas para reduzir
os efeitos tdxicos dos metais pesados no meio ambiente (Ashraf et al., 2019). Sendo uma
tecnologia alternativa emergente as abordagens convencionais de remediacdo, a
fitorremediacdo oferece a vantagem de ser econdmica e ecologicamente sustentavel (Emenike
etal., 2018; Li et al., 2020; Hasan et al., 2019).

Dentre as tecnologias de fitorremediacdo aplicaveis a solos contaminados com metais

pesados, duas das mais utilizadas sdo a fitoextracéo e a fitoestabilizacao (Yan et al., 2020). Na
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fitoextracdo, sdo utilizadas plantas de crescimento rapido e que toleram altas concentracdes de

metais em seus tecidos aéreos. Na fitoestabilizacdo sdo utilizadas plantas que possuem forte
capacidade de reduzir a mobilidade de metais na rizosfera ou raizes (Favas et al., 2014; Wei et
al., 2021).

Assim, segundo Lorenzi (2009), a palheteira (Clitoria fairchildiana R.A Howard),
também conhecida como sombreiro e entre outros, trata-se de uma espécie de rapido
crescimento, que pode ser utilizada na recuperacdo de areas degradadas e arborizacdo rural e
urbana, além de ser inserida em projetos de paisagismo e construcdo civil. E uma espécie
arborea nativa da regido amazonica e pertencente a familia Fabaceae. E encontrada em floresta
ciliar, floresta de véarzea, floresta ombrofila, cerrado (Clitoria, 2018), restinga (Ducke, 1949) e
em capoeira (Zanuncio et al., 2013). Foi disseminada para outras regides do Pais, com registro
de ocorréncia no Mato Grosso (Borges et al., 2014) e nos demais estados. Portanto € uma
espécie em potencial para ser utilizada, pois é fixadora de Nitrogénio (Moreira et al., 1992).

No intuito de auxiliar a planta em situacdo de estresse, reguladores do crescimento
vegetal (RCVs) como auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico (ABA), etileno e &cido
salicilico tém sido extensivamente estudados na regulacdo do crescimento das plantas, bem
como na mitigacdo do estresse abiotico. Os reguladores de crescimento vegetal desempenham
um papel vital na regulacdo da transducdo de sinal e da conversa cruzada com outros
metabdlitos nas plantas, o que resulta na melhoria dos processos vegetais e na tolerancia direta
ou indireta a diferentes estresses ambientais (Wani et al. 2016; Ahmad et al. 2018; Rhaman et
al. 2021).

Recentemente, foi comprovado que o acido 5-aminolevulinico (ALA) é um potencial
regulador do crescimento vegetal, desempenhando um papel importante em determinados
processos metabdlicos, promovendo o crescimento e a capacidade de tolerancia ao estresse,
além de aumentar o rendimento através de uma melhor fixa¢do da assimilacdo de CO2 e N»
(Maruyama-Nakashita et al. 2010; Naeem et al. 2010). Recentemente, foi relatado que o ALA

funciona como um eliminador de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas plantas.

Portanto, é importante conhecer espécies capazes de realizar técnicas de
fitorremediacdo, e que assim possam ser indicadas como espécies potenciais para programas de
recuperacdo de areas degradadas. Bem como conhecer possiveis atenuadores e mitigadores de
estresse causado por metais pesados nas plantas. Assim, o objetivo deste trabalho é avaliar os

parametros biométricos, nutricionais, 0s pigmentos fotossintéticos e a capacidade protetiva das
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enzimas do sistema antioxidante em plantas jovens de Clitoria fairchildiana R.A. Howard

submetidas a aplica¢do do acido 5-aminolevulinico e a diferentes dosagens de cadmio.

1.1. HIPOTESES

> As variaveis biométricas (altura, diametro e nimero de folhas) sofrem alteracbes em
funcdo das concentracdes crescentes do metal pesado cadmio (CdCl2.H20 0 mg L™,
CdCl2.H20 15 mg Lt e CdCl..H.0 30 mg L) em plantas jovens de Clitoria
fairchildiana R.A. Howard submetidas a aplica¢do do &cido 5-aminolevulinico (5-ALA
0mg L% 5-ALA50 mg L e 5-ALA 100 mg LY).

> Os pigmentos fotossintéticos (clorofila a, clorofila b, clorofilas totais e indice de
feofitina) e a atividade das enzimas antioxidantes (APX, GPOD, CAT e SOD) e a
peroxidacdo lipidica (MDA) passam por modificacbes em fungdo das dosagens
crescentes do metal pesado cadmio (CdCl..H20 0 mg L*, CdCl..H,0 15 mg Lt e
CdCl2.H20 30 mg L) em plantas jovens de Clitoria fairchildiana R.A. Howard
submetidas a aplicagdo exdgena do &cido 5-aminolevulinico (5-ALA 0 mg L%, 5-ALA
50 mg L e 5-ALA 100 mg L.

> Os elementos nutricionais (Cd, N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn) e o indice de tolerancia
ao cadmio (IT) sofrem alteracbes em funcdo das dosagens crescentes de cadmio
(CdCl2.H20 0 mg L%, CdCl2.H20 15 mg L e CdCl2.H.0 30 mg L) em plantas jovens
de Clitoria fairchildiana R.A. Howard submetidas a aplicacdo exdgena do acido 5-
aminolevulinico (5-ALA 0 mg L%, 5-ALA 50 mg L™ e 5-ALA 100 mg LY.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo geral

Avaliar os resultados biométricos, nutricionais, pigmentos fotossintéticos e a capacidade
protetiva de enzimas antioxidantes em plantas jovens de Clitoria fairchildiana R.A. Howard

submetidas a aplicacdo do acido 5-aminolevulinico e a diferentes dosagens de cadmio.

1.2.2. Objetivos especificos

e Analisar o comportamento das variaveis biométricas (altura, diametro e nimero de
folhas) em plantas jovens de Clitoria fairchildiana R.A. Howard submetidas a
aplicacéo do acido 5-aminolevulinico (5-ALAOmg L™, 5-ALA50 mg Lt e 5-ALA
100 mg L) e & diferentes dosagens de cloreto de Cd (CdCl..H20 0 mg L7,
CdCl2.H20 15 mg L™ e CdCl2.H,0 30 mg L),
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e Auvaliar o estado dos pigmentos fotossintéticos (Clorofila a, clorofila b, clorofilas

totais e indice de feofitina) e a atividade das enzimas antioxidantes dismutase do
superoxido (SOD), peroxidase do ascorbato (APX), peroxidase do guaiacol (G-
POD) e catalase (CAT), além do contetdo de Malondialdeido (MDA) em plantas
jovens de Clitoria fairchildiana R.A. Howard submetidas a aplicacdo do &cido 5-
aminolevulinico (5-ALA 0 mg L, 5-ALA 50 mg L e 5-ALA 100 mg LY e a
diferentes dosagens de cloreto de Cd (CdCl2.H20 0 mg L, CdCl..H,O 15 mg L e
CdCl2.H,0 30 mg LY.

e Auvaliar o estado nutricional de folhas e raizes (Cd, N, P, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn) e
o indice de tolerancia (IT) de plantas jovens de Clitoria fairchildiana R.A. Howard
submetidas a aplicacéo do acido 5-aminolevulinico (5-ALA 0 mg L, 5-ALA 50 mg
L e5-ALA 100 mg L) e a diferentes dosagens de cloreto de Cd (CdCl2.H20 0 mg
L, CdCl2.H,0 15 mg Lt e CdCl2.H20 30 mg L),
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. METAIS PESADOS NO AMBIENTE

A poluigdo atmosférica e agricola do solo com metais pesados é uma das mais atuais e
urgentes questdes ambientais. Os termos metal pesado, metais traco e elementos traco referem-
se ao grupo de metais e metaloides de niUmero atdmico e massa relativamente elevados (> 20 e
5g cm, respectivamente) (Alloway, 2011). Alguns metais pesados como zinco (Zn), cobre
(Cu), niquel (Ni), molibdénio (Mo), manganés (Mn), cromo (Cr) e ferro (Fe) s&o
oligoelementos essenciais, necessarios em muitas fungdes estruturais e bioquimicas das plantas,
incluindo o seu crescimento, reacdes de reducdo da oxidacdo, transporte de elétrons e muitos

outros processos metabdlicos (Kabata-Pendias, 2000).

Metais ndo essenciais como chumbo (Pb), cddmio (Cd), mercurio (Hg) e arsénio (As)
com funcéo bioldgica desconhecida sdo tdxicos para as plantas mesmo em baixas concentraces
(Shahid et al., 2017). A variabilidade espacial dos metais pesados na atmosfera (Xiong et al.,
2016a, 2016b) e no solo (Street, 2012) pode ser afetada por fontes antropogénicas e naturais.
No entanto, um aumento dramatico de metais pesados em alguns ecossistemas esta relacionado

com a atividade antrépica (Sarma et al., 2012).

Inimeras atividades humanas como industria, metalurgia, mineracdo, uso de
fertilizantes quimicos contendo metais pesados (Megateli et al., 2009) e atividades de trafego
(Dinis e Fiuza, 2011) levam ao acumulo de metais pesados em ambientes naturais. Os metais
pesados liberados no ar, no solo e no meio ambiente podem ser absorvidos pelas plantas através
das raizes e das folhas e causar disfun¢es no metabolismo das plantas, sequido de um possivel

risco grave a saude humana (Li et al., 2010; Shahid et al., 2017).

Segundo Lopes & Albuquerque (2018), na Gltima década, o Brasil expandiu em 190%
o mercado de agrotoxicos, o0 que colocou o Pais em primeiro lugar no ranking mundial de
consumo desde 2008. Isto mostra o impacto que a utilizagdo de agrotéxicos tem causado na
agricultura brasileira, refletindo na alimentacdo, qualidade do solo e entre outros aspectos. Entre
0s metais pesados, o cadmio é reconhecido como um dos mais nocivos para 0S organismos
vivos, pois além de sua alta mobilidade, possui meia vida longa quando comparado a outros
metais (DOBRIKOVA & APOSTOLOVA, 2019; HAIDER et al., 2021).
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Figura 1. Contaminag&o por metais pesados e os efeitos da sua toxidez em micrdbios, plantas e animais.
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Fonte: Adaptado de Oves et al. (2016).

2.2. CADMIO

O cédmio é um metal pesado pertencente ao grupo IIB da tabela periddica, se
caracterizando como metal de transicdo, possui um namero atbmico 48, peso atdbmico de
112,41u e densidade de 8,64 g/cm® (UNSAL et al., 2020; NATIONAL TOXICOLOGY
PROGRAM, 2011). E descrito como um metal branco prateado e macio, com caracteristicas
quimicas semelhantes ao mercurio (IARC, 1993.; SAINI; DHANIA., 2019).

O Cd, segungo Popp (1998), € um metal maleavel, utilizado em escala industrial na
composicdo de ligas metalicas, para a fabricacdo de pilhas e células fotoelétricas, corantes na
indUstria téxtil e especialmente na composicao de pesticidas agricolas, sua principal forma de
entrada e deposicdo na superficie terrestre. E encontrado na natureza em forma inerte e de fécil
oxidacdo, associado aos sulfitos dos minérios de zinco, cobre e chumbo, em baixos percentuais.
Como mineral, encontra-se na forma de grenoquita, em propor¢des muito pequenas da litosfera
(CETESB, 2012).

Niveis elevados de Cd sédo resultado de atividades de industrias, fundicdes de metais,
mineracgdo, composto de lodo de esgoto e, em alguns casos, fertilizantes fosfatados (Soares et
al., 2005). O cadmio pode atingir as plantas pelo ar e &gua ou poluicdo do solo (Westfall et al.,
2005).

Efeitos toxicos para 0 homem aparecem quando o teor nas plantas consumidas como
alimento excedem 3 mg kg (Malavolta, 1980). De acordo com a ATSDR (2013), o cadmio é
uma substancia cancerigena que afeta os sistemas cardiovascular, gastrointestinal, neurologico,

renal e as vias respiratérias. O Cd apresenta grande mobilidade, podendo apresentar maior risco
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ambiental, principalmente em solos com pouca matéria organica, baixos teores de 0xidos de

ferro e com baixa capacidade de troca cationica (Costa et al., 2007).

Faz-se necessario compreender a polui¢cdo por cadmio no ambiente, e de que forma

ocorre seu ciclo e transporte (Figura 2).

Figura 2. Fontes antrdpicas e naturais de cédmio
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Fonte: Adaptado de Shahid et al. (2017).
2.3. EFEITOS DA TOXIDEZ POR CADMIO NO SISTEMA ANTIOXIDANTE VEGETAL

O estresse por metais pesados causa diversas alteragdes quimicas, fisiologicas e

morfolégicas no crescimento, fotossintese, sintese de proteinas, metabolismo lipidico,
respiracéo e producado de energia das plantas (Elzaawely et al., 2007; Sharma e Dietz, 2009). O
resultado mais frequentemente evidenciado e mais precoce do estresse por metais pesados nas
células vegetais € a geracdo excessiva de Espécie Reativas de Oxigénio (EROs), incluindo
peréxido de hidrogénio (H20), oxigénio singleto (*20>), anion superdéxido (Oz+—), hidroxila
(HO»), alcoxil (RO¢) e radicais peroxil (ROz2¢) (Schutzendiibel e Polle, 2002). Segundo Sarma
(2011), as respostas adaptativas das plantas a ambientes contaminados com metais pesados séo
processos eficientes, incluindo muitas caracteristicas fisioldgicas, moleculares, genéticas e
ecologicas, que dao a certas espécies a capacidade de sobreviver ou de hiper acumular os metais
toxicos.

A toxicidade por Cd cria estresse oxidativo nas plantas e causa crescimento atrofiado
relacionado a altera¢Bes na permeabilidade da membrana e & subsequente geracdo de EROs em
nivel subcelular (Mahmood et al. 2009). Sendo de natureza oxidativa, o estresse por Cd leva a

formacdo de varias EROs, incluindo radical hidroxila (OH"), anion superoxido (O2) e
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peroxidos de hidrogénio (H20.), resultando em danos & membrana e a vazamento de eletrolitos

(Khan et al. 2007).

Essas EROs geralmente levam a oxidacdo inespecifica de proteinas e lipidios
membranosos com morte celular concomitante (Cho e Seo 2005; Khaliq et al. 2015a). Na
natureza, a planta desenvolve uma ampla gama de sistemas de defesa e os utiliza como desafio
contra o dano oxidativo.

A producdo de EROs induzida pela toxicidade do Cd é facilmente eliminada pela acéo
do sistema de defesa antioxidante, como superoxido dismutase (SOD), peroxidase (POD),
catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), e também alguns inibidores ndo enzimaticos,
como o0 ascorbato (AsA), a-tocoferol, glutationa (GSH) e carotenoides, que também sdo
responsaveis por extinguir o excesso de EROs em plantas sob ambientes estressantes (Wu et al.
2007).

Alguns estudos mostram o papel de diferentes antioxidantes no alivio dos efeitos
prejudiciais das condi¢des de estresse. Por exemplo, a producdo de SOD é considerada a etapa
primaria de defesa a nivel celular (Noctor e Foyer 1998). Além disso, também foram relatados
efeitos de eliminacdo de CAT e APX na extin¢do de H202 (Mobin e Khan 2007; Khaliq et al.
2015a, b).

Figura 3. Ligag8o entre estresse oxidativo e metal pesado em plantas.
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2.4. EFEITOS DA TOXIDEZ POR CADMIO NO SISTEMA NUTRICIONAL

A composicdo ideal de nutrientes minerais é essencial para 0 metabolismo das plantas.
O excesso de metais pesados geralmente afeta negativamente o contedo de nutrientes minerais
(KOVACIK et al., 2009). Na relacdo solo-planta, o0 Cd pode influenciar os processos
fisioldgicos e os mecanismos bioquimicos afetando principalmente a concentracao e as funcoes
dos nutrientes minerais. Khan et al. (2007) demonstrou que o Cd interage com a disponibilidade
de elementos nutricionais, e também alguns desses nutrientes tém papel protetor contra 0s

efeitos toxicos do estresse por Cd.

A existéncia de ions de Cd no solo pode influenciar a absorcdo da raiz e a distribuicéo
e transporte subsequentes de elementos nutricionais nas plantas (Rochayati et al., 2011). Foi
demonstrado que o cadmio interage com o uso, armazenamento e utilizacdo de varios elementos

(por exemplo, Ca, Mg, P e K) e a absorcao de gua pelas plantas (Tran e Popova, 2013).

O Cd pode inibir o ciclo de quelacdo do ferro e a injecao de ferro no xilema das raizes
(Popova et al., 2012). Em solos alcalinos, o Cd compete pelos transportadores de Ca e minimiza
o transporte de Ca no xilema das raizes das plantas (Choppala et al., 2014). Vérios nutrientes
das plantas tém impacto direto e indireto na toxicidade e disponibilidade de Cd para as plantas
(Rizwan et al., 2016). Estratégias diretas sdo compostas de reducéo da solubilidade de Cd no
solo, incentivando a adsorcdo e a precipitacdo (Matusik et al., 2008), tendo forte competicédo
entre nutrientes das plantas e ions Cd por transportadores de membrana semelhantes, e
acumulacdo de Cd em partes vegetativas para evitar seu sequestro em sementes e componentes
comestiveis (Zhao et al., 2005). Estratégias indiretas envolvem a diluicdo de ions Cd,
aumentando a produtividade e a biomassa das plantas e aliviando o estresse fisioldgico (Tran
etal., 2011).

Tendo reconhecido a importancia dos nutrientes minerais para 0s sistemas agricolas e
os efeitos adversos do Cd nas plantas, & necessario compreender a interacdo entre 0s nutrientes

para amenizar o estresse por Cd e, consequentemente, otimizar a producao.

2.5. CLITORIA FAIRCHILDIANA R.A. HOWARD

A espécie Clitoria fairchildiana R. A. Howard tem como sinonimia Clitoria racemosa
Benth., pertence a familia Fabaceae, e é popularmente conhecida como faveira, sombreiro ou
palheteira, caracterizando-se como uma espeécie arborea de médio a grande porte, com copa
frondosa e flores violaceas. Por apresentar crescimento rapido e flores atraentes, a espécie é
muito usada para arborizacdo urbana em parques, jardins e estradas (COSTA, 2011; SILVA;
MORO, 2008).
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Segundo Rando e Souza (2014), a espécie € endémica do Brasil, e esta distribuida nas

regides norte, nordeste, centro-oeste, e com dominios fitogeogréaficos na Amazénia, Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica. Possui uma madeira com resisténcia moderadamente pesada a média,
podendo ser empregada na construcdo civil como divisorias de casas e na confeccdo de
caixotaria e brinquedos, além da producéo de celulose, forro, lambris, tacos, méveis, piso e
laminados (GUAJARA et al., 2003; PORTELA et al., 2001).

Segundo Carneiro et al. (1998), a espécie proporciona Otima sombra e apresenta
caracteristicas ornamentais excelentes para arborizacdo, e por ser uma espécie rustica e de
rpido crescimento é extremamente Util nos reflorestamentos heterogéneos destinados a
reconstituicdo da vegetacao e recuperacao de areas alteradas, através do seu potencial como
cobertura de areas degradadas, atuando como adubo verde, sendo capaz de nodular e fixar
nitrogénio (FORTES, 2000).

E classificada no grupamento ecoldgico como uma espécie climax, mas pode ser
considerada também como uma espécie secundaria inicial (MIRANDA NETO et al., 2017). O
fruto é uma vagem estreita, verde quando imatura e marrom-clara quando madura, contendo de
4 a 16 sementes discoides, com tegumento variando do marrom-claro a preto (CRUZ, 2019). A
dispersdo das sementes € autocorica, ap6s a maturacdo as vagens desidratam e se abrem
lancando as sementes no ambiente. Deve-se usar, preferencialmente, sementes com tegumento

marrom, pois a taxa de germinacdo é superior as de tegumento preto (CRUZ, 2019).

As sementes da palheteira sdo exalbuminosas, orbiculares e achatadas, castanho
esverdeadas, glabra e levemente rugosas, medindo em média cerca de 13,4 mm de
comprimento, 14,2 mm de largura e 3 mm de espessura e com germinacao fanerocotiledonar
epigea, possuem um 6leo comestivel rico em vitamina A e provitamina D, de sabor e cheiro
agradaveis (PRANCE; SILVA, 1975; SILVA; MORO, 2008).

2.6. ACIDO 5-AMINOLEVULINICO (5-ALA)

Os reguladores de crescimento vegetal (RCVs) desempenham um papel vital na
regulacdo da transducdo de sinal e conversa cruzada com outros metabolitos nas plantas, o que
resulta no aprimoramento da planta em processos de desenvolvimento e tolerancia das plantas
direta ou indiretamente de diferentes estresses ambientais (Wani et al. 2016; Ahmad et al. 2018;
Rhaman et al. 2021).

Os principais papéis desempenhados por RCVs como auxinas, citocininas, giberelinas,
acido abscisico (ABA), etileno e acido salicilico tém sido extensivamente estudados na

regulacao do crescimento das plantas bem como mitigacéo do estresse abiotico. Recentemente,
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foi provado que o acido 5-aminolevulinico (5-ALA) € um potencial regulador de crescimento

na planta, sendo um composto linear de cinco carbonos que atua como um precursor de
moléculas heterociclicas de tetra pirrol, incluindo clorofila (Chl), vitamina B12 em plantas

superiores, e também em animais (Jahn et al. 2009; Tanaka e Tanaka 2011).

O ALA promove crescimento e habilidades de toleréncia ao estresse, além de acelerar
0 desenvolvimento das plantas e aumentar o rendimento através da melhoria do verde da
vegetacdo, dos pigmentos fotossintéticos, da fixacdo de CO; e assimilacdo de N2 (Maruyama-
Nakashita et al. 2010; Naeem et al. 2010). Recentemente, foi relatado que o ALA funciona
como eliminador de espécies reativas de oxigénio (EROs) em plantas, podendo aumentar a
tolerancia ao stress através da eliminacao de niveis de EROs e malondialdeido (MDA) (Rasheed
et al. 2020).

Sabe-se que a aplicacdo de ALA em diferentes concentracdes através de diferentes
modos, como aplicacdo foliar, embebicdo de sementes, irrigacdo do solo e enraizamento, tem
um papel importante no crescimento, rendimento e aprimoramento das plantas sob condicGes
de estresse (Naeem et al. 2010; Akram e Ashraf 2013). Portanto, sele¢do de doses adequadas e
modo de aplicacdo de ALA ainda é uma area a ser explorada.

2.6.1. Biossintese do acido 5-aminolevulinico em plantas

Descobriu-se que o acido 5-aminolevulinico (ALA) aumenta a tolerancia a varios
estresses e é uma molécula quimica promissora para aplicacdo na agricultura. O 5-ALA ¢é
amplamente encontrado em Vvarios organismos vivos, incluindo bactérias, algas, plantas e
animais, e € um precursor universal para a sintese de todos os tetra pirrdis (clorofila, heme,

siroheme, vitamina B12 e fitocromobilina (Sasaki et al. 2002.; Agrawal et al.; 2020).

Portanto, existem duas vias para a biossintese de ALA, a via C4 (ou via Shemin) e a via
C5 (ou via Beale) (lida & Kajiwara, 2008). A via C4 é encontrada em animais, fungos e algumas
algas e bactérias. Nesta via, 0 ALA é produzido pela condensacéo direta de succinil-CoA e Gly
catalisada pela ALA sintase. A via C5 é encontrada principalmente em plantas e consiste em
uma reacdo enzimatica de trés etapas (Wu et al., 2019).

Primeiramente, o L-glutamato é ligado ao tRNAGIu, que é catalisado pela glutamil-
tRNA sintetase (GIuTS) para formar L-glutamina-tRNA. Em segundo lugar, o grupo carboxila
do Glu-tRNA é reduzido a um grupo formil e o L-Glu-tRNA é convertido em 1-semialdeido do
acido L-glutdmico (GSA). GIUTR desempenha um papel fundamental durante a via de sintese

do ALA. Por altimo, o GSA sofre uma reacdo de isomerizacdo catalisada pela glutamato-1-
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semialdeido aminotransferase (GSAT) para formar ALA. Todas essas reacdes estdo localizadas

no estroma do cloroplasto (Senge et al., 2014).

Figura 4. Vias biossintéticas e vias a jusante do acido 5-aminolevulinico. A figura esta dividida em trés partes:
vias metabolicas centrais do carbono, vias biossintéticas e vias a jusante. A linha verde tracejada indica regulagao
positiva, a linha vermelha tracejada indica inibicdo por feedback. Os genes em verde ou vermelho representam as
enzimas que sao positivas ou negativas para o acimulo de acido 5-aminolevulinico, respectivamente. Os poligonos
representam reguladores transcricionais e vermelho ou azul representam regulacdo positiva/negativa. PBGD,
porfobilinogénio desaminase; UROS, uroporfirinogénio 111 sintase; UROD, uroporfirinogénio descarboxilase;
CPO, coproporfirinogénio oxidase; PPO, protoporfirinogénio oxidase; FECH, ferroquelatase; FHY3, Hipocétilo
3 alongado vermelho distante; FARL, vermelho distante Resposta Prejudicada 1; ClpX mitocondrial (mtClpX);
3PG, 3-fosfoglicerato.
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ABSTRACT

Anthropogenic activities such as industrial and mining activities have caused biotic and abiotic
stress in plants through contamination by heavy metals deposited in the environment. Some
of these are toxic to the plant in any concentration. Phytoremediation and its techniques then
emerged as a measure capable of reducing heavy metal contamination. In addition to
phytoremediation techniques, research shows the use of growth regulators to act as attenuators
and mitigators of stress caused by heavy metals in plants. Thus, the objective of this
bibliography was to gather information on contamination by heavy metals in Amazonian
forest species, and to outline possible pathways and mechanisms capable of reducing this
problem, enabling the use of specific species that can carry out phytoremediation of the soil,
making contaminated and unproductive areas into productive ones and capable of being used
in forest restoration programs and recovery of degraded areas. Understanding and studies on
phytoremediation and its techniques have been deepened. However, it is necessary to
increasingly understand the behavior of different species in the presence of heavy metals in
the soil.

Keywords: toxicity, stress, growth regulators.
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RESUMO

As atividades antropogénicas, como as industriais e de mineracao, causaram estresse bidtico
e abidtico nas plantas por meio da contaminacgéo por metais pesados depositados no ambiente.
Alguns deles sdo toxicos para as plantas em qualquer concentracdo. A fitorremediacdo e suas
técnicas surgiram entdo como uma medida capaz de reduzir a contaminacdo por metais
pesados. Além das técnicas de fitorremediacdo, pesquisas mostram o uso de reguladores de
crescimento para atuar como atenuadores e mitigadores do estresse causado por metais
pesados nas plantas. Assim, o0 objetivo desta bibliografia foi reunir informacdes sobre a
contaminacdo por metais pesados em espécies florestais amazonicas e tracar possiveis
caminhos e mecanismos capazes de reduzir esse problema, possibilitando a utilizagcdo de
especies especificas que possam realizar a fitorremediacdo do solo, tornando areas
contaminadas e improdutivas em produtivas e passiveis de serem utilizadas em programas de
restauracdo florestal e recuperacdo de areas degradadas. O entendimento e os estudos sobre a
fitorremediacdo e suas técnicas tém se aprofundado. No entanto, € necessario entender cada
vez mais o comportamento de diferentes espécies na presenca de metais pesados no solo.

Palavras-chave: toxicidade, estresse, reguladores de crescimento
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1 INTRODUCTION

In nature, plants are constantly threatened by biotic and abiotic stresses. Heavy metals such
as Fe, Mn, Cu, Ci, Zn and Cd accumulate for a long time in soils through anthropogenic
activities, such as industrial waste, fertilizer applications, metal smelting and sewage disposal
(Aydinalp and Marinova, 2009). These activities cause metals to leach into groundwater or
accumulate on the soil surface. Therefore, metals such as cadmium present in pesticides have
no beneficial role and become toxic if their concentration exceeds a certain limit.

Plants are natural bioaccumulators, that is, they extract and concentrate various heavy metals
from soil and water that may or may not be necessary for their adequate growth (Ozturk and
Turkan 1993; Aksoy and Ozturk 1996, 1997; Aksoy et al. 2000; Ali and Aboul-Enein 2002).

The rate of accumulation and tolerance of plants to heavy metals varies from species
to species, with some becoming toxic at a faster rate. Plants facing heavy metal toxicity have
visible symptons such as stunted growth, chlorosis, root browning, decline, and death (Ozturk
et al. 2008, 2015b).

Thus, phytoremediation is a type of bioremediation that uses plants to reduce the toxic
effects of heavy metals in the environment (Ashraf et al., 2019). As an emerging alternative
technology to conventional remediation approaches, phytoremediation offers the advantage
of being economically and ecologically sustainable (Emenike et al., 2018; Li et al., 2020;
Hasan et al.,, 2019). Among the phytoremediation technologies applicable to soils
contaminated with heavy metals, two of the most used are phytoextraction and
phytostabilization (Yan et al., 2020). In phytoextraction, fast-growing plants that tolerate high
concentrations of metals in their aerial tissues are used. In phytostabilization, plants are used
that have a strong ability to reduce the mobility of metals in the rhizosphere or roots (Favas et
al., 2014; Wei et al., 2021).

Plant growth regulators play a vital role in regulating signal transduction and cross-
talk with other metabolites in plants, which result in the enhancement of plant processes and
tolerance directly or indirectly of different environmental stresses (Wani et al. 2016; Ahmad et
al. al. 2018; Rhaman et al. 2021). Growth regulators such as auxins, cytokinin, gibberellins,
abscisic acid (ABA), ethylene and salicylic acid have been extensively studied in regulating
plant growth as well as mitigating abiotic stress.

Recently, it has been proven that 5-aminolevulinic acid (ALA) is a potential plant
growth regulator, playing an important role in certain metabolic processes, promoting growth

and stress tolerance abilities, in addition to increasing yield through improved fixation. of CO2

and N2 assimilation (Maruyama-Nakashita et al. 2010; Naeem et al. 2010). Recently, ALA
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was reported to function as a scavenger of reactive oxygen species (ROS) in plants.
Therefore, it is important to know species capable of carrying out phytoremediation

techniques, and which can thus be indicated as potential species for programs to recover

degraded areas. As well as knowing possible attenuators and mitigators of stress caused by

heavy metals in plants.

2 OBJECTIVE

The objective of this bibliographical survey is to gather information about contamination by
heavy metals in Amazonian forest species, and to outline possible pathways and mechanisms
capable of reducing this problem, enabling the use of suitable species that can perform soil
phytoremediation, making areas contaminated and unproductive into productive and capable
of being used in forest restoration programs and recovery of degraded areas.

Furthermore, we seek to explore the most important characteristics of phytohormones
and growth regulators, as well as existing heavy metals and Amazonian forest species, with
the aim of seeking potential solutions and effective strategies to combat existing
contamination, which appears to be an impediment to the success of forestry production in
Amazonian regions.

This review aims to fill gaps in current knowledge about attenuators capable of mitigating
plant stress due to heavy metal contamination, bringing together a series of information found
in several separate studies, thus offering a more comprehensive view of the causes, origins
and possible strategic approaches to prevention. Understanding the behavior of Amazonian
forest species and which regulators or attenuators respond most efficiently is fundamental and
crucial to improving and accelerating the diagnosis of contaminated areas, bringing effective

approaches and treatments.

3 MATERIAL AND METHODS

The study was carried out through a bibliographical survey, consulting books, repositories
and articles indexed in the main research bases, such as: Google Scholar, Web of Science,
Scielo, Scopus, Wiley Online Library and PubMed. To locate articles, the following terms
were used, both in Portuguese and English: attenuators; abiotic stresses; heavy metals;
aminolevulinic; cadmium; heavy metals in plants; phytoremediation; forest restoration and
reforestation.

This review is integrative and of a qualitative exploratory nature, addressing an important

topic that has been the focus of discussion in recent years. Original articles written in both
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Portuguese and English and indexed in the last decade were included, filtering the search for
articles published between 2012 and 2023, thus seeking updated references that serve as a
basis for future work and studies.

Through a bibliographical survey and in order to form a better understanding of the
consequences and consequences of contamination by heavy metals in forest species native to
the Amazon region, in addition to presenting possible mitigators that aim to mitigate the
problem, this article was subdivided into topics: Summary; Summary; Introduction; Goal;
Methodology; Results and Discussion (Heavy metals in the environment; Effects of heavy
metals on plants; Forest species and the presence of heavy metals; Plant growth
regulators; Biochar; 5- aminolevulinic acid; Relationship between heavy metals and stress

attenuators; Conclusion; References.

4 RESULTS AND DISCUSSION
4.1 HEAVY METALS IN THE ENVIRONMENT

Heavy metals are those elements that have a specific weight greater than 5g cm? (Leonard
et al. 2004). Metals that are at least 5 times denser than water are also defined as heavy metals
(ASTDR, 2000). Heavy metals can be essential metals (Mo, Mn Cu, Ni, Fe, Zn) or non-
essential metals (Cd, Ni, As, Hg, Pb).

Many heavy metals are essential for plants, as they act as cofactors, activate the enzymatic
reaction and have ductility, conductivity and provide cationic stability (Stohs & Bagchi,
1995). However, these metals present in concentrations greater than necessary show toxicity.
Deficiencies of essential heavy metals affect human health and agricultural yields. Non-
essential metals present toxicity even at low concentrations, as they do not metabolize into
other intermediate compounds and do not decompose in the environment.

Due to industrial, domestic, agricultural, medicinal, technological application or natural
events such as rock weathering, heavy metals are released into the ecosystem. According to
Carvalho et al. (2008), metals arising from environmental contamination are deposited in the
soil, mainly in the agricultural or arable layer, often present in the soil solution and available to

plants, becoming a source of risk and route of exposure to contamination for the population.



Figure 1. Source of metal contamination and toxic effects.
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4.2 EFFECTS OF HEAVY METALS ON PLANTS

It is well documented that the presence of heavy metals in soil, water or plants significantly
impairs crop growth and yield. The presence of metals causes stunted plant growth, wilting of
crowns and degradation of Chlorophyll content, which results in decreased photosynthetic rate
and therefore plant death (Prasad and Strzatka 1999; Zhang et al. 2010). Therefore, it is
important to know the characteristics and particularities of each metal, and in what form and
concentrations they can affect the functioning of the plant.

Some heavy metals (Fe, Cu and Zn) are essential for plants and animals (Wintz, 2002)
their availability in the environment varies, and metals such as Cu, Zn, Fe, Mn, Mo, Ni and
Co are essential micronutrients (Reeves & Baker, 2000) whose Excess absorption by the plant
results in toxic effects (Monni, 2000).

The heavy metals available for absorption by plants are those present as soluble
components in the soil solution or those solubilized by root exudates (Blaylock & Huang,
2000). Plants require certain heavy metals for their growth and maintenance, excessive amounts
of these metals can become toxic to plants and the ability of plants to accumulate essential
metals also allows them to acquire other non-essential metals (Djingova & Kuleff, 2000). As
metals cannot be decomposed, when concentrations in the plant exceed optimal levels, they
negatively affect the plant, both directly and indirectly, and some of the direct toxic effects
caused by high metal concentrations include inhibition of cytoplasmic enzymes and damage
to structural cells due to oxidative stress (Assche & Clijsters, 1990; Jadia & Fulekar, 1999).
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The negative influence of heavy metals on the growth and activities of soil
microorganisms also indirectly affects plant growth. The reduction in the number of beneficial
microorganisms in the soil due to the high concentration of metals can lead to decreased
decomposition of organic matter, leading to lower soil fertility. Enzymatic activities are very
useful for plant metabolism, which is hampered by the interference of heavy metals in the
activities of soil microorganisms. These toxic effects (direct and indirect) lead to a decrease
in plant growth, which ultimately results in plant death (Schaller & Diez, 1991).

Thus, the effect of heavy metal toxicity on plant growth and development differs depending
on the specific heavy metal for this process.

4.3 FOREST SPECIES AND THE PRESENCE OF HEAVY METALS

According to Nori et al. (2009), plant species differ widely in their ability to accumulate
heavy metals. Many authors have concluded that metal concentrations in plants growing in
the same soil vary between species and even between genotypes of the same species (Kabata-
Pendias, 2001; Hamon et al., 1997).

Some of the mechanisms that may be responsible for differences between plant species in
metal concentrations have been identified. These mechanisms include differences in: 1) root
architecture; 2) water use efficiency; 3) rhizosphere chemistry; 4) expression and affinity of
root surface transport proteins for metals; 5) metal loading in the xylem and translocation
within the plant (Hamon et al., 2003). Furthermore, the age and growth stage of the plant can
affect the concentration of metals in plants (Elekes, 2014).

4.4 PLANT GROWTH REGULATORS

Various strategies have been adopted to alleviate heavy metal toxicity in plants; however,
modulation of plant growth regulator by physiological or molecular processes has been a
major goal in plant research. Among the main regulators, plant hormones [auxins, gibberellins
(gibberellic acid, GA), cytokinin (CKs), abscisic acid (ABA), ethylene, jasmonic acid (JA),
nitric oxide and brassinosteroids play significant roles mainly in developmental processes of
plants and have been extensively researched.

The crucial roles that regulators play in the adaptation and survival of plants growing under
different metals/metalloids including Cd are known (Arasimowicz-Jelonek et al. 2011,
Masood et al. 2012; Piotrowska-Niczyporuk et al. 2012; Khan and Khan 2014). Furthermore,
the role of regulators such as auxins and gibberellic acid in phytoextraction have also been
reported (Bulak et al. 2014).
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There are growth regulators that are currently gaining ground in research experiments, such

as Biochar and 5-aminolevulinic acid:

4.5 BIOCHAR

Biochar is an organic substance with stable properties, a complex structure and substantial
carbon and is formed by pyrolysis and carbonization of biomass materials at 300—700°C under
oxygen-free or hypoxic conditions (Antal and Grgnli 2003). The inherent characteristics of
biochar, such as high carbon content, large specific surface area, rich pore structure, and stable
physicochemical properties, provide an important structural basis for improving soil texture
(Ahmed et al. 2016; Li et al. 2017; Lévesque et al. 2020; Mohan et al. 2014).

Numerous studies have demonstrated that biochar plays an important role in nutrient
cycling in soil ecosystems (Esfandbod et al. 2017; Knowles et al. 2011) and improving soil
fertility (Huang et al. 2013). Furthermore, biochar plays an active role in the process of
biological nitrogen fixation in soil (Ogawa and Okimori 2010; Quilliam et al. 2013) and can

regulate microbial activity (Lehmann et al. 2011).

4.6 5 AMINOLEVULINIC ACID (5-ALA)

5-aminolevulinic acid (ALA) is a plant growth regulator that is present in all plants and
has a variety of biological activities. ALA is a key precursor in the biosynthesis of porphyrins
such as chlorophyll, heme and cytochrome (An & Qi, 2016; Ali et al., 2015). Previous studies
indicated that ALA was involved in several important physiological processes, promoting
primary root elongation (An et al., 2019), including promoting seed germination (Wang et al.,
2015), promoting biomass accumulation plant (Nunkaew et al., 2014), improving
photosynthesis (Wang et al., 2004; Wang et al., 2018), contributing to the inhibition of ABA-
induced stomatal closure (An et al. 2016). Notably, ALA is crucial for plant response to abiotic
stress (Wu et al. 2019).

Previous studies demonstrated that pre-spraying ALA on leaves improved plant tolerance
to various abiotic stresses, such as cold stress (Balestrasse et al., 2010), waterlogging, heat
stress (Zhang et al., 2012), salinity (Naeem., 2012) and stress due to water deficit (Liu et al.,
2011).
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Figure 2. ALA biosynthesis pathway in plants.

Vs R
L-Glutamate
glutamyl-tRNA
synthetase
L-Glutamy|-tRNA (‘)
AN N > o
glutamyl-IRNA HaN ‘[‘/ - OH
reductase O‘
L-Glutamic S-Aminolevulinic acid
acid-1-semialdehyde L-glutamate (ALA)
1-semialdehyde
aminotransferase

Source: Authors

5 CONCLUSION

The toxicity of heavy metals caused by their accumulation in the soil can be removed
using hyperaccumulator plants through phytoremediation, a process effectively used to treat
soils polluted by heavy metals.

Plants employ different mechanisms in the remediation of soils polluted by heavy
metals and phyto extraction is the most common phytoremediation method used to treat soils
polluted by heavy metals, which guarantees complete removal of the pollutant.

The understanding and studies on phytoremediation and its techniques have deepened.
However, it is necessary to increasingly understand the behavior of different species in the
presence of heavy metals in the soil.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the biometric parameters, photosynthetic pigments
and the antioxidant system of Clitoria fairchildiana R.A Howard seedlings subjected to
exogenous application of 5-aminolevulinic acid and different concentrations of cadmium (Cd).
The experiment was conducted in a greenhouse from May to August 2023. Initially, seedlings
were produced from straw seeds. After three months, they were transplanted into 3 kg pots
containing previously corrected and fertilized black soil. Ten days after transplanting, the plants
received exogenous application of 5-ALA, weekly for 5 weeks, totaling 5 applications. After
three days of acclimatization, cadmium concentrations were applied in a single time (42nd
DAT), in the form of Cadmium Chloride (CdCI2.H20): 0 (Control), 15 and 30 mg/L-1. The
experimental design was completely randomized blocks (CRB), in a 3x3 factorial scheme,
specified as follows: three concentrations of Cd (0, 15 and 30 mg L-1 of CdCI2.H20); and three
concentrations of 5-ALA (0, 50 and 100 mg L-1 5-ALA), with 9 replicates. The main biometric
and photosynthetic pigment variables showed changes with the application of 5-ALA and little
variation in the levels subjected to the presence of cadmium. For the antioxidant system, the
activity of the enzymes guaiacol peroxidase (G-POD), ascorbate peroxidase (APX), superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and malondialdehyde (MDA) suffered oscillations in their
levels due to the application of 5-ALA and Cd, varying according to the concentration of the
metal and the part of the plant.

Keywords: Photosynthetic pigments, antioxidative enzymes, heavy metal
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar os pardmetros biométricos, pigmentos fotossintéticos e o
sistema antioxidante de mudas de Clitoria fairchildiana R.A Howard submetidas a aplicacdo
exogena do acido 5- aminolevulinico e diferentes concentragdes de cadmio (Cd). O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no periodo de maio a agosto de 2023.
Inicialmente foram produzidas mudas a partir de sementes de palheteira. Apds trés meses, as
mesmas foram transplantadas para vasos de 3kg contendo terra preta previamente corrigida e
adubada. Dez dias ap0s o transplantio, as plantas receberam aplicacdo exdgena de 5- ALA,
semanalmente durante 5 semanas, totalizando 5 aplica¢fes. Apds trés dias de aclimatagdo, as
concentracdes de caddmio foram aplicadas em uma Unica vez (42° DAT), na forma de Cloreto
de Cadmio (CdCl2.H.0): 0 (Controle), 15 e 30 mg/L*. O delineamento experimental foi de
blocos inteiramente casualizados (DBC), em esquema fatorial 3x3, assim especificado: trés
concentragdes de Cd (0, 15 e 30 mg L*de CdCl2.H20); e trés concentracdes de 5- ALA (0, 50 e
100 mg L 5-ALA), com 9 repeti¢des. As principais variaveis biométricas e de pigmentos
fotossintéticos apresentaram alteracdes a aplicacdo de 5- ALA e pouca variacdo nos teores
submetidas a presenca de caddmio. Para o sistema antioxidante, A atividade das enzimas
peroxidase do guaiacol (G-POD), peroxidase do ascorbato (APX), dismutase do superdxido
(SOD), Catalase (CAT) e Malondialdeido (MDA) sofreram oscilacGes em seus teores devido a
aplicacdo de 5- ALA e Cd, variando conforme a concentracdo do metal e a parte da planta.

Palavras-chave: pigmentos fotossintéticos, enzimas antioxidativas, metal pesado
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1. INTRODUCTION
In nature, plants are constantly threatened by biotic and abiotic stresses, including stress

caused by heavy metals. Metals such as Fe, Mn, Cu, and Cd accumulate over a long period of
time in soil through human activities, such as industrial waste, fertilizer applications and sewage
disposal (Aydinalp and Marinova, 2009), causing the metals to leach into groundwater or

accumulate on the soil surface.

Among heavy metals, cadmium (Cd) is one of the main environmental contaminants
and one of the most toxic (GALLEGO et al., 2012). Its accumulation in certain plant tissues
can lead to the commercial rejection of certain cultivars, decreased productivity, and become
dangerous to human health (DI BACCIO et al., 2014). Cd can influence the overproduction of
reactive oxygen species (ROS) produced by plants when exposed to heavy metals such as Cd,
which has the potential to cause membrane damage. However, plant species are capable of
increasing the activity of antioxidant enzymes as a way to reduce the damage caused by ROS,

thus increasing tolerance to Cd in their tissues (SINGH et al., 2006).

Plants are natural bio accumulators, meaning they extract and concentrate various heavy
metals from soil and water that may or may not be necessary for their proper growth (Ozturk
and Turkan 1993; Aksoy and Ozturk 1996, 1997; Aksoy et al. 2000; Ali and Aboul-Enein
2002). The rate at which plants accumulate and tolerate heavy metals varies from species to
species, with some becoming toxic at a faster rate. Plants facing heavy metal toxicity exhibit
visible symptoms such as stunted growth, chlorosis, browning of roots, decline, and death
(Ozturk et al. 2008, 2015b).

Thus, phytoremediation is a type of bioremediation that uses plants to reduce the toxic
effects of heavy metals in the environment (Ashraf et al., 2019). Being an emerging alternative
technology to conventional remediation approaches, it offers the advantage of being
economically and ecologically sustainable (Emenike et al., 2018; Li et al., 2020; Hasan et al.,
2019).

Thus, according to Lorenzi (2009), the palheteira (Clitoria fairchildiana R.A Howard),
also known as sombrero and among others, is a fast-growing species that can be used in the
recovery of degraded areas and rural and urban afforestation, in addition to being included in
landscaping and civil construction projects. It is a tree species native to the Amazon region and
belongs to the Fabaceae family. It is found in riparian forests, floodplain forests, ombrophilous

forests, cerrado (Clitoria, 2018), restinga (Ducke, 1949) and in capoeira (Zanuncio et al., 2013).
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Plant growth regulators (PGRs) such as auxins, cytokinin, gibberellins, abscisic acid
(ABA), ethylene and salicylic acid have been extensively studied in the regulation of plant
growth, as well as in the mitigation of abiotic stress.

It has been proven that 5-aminolevulinic acid (ALA) is a potential regulator of plant
growth, playing an important role in certain metabolic processes, promoting growth and stress
tolerance capacity, in addition to increasing yield through better fixation of CO. and N>
assimilation (Maruyama-Nakashita et al. 2010; Naeem et al. 2010). It is important to know
species capable of performing phytoremediation techniques, and thus can be indicated as
potential species for recovery programs of degraded areas. As well as to know possible
attenuators and mitigators of stress caused by heavy metals in plants. Thus, the objective of this
study is to evaluate the biometric results, photosynthetic pigments and the protective capacity
of the enzymes of the antioxidant system in young plants of Clitoria fairchildiana R.A. Howard

subjected to the application of 5-aminolevulinic acid and different doses of cadmium.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1.Plant Material
The seeds of Clitoria fairchildiana R.A. Howard were collected within the area of the

Federal Rural University of the Amazon (Belém-PA) between January and February 2023, and
after collection they were sown in plastic trays containing fine expanded vermiculite to aid in

the availability of water for the plant.

2.2.Growth conditions
The experiment was conducted in a greenhouse belonging to UFRA (Federal Rural

University of the Amazon) in Belém, Para state, Brazil (01°27° 317 S, 48° 26' 04.5”) from May
to August 2023. The climate classification, according to Koppen and Geiger, is Af with an
average temperature of 26.8 °C and relative humidity of 95%. Palheteira seedlings with
approximately 3 months old were transplanted from a tray with vermiculite to polyethylene pots
with a capacity of 3 kg, containing as substrate the soil collected in an area of native forest

(within the premises of UFRA - Belém) in the layer of 0 to 20 cm deep.

2.3.50il
The collected soil underwent an air-drying process, followed by crushing and sieving.

The soil acidity was corrected, and it underwent macro and micronutrient fertilization. After,
the seedlings were transplanted into pots (0 Days After Transplanting), where they were
watered daily within field capacity throughout the experiment.
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Figure 1. Experiment recently implemented in a greenhouse (0 DAT) with young straw bale plants (Clitoria
fairchildiana R.A. Howard).

Source: The author (2024)‘.;

2.4. Application of 5-aminolevulinic acid (5-ALA)
Ten days after transplanting (10th DAT), the plants received an application of 5-

aminolevulinic acid in the form of 5-aminolevulinic acid hydrochloride. The solution was
applied via foliar spray using sprayers, at concentrations of 0 (Control), 50 and 100 mg/L™?,
spraying all leaves of each plant. Applications were made weekly for 5 weeks, totaling 5

applications, always at around 5 pm.

2.5.Exposure of plants to cadmium dosages
After 5 weeks of application of 5-aminolevulinic acid, followed by three days of

acclimatization, cadmium doses were applied in a single time (42nd DAT), through 3 doses of
Cadmium Chloride (CdCl2.H20): 0 (Control), 15 and 30 mg/L™t. Approximately 300 mL (field
capacity) of CdCl..H.O were applied to each pot. After application of the doses, the seedlings

were watered every day within field capacity.

2.6.Collection and storage of material
After 4 weeks (28 days) of applying the CdCl2.H2O doses and 70 days of implantation, the

experiment was withdrawn due to the size of the plants, as many were already almost 80 cm
tall. The material was collected and separated into leaves, stems and roots, stored and taken to
the freezer for later laboratory analysis. Subsequently, part of the leaves and roots were freeze-
dried with a freeze-dryer (model LS 3000, Terroni) to be used in the analysis of antioxidant
system enzymes. Another part of the material was stored in a freezer to be used in the analysis
of photosynthetic pigments and Malondialdehyde (MDA) content.
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2.7. Height (cm), diameter (mm) and number of leaves
On the day before the experiment was removed (69 DAT), all plants had their heights
and diameters measured using a ruler graduated in centimeters and a digital caliper graduated
in millimeters (Digimass), respectively. The number of all leaves on each plant was also

counted (Figure 2).

To measure height (H), the ruler was used from the base of the stem to the last leaf
intersection. To measure diameter, the digital caliper was used approximately 5 cm above the

base and close to the stem.

Figure 2. Biometric measurements performed on Clitoria fairchildiana R.A Howard plants the day before
withdrawal from the experiment (69 DAT).

Source: The author (2024).

2.8. Chlorophylls a, b, total and pheophytins
The values of chlorophyll a, b, and total were obtained using a chlorophyll meter (Falker
brand ClorofiLOG model CFL 2060), thus obtaining the Falker chlorophyll index. The
measurements were taken the day before the experiment was removed, at around 5:00 p.m., by

measuring an intermediate and healthy leaf per plant (Figure 3).
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Figure 3. Use of the chlorophyll meter to measure chlorophyll a, b, and total.

Source: The author (2024).

To obtain the extract required for the pheophytin concentration assay, the methodology
recommended by Sims & Gamon (2002) was used, in which 100 mg of fresh leaves from each
sample were weighed and placed in a mortar containing 3 mL of 80% acetone, followed by
maceration and then filtration with paper towels. The supernatant was transferred to a 25 mL
volumetric flask and the volume was measured with 80% acetone. Previously, the blank was
placed to zero the apparatus (80% acetone). All extraction was performed on ice and in the
dark, and the samples were read in a spectrophotometer at 435 nm (absorption in red light) and
415 nm (absorption in blue light), according to the methodology proposed by Vernon (1960)
and Moss (1976), respectively.

To obtain the index that estimates the degradation of chlorophyll to pheopigments, the
division was made: 435nm/415nm (Ronen & Galun, 1984).

2.9.Antioxidant system
The analysis of antioxidant enzymes and lipid peroxidation were performed at the

Laboratory of Biodiversity Studies in Higher Plants (EBPS) of UFRA Campus Belém. The
variables analyzed were: superoxide dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), according to the method
recommended by Gianopolitis and Ries (1977); ascorbate peroxidase (APX, EC 1.11.1.11)
according to the methodology of Nakano and Asada (1981); guaiacol peroxidase (G-POD, EC
1.11.1.9) according to Kar and Mishra (1976); catalase (CAT, EC 1.11.1.6) according to that
recommended by Havir and McHale (1987); and malondialdehyde (MDA) content, according
to the methodology of Heath and Packer (1968). The samples were extracted and then the
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analytical process for each variable was carried out, with readings of 560 nm (SOD), 290 nm
(APX), 470 nm (GPOD), 240 nm (CAT) and 532 and 600 nm (MDA).

2.10. Experimental design and statistical analysis
The experimental design used was randomized blocks (DBC), with a 3x3 factorial

scheme: three concentrations of Cd (0, 15 and 30 mg L™?); and three concentrations of 5-ALA

(0, 50 and 100 mg L), with 4 replicates, totaling 36 experimental units (one plant/pot).

The data were subjected to analysis of variance using the F test, and when significant,
the Tukey test was applied to compare the treatment means at a 5% probability level. The
collected data were analyzed using the AgroEstat statistical program (Barbosa and Junior,
2014), and the graphs were generated using Microsoft Office Excel version 2016.

3. RESULTS
The variables showed significant interaction (p < 0.05) between the factors cadmium doses

(Cd) and 5-aminolevulinic acid doses (ALA), with the exception of the variable Chlorophyll a
(Clo a) which did not show statistically significant differences (p < 0.05).
Table 1. Analysis of variance for height (H), diameter (D), number of leaves (NL), chlorophyll a (Clo a),

chlorophyll b (Clo b), total chlorophyll (Clo total) and pheophytin in reedleaf seedlings (Clitoria fairchildiana
R.A. Howard) as a function of different concentrations of cadmium (Cd) and 5-Aminolevulinic acid (5-ALA).

. . Mean Square
Source of variation q

H D NL Cloa Clo b Total Pheophytins

Cadmium (Cd) 2 168™ 0,17 7,58™  12,81™  107** 170%* 0,013

S-aminolevulinicacid 5y gogx 395w 357m ggws 179%%  0,035%*

(ALA)
Cd x ALA 4 479%%  800*  12,58%% 628" 58 75% 0,014*
CV (%) - 16 17 14 5 16 8 6

CV = coefficient of variation; ns = not significant; * = significant (p<0,05); ** = significant (p<0,01) by F test.
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Table 2. Analysis of variance for CAT, APX, GPOD, SOD and MDA (leaf and root) in reed seedlings (Clitoria
fairchildiana R.A Howard) as a function of different concentrations of cadmium (Cd) and 5-Aminolevulinic acid

(5-ALA).
LD Mean Square
Source of
variation APX APX CAT CAT GPOD GPOD SOD SOD MDA MDA
Leaf Root Leaf Root Leaf Root Leaf Root Leaf Root
Doses of st s s 32,98% " o 505* . sk o
Cadmium (Cd) 2 0,06 0,35 2,85 * 0,28 6,42 . 113 0,002 0,0009
5-aminolevulinic sk - s O1,64% % «  489% s s ns
acid (ALA) 2 0,10 1,30 3,39 e 0,23 28,82 * 7 0,001 0,0004
* % % *
Cd x ALA 4 0,09%*  0,91**  2,07** 18’,99 0,43%* 43’36 59*2 10*3 0,002**  0,0014%**
CV (%) - 2 7 13 23 18 16 25 15 18 25

CV = coefficient of variation; ns = not significant; * = significant (p<0,05); ** = significant(p<0,01) by F test.

3.1.Biometrical variables
The results obtained indicated that the application of cadmium in C. fairchildiana

seedlings caused, in general, greater height (H) in plants with the dose of 15 mg L™ Cd,
representing 2% and 12% more than the control plants (0 Cd) and those with 30 mg L™ Cd,
respectively. Also noteworthy are the plants that were subjected to 50 mg L™ of 5-ALA and 30
mg L of Cd, presenting an average of 73 cm in height, representing an increase of
approximately 10% in relation to plants with a dosage of 50 mg L of 5-ALA but without Cd
doses (0 Cd).

The diameter showed progressive growth of 52% in plants without cadmium (0 Cd),
going from 7.37 mm (0 ALA) to 11.2 mm (100 ALA). At the dose of 15 mg L™ Cd, there was
a decrease of 14% in diameter in relation to the control (O ALA), and an increase of 52% in
plants with a dose of 30 mg L Cd in relation to the control (0 ALA).

The number of leaves showed higher values at the dose of 30 mg L™ Cd, with an average of 12
leaves, while at the doses of 0 and 15 mg L™ Cd, the average was the same between them, 10
leaves. Similar to what occurred in the diameter (Figure 4B), the number of leaves also showed
progressive growth in plants without cadmium (0 Cd), with an increase of 57%, going from 8
(0 ALA) to 13 leaves (100 ALA).
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Figure 4. Influence of 5-aminolevulinic acid (0, 50 and 100 mg L™?) on height (H) in centimeters (a), diameter (D)
in mm (b) and number of leaves (NL) (c) in palheteira seedlings (Clitoria fairchildiana R.A Howard) under
cadmium doses (0, 15 and 30 mg L1). Means followed by the same lowercase letter do not differ by Tukey's test
(p < 0.05) between cadmium doses at the same concentration of 5-ALA. Means followed by the same uppercase
letter do not differ by Tukey's test (p < 0.05) between 5-ALA concentrations at the same dose of Cadmium. Mean

+ Standard error.
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3.2.Photosynthetic pigments
In general, chlorophyll b (Figure 5A), total chlorophylls (Figure 5B) and pheophytins

(Figure 3C) showed differences in levels after applications of 5-aminolevulinic acid, with an

increasing tendency for pheophytins when subjected to cadmium concentrations.

Chlorophyll b (Figure 5A) decreased by 25% in plants without 5-ALA application and
as cadmium doses increased, but did not differ statistically despite the increase in cadmium. In
plants with 30 mg L™ of 5-ALA, the decrease was 43%. Despite the small difference (7% higher
compared to plants with 15 mg L Cd and 11% higher in plants with 30 mg L Cd), total
chlorophyll contents (Figure 5B) were higher in plants without cadmium doses (0 Cd), with an
average of 63 in the F index. Meanwhile, in plants with 30 mg L™ Cd, the decrease in relation
to the controls (0 Cd) was 11%. Therefore, Chlorophyll b and total chlorophylls showed higher
levels in plants without application of 5-ALA and without application of Cadmium, which
demonstrates that the application of 5-ALA and Cadmium did not result in high concentrations

of photosynthetic pigments compared to control plants.
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The pheophytin levels were similar, regardless of the application of Cd and 5-ALA,

with a slight advantage of 5% in plants without Cd doses (0 Cd).

Figure 5. Influence of 5-aminolevulinic acid (0, 50 and 100 mg L™%) on chlorophyll b (a), total (b) and pheophytin
(c) contents of palheteira seedlings (Clitoria fairchildiana R.A Howard) under cadmium doses (0, 15 and 30 mg
LY). Means followed by the same lowercase letter do not differ by Tukey's test (p < 0.05) between cadmium doses
at the same 5-ALA concentration. Means followed by the same uppercase letter do not differ by Tukey's test (p <
0.05) between 5-ALA concentrations at the same cadmium dose. Mean + Standard error.
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3.3.Antioxidant enzymes (APX, CAT, G-POD, SOD) and lipid peroxidation (MDA)
3.3.1. Ascorbate peroxidase (APX)

bB

The results obtained indicated that the application of cadmium concentrations in C.

fairchildiana plants promoted a significant increase (p < 0.05) in the APX content in the roots
of plants with 30 mg L Cd and 100 mg L™ 5-ALA, increasing by 33% at the dose of 30 mg L-

! compared to the control plants (Figure 6B). In the leaves, the results showed that the APX

contents (Figure 4A) at both doses of cadmium (15 and 30 mg L) were little changed, when

compared to the control plants (0 mg L Cd).

B
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The results obtained for the behavior of APX in the leaves of C. fairchildiana (Figure
6A) show that the exogenous application of 5-ALA promoted a significant difference (p < 0.01)
between the plants subjected to cadmium (15 and 30 mg L), as well as there was a difference
(p < 0.01) between the plants not subjected to the metal (0 mg L™). However, the content
decreased only 9% in the leaves without the presence of Cd and with 100 mg L™ 5-ALA, in
relation to the plants without application of 5-ALA (0 mg L™). In the roots (Figure 6B), when
5-ALA was applied, C. fairchildiana plants showed an increase (p < 0.05) of 8% and 33% at
doses of 15 and 30 mg L of Cd, respectively, in plants that received application of 100 mg L-
! of 5-ALA compared to plants without application of 5-ALA.

Figure 6. Influence of 5-aminolevulinic acid (0, 50 and 100 mg L) on the enzymatic activity of ascorbate
peroxidase (APX) in leaves (a) and roots (b) of palheteira seedlings (Clitoria fairchildiana R.A Howard) under
cadmium doses (0, 15 and 30 mg L1). Means followed by the same lowercase letter do not differ by Tukey's test
(p < 0.05) between cadmium doses at the same concentration of 5-ALA. Means followed by the same uppercase
letter do not differ by Tukey's test (p < 0.05) between 5-ALA concentrations at the same dose of Cadmium. Mean
* Standard error.
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3.3.2. Catalase (CAT)
The results showed that the application of cadmium concentrations in C. fairchildiana

promoted a significant increase (p < 0.05) of 55% for plants with 15 mg L™ Cd and a decrease
of 7% for the dose of 30 mg L™ Cd in the CAT contents in the leaves (Figure 7A) when
compared to the control (0 mg L™ Cd). In the roots (Figure 7B), the CAT contents increased
significantly (p < 0.05) by 293% for the dose of 15 mg L™ Cd and 401% in plants with 30 mg
L Cd when compared to the control (0 mg L™ Cd).

Regarding the exogenous application of 5-ALA, there was a significant increase (p <
0.05) of 41% and 37% in the CAT levels in the leaves (Figure 7A) of the control plants (0 mg
L Cd) and 30 mg L™* Cd, respectively, when compared to the plants without the application of
5-ALA. Inthe root (Figure 5B), a significant increase (p < 0.05) in the CAT levels was observed
in the plants subjected to dosages of 50 mg L™ 5-ALA, when the dosages of 15 and 30 mg L™

B)
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Cd were applied, representing an increase of 135% and 401%, respectively, when compared to
the plants without application of cadmium (0 mg L™ Cd).

The application of ALA without the presence of cadmium promoted an increase in CAT
activity, generating a significant difference between the ALA doses. However, when the plants
were exposed to cadmium stress (15 and 30 Cd), the action of ALA (50) showed greater enzyme
activity. The highest dose of ALA applied (100) did not promote differences with the increase
in stress, which shows that the dose of 50 mg L of 5-ALA was more efficient in the action of
the CAT enzyme.

Figure 7. Influence of 5-aminolevulinic acid (0, 50 and 100 mg L) on the enzymatic activity of catalase (CAT)
in leaves (a) and roots (b) of palheteira seedlings (Clitoria fairchildiana R.A Howard) under cadmium doses (0,
15 and 30 mg L™%). Means followed by the same lowercase letter do not differ by Tukey's test (p < 0.05) between
cadmium doses at the same concentration of 5-ALA. Means followed by the same uppercase letter do not differ
by Tukey's test (p < 0.05) between 5-ALA concentrations at the same dose of Cadmium. Mean + Standard error.
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3.3.3. Guaiacol peroxidase (G-POD)
In the leaves of C. fairchildiana (Figure 8A), the dose of 15 mg L™ Cd showed the

greatest significant increase (p < 0.05) in the G-POD content, with a 27% increase for plants
without 5-ALA (0 mg Lt 5-ALA) when compared to the control plants (0 mg L™ Cd). In plants
without Cd application (0 Cd), the increase in the doses of 5-ALA did not promote enzymatic
action of the G-POD enzyme, in addition to the dose of 100 mg L™ of 5-ALA being more
efficient in plants subjected to 15 mg L of Cd.

Meanwhile, in the roots (Figure 8B), the G-POD levels were generally much higher than
in the leaves, with an average of 1.30 umol of Hz02.min.g™ DM in the leaves and 14.52 pmol
of Hz02.min".g™t DM in the roots, representing an increase of 1017%. The plants presented high
levels of the G-POD enzyme in the roots, including the plants without application of cadmium
(0 mg L Cd) and without application of 5-ALA (0 mg L™* 5-ALA).

(B)
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Figure 8. Influence of 5-aminolevulinic acid (0, 50 and 100 mg L) on the enzymatic activity of guaiacol
peroxidase (G-POD) of leaves (a) and roots (b) of palheteira seedlings (Clitoria fairchildiana R.A Howard) under
cadmium doses (0, 15 and 30 mg L1). Means followed by the same lowercase letter do not differ by Tukey's test
(p < 0.05) between cadmium doses at the same concentration of 5-ALA. Means followed by the same uppercase
letter do not differ by Tukey's test (p < 0.05) between 5-ALA concentrations at the same dose of Cadmium. Mean
+ Standard error.
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3.3.4. Superoxide dismutase (SOD)
The application of cadmium in C. fairchildiana did not provide a significant increase in

SOD in the leaves (Figure 9A), since the control plants (0 mg L™ Cd) presented higher levels
than the leaves subjected to 5 and 30 mg L™ Cd, presenting an average of 39.55 AU mg™* DM
against 28.35 AU mg™* DM of the plants with 30 mg L™ Cd, which represents a 40% higher
SOD content in the leaves of the control plants (0 mg L™ Cd). No increase was observed in the
roots, and both cadmium doses were not significant in relation to the control.

Plants without 5-ALA application (0 ALA) presented higher SOD contents in the leaves
(Figure 7A), with values of 58 AU mg™ DM in plants without cadmium doses (0 Cd), while it
presented 35 AU mg™! DM in plants with 15 mg L Cd, which shows a decrease of 60% in the
SOD contents in the leaves. While in the roots (Figure 7B), the SOD contents were closer with
averages of 27 AU mg™* DM for the control plants (0 ALA), 26 AU mg™* DM for the 50 mg L
1 5-ALA dose, and 25 AU mg™* DM for the 100 mg L 5-ALA dose. Therefore, the 50 mg L™
5-ALA dose was more efficient than the 100 mg.

(B)
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Figure 9. Influence of 5-aminolevulinic acid (0, 50 and 100 mg L) on the enzymatic activity of superoxide
dismutase (SOD) in leaves (a) and roots (b) of palheteira seedlings (Clitoria fairchildiana R.A Howard) under
cadmium doses (0, 15 and 30 mg L1). Means followed by the same lowercase letter do not differ by Tukey's test
(p < 0.05) between cadmium doses at the same concentration of 5-ALA. Means followed by the same uppercase
letter do not differ by Tukey's test (p < 0.05) between 5-ALA concentrations at the same dose of Cadmium. Mean
+ Standard error.
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3.3.5. Malondialdehyde (MDA)
In general, MDA levels in the roots (Figure 10B) were lower in the presence of

cadmium. In plants treated with 5-ALA and with cadmium, there was a reduction in MDA
production when compared to controlling plants.

The doses of 5-ALA caused a progressive decrease in the MDA levels in the leaves
(Figure 18A) without the presence of cadmium, with a reduction of 25% and 50% in the plants
with 50 ALA and 100 ALA, respectively. At the dose of 15 mg L™ Cd, once again the plants
without application of 5-ALA presented higher MDA values in the leaves. At the dose of 30
mg L Cd, there was a progressive increase of 65%, evidence that at this dose (30 Cd) the doses
of 5-ALA caused an increase in the MDA levels.

In the roots (Figure 8B), the highest MDA content was in plants with the maximum dose
of ALA (100 ALA) and without the presence of cadmium (0 Cd), resulting in a 60% increase
in the levels, in relation to plants without application of 5-ALA (0 ALA).
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Figure 10. Influence of 5-aminolevulinic acid (0, 50 and 100 mg L) on the Malondialdehyde (MDA) content of
leaves (a) and roots (b) in palheteira seedlings (Clitoria fairchildiana R.A Howard) under cadmium doses (0, 15
and 30 mg L1). Means followed by the same lowercase letter do not differ by Tukey's test (p < 0.05) between
cadmium doses at the same 5-ALA concentration. Means followed by the same uppercase letter do not differ by
Tukey's test (p < 0.05) between 5-ALA concentrations at the same cadmium dose. Mean + Standard error.
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4. DISCUSSION
4.1. Biometrical variables
4.1.1. Height, diameter stem and number of leaves
The greater heights observed in plants (Figure 4A) without cadmium application and
with doses of 5-ALA (50 and 100 mg L™ 5-ALA) show that 5-ALA plays a vital role in
improving plant growth, as well as in carbon and nitrogen fixation processes (Maruyama-
Nakashita et al., 2010).

According to the results, the stem diameter and the number of leaves (Figures 4B and
4C) in plants with the presence of cadmium (15 and 30 mg L Cd) decreased in relation to the
control plants (0 Cd), which demonstrates the adverse effects of Cd on the roots, so that the
plants were not able to absorb nutrients and continue their activity completely normally.
According to Aidid and Okamoto (1993), Cd can suppress plant growth by interfering with
several metabolic processes, i.e., inhibition of the proton pump, reduction of root elongation
and damage to the photosynthetic machinery (Najeeb et al. 2011).

At the same time, plants treated with foliar application of 5-ALA (50 and 100 mg L 5-
ALA) showed growth when under Cd stress. The effect may be linked to the fact that 5-ALA
has a promoting role in the regulation of a series of metabolic processes, thus improving the

growth and yield of most plants under biotic stress (Akram et al., 2012).

(B)
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4.2. Photosynthetic pigments

The reduction in the levels of photosynthetic pigments (Figure 5), mainly in Clo b
(Figure 5A), although a minor reduction that does not constitute severe stress, demonstrates that
the following may have occurred, albeit to a lesser extent: Cd toxicity directly influencing
photosynthetic electron transport and net CO> assimilation, resulting in an indirect decrease in
chlorophyll content (by indirect inhibition of chlorophyll biosynthesis), or dampening the
photosynthetic apparatus at different levels of its organization; the fine structure of the
chloroplast and the lipid and protein composition of thylakoid membranes (Burzynski and
Ktobus, 2004; Sarvari et al., 2008). The effects induced by Cd in plants depend on the

concentration applied, the duration of action and the plant species.

According to Saini et al. (2019), chlorophyll content is one of the variables most
susceptible to cadmium contamination and is therefore one of the main markers for monitoring

the physiological condition in plants that undergo abiotic stress caused by this metal.

The fact that the levels of Chlorophyll b and total chlorophyll were higher in the control
plants (0 ALA and 0 Cd) demonstrates that the doses of cadmium did not lead the plant to a
severe degree of stress, showing no major differences in their levels. As for the levels of
pheophytins (Figure 5D), the exogenous application of 5-ALA did not show a significant effect,
evidencing that, according to Schelbert et al. (2009) and Szafranska et al. (2017), this occurs
when the exogenous application of a plant growth regulator has no effect on the chlorophyll
degradation activity with the participation of pheophytin a, this is because the release of Mg
leads to the formation of pheophytin a, one of the compounds present in the pheophytin levels.

5-ALA is a growth promoter and is the main precursor of all porphyrin compounds,
directly involved in the synthesis of chlorophyll, mainly chlorophyll a, in addition to protecting
the chloroplast from the damaging effect of ROS (AKRAM; ASHRAF, 2013; ALl et al., 2018;
YANG etal., 2021; SUN et al., 2022), thus explaining the higher levels of pheophytins in plants
with 50 ALA (Figure 5C).

4.3. Antioxidant system
4.3.1. (APX, CAT, G-POD, SOD) and lipid peroxidation (MDA)

The increase in antioxidant enzymes, such as APX (Figure 6), for example, is a response
given by the plant to deal with oxidative stress and may indicate a possible tolerance (Saleh et
al. 2020). Although Cd does not generate ROS directly, the increase in ROS production and the

consequent effects of oxidative stress have been widely reported in several plant species, and
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this effect has been widely used as an indicator of oxidative damage (Sanita di Toppi and
Gabrielli, 1999; Yilmaz and Parlak, 2011). In the present study, the MDA content (Figure 18)
in both roots and leaves under Cd stress did not change significantly, showing very similar
values. To eliminate ROS, both enzymatic and non-enzymatic antioxidant mechanisms are
employed in plants (Wu et al., 2007; Malcovska et al., 2014). The leaves and roots under 15
and 30 mg L! Cd presented SOD activities (Figure 7), even with similar levels indicating a
better O2¢- elimination capacity, with this stimulus being slightly more apparent in the leaves.

According to Chaoui et al. (1997), MDA formation is used as a general indicator of the
extent of lipid peroxidation resulting from oxidative stress, and Cd toxicity was found to
increase lipid peroxidation in plant cells, reflected by increased MDA concentration. Cadmium
accumulation in C. fairchildiana promoted MDA production (Figure 8), albeit mild, through
excessive generation of free radicals. This suggests that Cd indirectly leads to the production
of superoxide radicals, resulting in increased lipid peroxidation products and oxidative stress in

the C. fairchildiana plants in this study.

Lipid peroxidation causes disruption of the functional and structural integrity of
biological membranes, as well as leakage of K* ions, oxidation of amino acids, and eventually
cell death (Tewari et al. 2008).

Increased SOD activity (Figure 9) is associated with protection against oxidative
damage (Sharma et al., 2012). Generally, high SOD activity is associated with an accumulation
of H20- (Gill and Tuteja, 2010). However, less oxidative damage was observed in roots, while
SOD activity in leaves was higher, which may be partly because leaves have a more strongly
activated defense system to remove H:O2, and accumulated H.O. is also toxic and is
subsequently eliminated by CAT or G-POD (Malcovska et al., 2014).

According to Balestrasse et al. (2010) and Pattanayak & Tripatia (2011), high levels of
ALA can promote greater production of ROS, thus increasing the metabolism of oxidative stress
in plants, since 5-ALA undergoes enolization and subsequent aerobic oxidation catalyzed by
the metal at physiologically active pH to produce superoxide (O2*-), hydrogen peroxide (H20>),
and hydroxyl radical (¢ OH). This behavior was not observed in this study, evidencing that the
levels of ALA used may not have been sufficient to cause a considerable increase in ROS

production.
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5. CONCLUSION
The doses of 50 and 100 mg L of 5-ALA used in exogenous application in C.

fairchildiana plants showed a positive effect on biometric variables (H and D) and
photosynthetic pigments (Clo b and Pheophytins), and caused oscillations in the responses of
the variables SOD, APX, CAT, G-POD and MDA, varying according to the concentration of
the metal and the part of the plant.

In general, despite the statistical difference, severe stress was not evidenced, in which
no major differences were observed in the variables analyzed, resulting in a mild condition in

which the plant did not need to produce larger quantities of ROS.

However, 5-ALA proved to be a possible attenuator of straw plants under cadmium
doses. However, it is important to further analyze in order to elucidate the physiological and
antioxidant behavior of the species in relation to contact with cadmium, the application of 5-

ALA and the interaction between these factors.
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3.3. CAPITULO 1l
Titulo: Avaliacdo nutricional em plantas jovens de Clitoria fairchildiana R.A Howard
sob doses de cadmio e aplicacdo foliar de 5-ALA

Nutritional evaluation in young plants of Clitoria fairchildiana R.A Howard
under cadmium doses and foliar application of 5-ALA.

Artigo a ser submetido.
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar os parametros de massa seca e nutricionais de mudas de
Clitoria fairchildiana R.A Howard submetidas a aplicacdo exdgena do &cido 5-
aminolevulinico e diferentes concentracdes de cadmio (Cd). O experimento foi conduzido em
casa de vegetacdo no periodo de maio a agosto de 2023. Inicialmente foram produzidas mudas
a partir de sementes de palheteira. Apds trés meses, as mesmas foram transplantadas para vasos
de 3kg contendo terra preta previamente corrigida e adubada. Dez dias apds o transplantio, as
plantas receberam aplicacdo exdgena de 5- ALA, semanalmente durante 5 semanas, totalizando
5 aplicacBes. Apos trés dias de aclimatacdo, as concentragGes de cadmio foram aplicadas em
uma Unica vez (42° DAT), na forma de Cloreto de Cadmio (CdCl2.H20): 0 (Controle), 15 e 30
mg/Lt. O delineamento experimental foi de blocos inteiramente casualizados (DBC), em
esquema fatorial 3x3, assim especificado: trés concentragdes de Cd (0, 15 e 30 mg L*de
CdCl2.H20); e trés concentragdes de 5- ALA (0, 50 e 100 mg L 5-ALA), com 9 repeticdes.
As principais variaveis de biomassa apresentaram alteracdes a aplicacdo de Cd (diminui¢édo de
biomassa) e maior eficiéncia de 5-ALA na dose de 50 mg L. Observou-se acimulo do metal
nas raizes e IT classificado como alto.

Palavras chave: elementos trago, nutri¢cdo, biomassa, tolerancia
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the dry mass and nutritional parameters of Clitoria
fairchildiana R.A Howard seedlings subjected to exogenous application of 5-aminolevulinic
acid and different concentrations of cadmium (Cd). The experiment was conducted in a
greenhouse from May to August 2023. Initially, seedlings were produced from straw seeds.
After three months, they were transplanted into 3 kg pots containing previously corrected and
fertilized black soil. Ten days after transplanting, the plants received exogenous application of
5-ALA, weekly for 5 weeks, totaling 5 applications. After three days of acclimatization,
cadmium concentrations were applied in a single time (42nd DAT), in the form of Cadmium
Chloride (CdCl2.H20): 0 (Control), 15 and 30 mg/L 1. The experimental design was completely
randomized blocks (CRB), in a 3x3 factorial scheme, specified as follows: three concentrations
of Cd (0, 15 and 30 mg L™ of CdCl,.H20); and three concentrations of 5-ALA (0, 50 and 100
mg LT 5-ALA), with 9 replicates. The main biomass variables showed changes with the
application of Cd (decrease in biomass) and greater efficiency of 5-ALA at a dose of 50 mg L~
!, Accumulation of the metal was observed in the roots and T1 was classified as high.

Keywords: trace elements, nutrition, biomass, tolerance
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1 INTRODUCAO

A espécie Clitoria fairchildiana R.A. Howard, mais conhecida como palheteira ou
sombreiro, € uma espécie arbdrea pertencente a familia Fabaceae, sendo nativa da regido
amazonica (Lorenzi, 2002). Se destaca ndo somente na arborizagao urbana por ter crescimento
rpido, mas também pela rusticidade e capacidade de fixacdo de nitrogénio, caracteristicas

relevantes para programas de restauracdo de areas degradadas (Silva et al., 2017).

Na natureza, as plantas sdo constantemente ameacadas por estresses bidticos e abidticos,
incluindo estresse causado por metais pesados. Metais como Fe, Mn, Cu e Cd acumulam-se ao
longo de um consideravel periodo de tempo nos solos por meio de atividades humanas, como
residuos industriais, aplicacGes de fertilizantes e disposicdo de esgoto (Aydinalp e Marinova,
2009), fazendo com que os metais lixiviem para as dguas subterrdneas ou se acumulem na
superficie do solo. Ao serem acumulados no solo, esses metais (Al, Cu, Cr, Cd e outros) podem
ser absorvidos pelas raizes das plantas (Clemens et al. 2013). Especificamente no interior do
tecido vegetal, o Cd atua de forma disruptiva no metabolismo, competindo com nutrientes
essenciais, 0 que gera estresse oxidativo por meio do aumento das espécies reativas de oxigénio
(EROs) e o sistema vegetal entra em desequilibrio, comprometendo a homeostase da célula
(Schutzendubel & Polle, 2002).

As plantas sdo bioacumuladores naturais, 0 que significa que extraem e concentram
varios metais pesados do solo e da agua que podem ou ndo ser necessarios para seu crescimento
adequado (Ozturk e Turkan 1993; Aksoy e Ozturk 1996, 1997; Aksoy et al. 2000; Ali e Aboul-
Enein 2002). A taxa na qual as plantas acumulam e toleram metais pesados varia de espécie
para espécie, com algumas se tornando tdxicas em uma taxa mais rapida. As plantas que
enfrentam a toxicidade de metais pesados exibem sintomas visiveis, como crescimento

atrofiado, clorose, escurecimento das raizes, declinio e morte (Ozturk et al. 2008, 2015b).

Assim, a Fitorremediagdo é o uso de plantas para remocao, degradacgao ou contencao in
situ ou no local de contaminantes em solos, lodos, sedimentos, dguas superficiais e subterraneas
(Devi et al., 2016). A técnica de fitorremediacdo é um método limpo, eficiente, barato e
ambientalmente no disruptivo. E menos custoso, ndo invasivo e ¢ uma forma publicamente
aceitavel de corrigir a remocéo de contaminantes ambientais (Schwitzguebel et al., 2009). Esta
técnica é potencialmente aplicavel a uma variedade de contaminantes e abrange uma série de
métodos diferentes que podem levar a remogdo de contaminantes por meio de acumulagdo
(fitoextracdo) ou fitovolatilizacdo, fitodegradagdo ou imobilizacao (fitoestabilizacao) (Devi et
al., 2016).
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Figura 1. Mecanismos de estabilizacdo ou mobilizacdo de contaminantes na fitorremediacéo.
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Fonte: Pilon-Smits (2005).

Fitoestimulacao

Atualmente muitas estratégias com o objetivo de mitigar os efeitos fitotoxicos dos
metais pesados sdo discutidas. Dentre os compostos atenuadores que podem ser aplicados nos
vegetais, como auxina, giberelina, &cido abscisico (ABA) e outros, o acido 5-aminolevulinico
(5-ALA) vem ganhando destaque (Ali et al., 2018). O 5-ALA é um precursor da biossintese de
clorofilas e heme clorofilas, compostos importantes para o desenvolvimento respiratorio e
fotossintético das plantas (Hotta et al., 1997). Estudos mais recentes mostram que o 5-ALA nédo
apenas melhora a eficiéncia do aparato fotossintético, mas como também possui papel relevante
na regulacdo de respostas hormonais ao estresse, assim como atua na ativacdo de mecanismos
antioxidantes, contribuindo assim para a tolerancia de plantas em ambientes que estejam

contaminados por metais pesados (Fang et al., 2014).

Em espécies arbdreas como a Clitoria fairchildiana, a combinacdo de estratégias de
manejo nutricional com a aplicacdo de atenuadores como o 5-ALA, podem melhorar
significativamente a resiliéncia de plantas que estdo em ambientes contaminados. Assim, a
investigacdo dos efeitos integrados do caddmio e do 5-ALA, pode fornecer informacdes

importante para a sustentabilidade de ecossistemas e para 0 manejo florestal.

Assim, o presente estudo teve como objetivo determinar a concentracdo dos
macronutrientes nitrogénio (N), fosforo (P), potéssio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), e 0s
micronutrientes como cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e do Cd em plantas jovens de
Clitoria fairchildiana R.A. Howard submetidas a aplicacédo foliar de 5-ALA e crescentes doses
de Cd.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

As sementes de Clitoria fairchildiana R.A. Howard foram coletadas dentro da area da
Universidade Federal Rural da Amazonia (Belém-PA) entre janeiro e fevereiro de 2023, e ap6s
a coleta foram semeadas em bandejas de plastico contendo vermiculita expandida fina para

auxiliar na disponibilidade de 4gua para a planta.

2.2. Condig0es de cultivo

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo pertencente a UFRA (Universidade
Federal Rural da Amazdnia) em Belém, estado do Pard, Brasil (01°27° 31” S, 48° 26' 04.5”) no
periodo de Maio a Agosto de 2023. A classificacdo do clima, segundo Képpen e Geiger, é Af

com temperatura média de 26,8 °C e umidade relativa do ar de 95%.

Figura 2. Localizacéo da casa de vegetacdo onde ocorreu o experimento, no Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA),
na UFRA - Belém.

0510 20m

Fonte: O Autor (2024).
As mudas de palheteira com aproximadamente 3 meses de vida, foram transplantadas
de bandeja com vermiculita para vasos de polietileno com capacidade de 3kg, contendo como
substrato o solo coletado em area de mata nativa (dentro das dependéncias da UFRA — Belém)

na camada de 0 a 20 cm de profundidade.

2.3. Solo
O solo coletado passou pelo processo de secagem ao ar, seguido de destorroamento e
peneiracdo em malhas de 2 mm. Uma amostra composta do solo de aproximadamente 200 g foi

coletada e encaminhada para o laboratério de analises IBRA Megalab, em Sumaré — SP, para a
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sua caracterizacdo quimica (Tabela 1) e analise granulométrica (Tabela 2), conforme
preconizado por Brasil et al. (2020) e Claessen (1997), respectivamente.

Tabela 1. Analise quimica do solo da camada de 0-20 cm de profundidade.

CTC
Prof. pH MO P * Ca+tMg a** Al H+Al B * o Ax
(PH7)
- CaCl, g/Kg mg/dm? mmolc/dm? %
0-20 3,5 29 6 0,6 6 4 8 133 7 140 5 2

pH = potencial hidrogenidnico; MO = matéria organica; P = fosforo; K = potassio; Ca = célcio; Mg = magnésio;
Al = aluminio; H = hidrogénio; CTC = capacidade de troca catidnica; SB = soma de bases; *saturacao por bases,
**Saturacdo por aluminio.

Tabela 2. Analise granulométrica do solo da camada de 0-20 cm de profundidade.

Classificacao

Camada argila areia silte
textural
cm g kg? SBCS*
0-20 212 693 95 Franco-argiloarenosa

*Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos.

Com a obtencao dos resultados da analise quimica do solo (Tabela 1), a acidez do solo
foi entdo corrigida, utilizando o método de saturacdo por bases (V%) através do uso de 9,78 ¢
de calcéario dolomitico por vaso (Ca 22,80%; Mg 18,10%; PRNT 97,4%), a fim de se obter 50%

de saturacdo por bases.

Apds o periodo de 30 dias para a fixacdo do calcario no solo, o substrato passou por
adubacdo de macronutrientes (N, P e K) e micronutrientes (Cu e Mn) calculada a partir do
resultado apresentado na andlise quimica do substrato (Tabela 1) e de acordo com a

recomendacéo proposta no manual de adubacao (Bittencourt, 2020).

Assim, aplicou-se por vaso: 100,4 mg de N (Ureia), 175,77 mg de P (Superfosfato
Simples), 155,86 mg de K (KClI), 11,2 mg de Cu (Sulfato de Cobre) e 61,5 mg de Mn (Sulfato
de Manganés). A adubacéo na forma de sulfato de cobre e sulfato de manganés ocorreu, pois, a

analise quimica do solo (Tabela 1) indicou baixos niveis de Cu e Mn no solo.

ApOs estas etapas, houve o transplantio das mudas para os vasos (0 Dias Apo6s o
Transplantio, DAT), onde foram regadas diariamente dentro da capacidade de campo ao longo

de todo o experimento.
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2.4. Aplicagdo do acido 5-aminolevulinico (5-ALA)

10 dias ap0ds o transplantio (10° DAT), as plantas receberam aplicacdo de acido 5-
aminolevulinico (Figura 9) na forma de Cloridrato de acido 5- aminolevulinico, preparado com
agua deionizada e TWEEN 20 (Tensoativo Hidrofilico Polisorbato) para melhor fixacéo e
aderéncia do 5-ALA nas folhas. A solucdo foi aplicada via foliar (spray) com o auxilio de
borrifadores, obedecendo as concentraces de 0 (Controle), 50 e 100 mg/L™, borrifando em
todas as folhas de cada planta. As aplicagcdes ocorreram semanalmente, durante 5 semanas,
totalizando 5 aplicacdes (para absorcdo exogena/foliar de forma adequada), realizadas sempre

por volta das 17h.

2.5. Exposicao das plantas as dosagens de Cadmio

Apds as 5 semanas de aplicacdo do acido 5- aminolevulinico, seguidas de trés dias de
aclimatacdo, as dosagens de caddmio foram aplicadas em uma Unica vez (42° DAT), através de
3 doses de Cloreto de Cadmio (CdCl..H20): 0 (Controle), 15 e 30 mg L. Cerca de 300 mL
(capacidade de campo) de CdCl2.H20 foram aplicados em cada vaso. Apds a aplicagdo das

dosagens, as mudas foram regadas todos os dias dentro da capacidade de campo.

2.6. Coleta e armazenamento do material

Ap06s 4 semanas (28 dias) da aplicacdo das dosagens de CdCl2.H20 (70° DAT), o
experimento foi retirado devido ao tamanho das plantas, pois muitas ja apresentavam quase
80cm de altura. O material foi coletado e separado em folha, caule e raizes, armazenados em
sacos pléasticos identificados e levados ao freezer para posteriores analises de laboratério.

Posteriormente, parte das folhas e raizes foi liofilizada com liofilizador (modelo LS
3000, marca Terroni) para ser utilizada nas analises de enzimas do sistema antioxidante, e uma
outra parte do material foi armazenada em freezer para ser utilizado nas analises de pigmentos
fotossintéticos e de conteudo de Malondialdeido (MDA). O restante do material de folhas e
raizes foi levado a estufa de circulacdo forcada a 65° por 48h, e ap6s isso foi moido, obtendo

assim um po fino para ser utilizado nas analises nutricionais.

2.7. Variaveis nutricionais

A anélise da concentragdo de Nitrogénio (N) foi realizada no laboratério de Fisica do
Solo do campus de pesquisa do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG, Belém — PA), de
acordo com metodologia preconizada por Tedesco et al. (1995).

As anélises dos demais Macronutrientes (P, K, Ca, Mg), Micronutrientes (Fe, Mn, Cu)
e Cd foram realizadas no Laboratdrio de Anéalises Quimicas e no Laboratorio de Absorcao
Atdmica do campus de pesquisa do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG, Belém — PA), de
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acordo com metodologia preconizada pelo Manual de Anéalises Quimicas de Solos, Plantas e
Fertilizantes (EMBRAPA, 2009).

2.7.1. Digestédo das amostras e andlise para quantificacdo do teor de Nitrogénio (N)

Com a obtencdo do material seco e moido, foram pesados 200 mg de cada amostra e
colocados em tubos digestores. Adicionou-se aos tubos 1mL de H202 30%, 2 mL de H2SO4
concentrado e 700 mg da mistura de digestéo (Na2SO4, CuSO4.5H20 e Selénio). Os tubos foram
levados para o bloco digestor inicialmente & 160-180°C (até evaporar a agua), posteriormente a
temperatura foi aumentada para 350-375°C, sendo mantidos nesta temperatura apds o
clareamento (cor amarelo-esverdeada) por uma hora. Retirou-se os frascos do bloco digestor e
apos resfriamento o volume foi completado com H>O destilada até 50mL, sendo o contetido
dos tubos digestores transferido para tubos de Falcon de 50mL, obtendo assim o extrato em que

se retiraram as aliquotas para as determinacdes.

10 mL do extrato de digestdo foram pipetados para baldo de destilacdo de 100 mL,
adicionando-se 5mL de NaOH 10M, iniciando-se assim a destilagdo com destilador de arraste
de vapor (micro-Kjeldahl). Destilou-se até coletar aproximadamente 35-40mL, seguindo-se
titulagdo com H2SO4 0,025M. Cada mL de H2SO4 0,025M utilizado na titulagdo corresponde a
700ug de N.

Foram feitos os calculos a partir da formula: %N= (mLH"am — mL H*br) x 700 x 5 x 5/
10.000.

2.7.2. Digestdo das amostras e andlise para quantificacdo dos teores de Fosforo (P),
Potassio (K), Calcio (Ca), Magnésio (Mg), Ferro (Fe), Manganés (Mn), Cobre (Cu) e Cadmio
(Cd).

A digestdo das amostras foi realizada na forma de Digestdo imida em forno de micro-ondas,
em que se transferiu 500 mg de amostra (material seco e moido) para vaso de Teflon de 100
ml, adicionando 5 ml de HNO3 65%. Apds, os tubos foram fechados e introduzidos em forno
micro-ondas modelo ETHOS™ EASY da marca Milestone para a digestao acida das amostras.
Retirou-se os frascos do forno micro-ondas e apds resfriamento o volume foi completado com
H-0 destilada até 50mL, sendo o contetido dos tubos digestores transferido para tubos de Falcon

de 50mL, obtendo assim o extrato em que se retiraram as aliquotas para as determinagdes.
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2.7.2.1. Fésforo (P)

Para a quantificacdo do teor de P nas amostras, utilizou-se 0 método da Espectrofotometria
— amarelo de vanadato, em que se pipetou 5 ml do extrato de digestdo para tubos de ensaio
comuns, completando o volume para 20 ml com H>O (aliquota b). Pipetou-se 10 ml da aliquota
b em novos tubos, adicionando 4 ml da mistura de reagentes A (solucdo de molibdato 5% +
solucdo de vanadato 0,25%). Apds 5 minutos, efetuou-se a leitura das amostras no

espectrofotdmetro UV-Visivel (marca Thermo scientific, modelo Genesys 50) a 420 nm.
Calculo: Pgkgt=mgL'x0,2
2.7.2.2. Potassio (K)

Para a quantificacdo do teor de K nas amostras, utilizou-se o método da Espectrometria de
absorcdo atbmica (EAA) com chama de ar-acetileno, em que se pipetou 2 ml do extrato de
digestdo para tubos de ensaio, completando o volume para 20 ml com H>O (aliquota b).
Ajustou-se o fotbmetro de chama com a solucéo padréo de K e se efetuou a leitura da aliquota
b (amostra).

Calculo: Kgkgt=mgL*x0,5
2.7.2.3. Célcio (Ca) e Magnésio (Mg)

Para a quantificacdo do teor de Ca e Mg nas amostras, utilizou-se o método da
Espectrofotometria de absor¢éo atobmica (EAA) com chama ar-acetileno, em que se pipetou 1
ml do extrato de digestdo para tubos de ensaio comuns, completando o volume para 20 ml com
H-O (aliquota b). Pipetou-se 1 ml da aliquota b em novos tubos, adicionando 4 ml da solugédo
de La 1%. Apds isto, para a quantificacdo de Ca e Mg, ocorreu a leitura das amostras em
espectrometro de absorcdo atdmica de chama da marca Thermo scientific, modelo iCE 3500.

Célculo paraCae Mg: mg kgt=mgL*x5
2.7.2.4. Micronutrientes (Cu, Mn, Fe) e Cadmio (Cd)

Apbs o ajuste do espectrometro de absorcdo atbmica (EAA) com chama de ar-acetileno,
conforme manual do equipamento, efetuou-se a leitura da solucdo padréo (de acordo com o

elemento a ser analisado) e do extrato de digestdo das amostras no EAA de chama (Ice 3500).

Célculo (para Cu, Mn, Fe e Cd): mg kgt =mg L x50
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2.7.2.4.1. indice de Tolerancia ao cadmio

O indice de tolerancia (IT) foi determinado para avaliar a capacidade da planta de se
desenvolver na presenca de Cd. O IT das plantas ao cddmio, de acordo com Zayed et al. (1998),
foi calculado pela razdo entre a biomassa total das plantas expostas &s concentracdes de Cd, e
a biomassa total das plantas controle (sem cadmio), de acordo com a equag&o:

__ MSwvasocom cd

IT

x 100

o MS vaso sem Cd

em que MS é massa seca, e 0s valores de IT podem variar de 0 (sensibilidade méaxima) a 1

(tolerancia maxima).

2.8. Delineamento experimental e anélise estatistica
Foi utilizado o delineamento experimental em blocos casualizados (DBC), em esquema
fatorial 3x3: trés concentragdes de Cd (0, 15 e 30 mg L™?); e trés concentragdes de 5-ALA (0,

50 e 100 mg L'1), com 4 repeticdes, totalizando 36 unidades experimentais (uma planta/vaso).

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e quando significativos,
aplicou-se o teste de Tukey para comparacdo das médias dos tratamentos a nivel de 5% de
probabilidade. Os dados coletados foram analisados no programa estatistico AgroEstat
(Barbosa e Junior, 2014), e os graficos foram gerados no software Microsoft Office Excel
versdo Mondo 2016.

Para criar as matrizes de correlacéo, os dados foram submetidos a analise de variancia pelo

teste F (p <0,05). Foi utilizado o software AgroEstat (Barbosa e Junior, 2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas raizes (Tabela 3) e folhas (Tabela 4), as varidveis apresentaram interacdo
significativa (p< 0,05) entre os fatores doses de cddmio (Cd) e doses de acido 5-aminolevulinico
(ALA), com excecdo das varidveis Mg Folhas e P Raizes, que apresentaram significancia

(p<0,05) apenas nos fatores isolados e no Cd, respectivamente.
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Tabela 3. Andlise de variancia para Nitrogénio (N), Fésforo (P), Potassio (K), Calcio (Ca), Magnésio (Mg), Ferro
(Fe), Manganés (Mn), Cobre (Cu) nas folhas das mudas de palheteira (Clitoria fairchildiana R.A. Howard) em

funcdo de diferentes concentracdes de cadmio (Cd) e 5-aminolevulinico (5-ALA).

GL Quadrado médio
Fonte de variacao
N P K Ca Mg Fe Mn Cu
Folha Folha Folha Folha Folha Folha Folha Folha
Cadmio (Cd) 2 7,74% 0,79% 12,69 9.6 1,64* 2207%* 690" 30%*
Acido 5-
Aminolevulinico 20,947 7.76%%  73.40" 88k 2,11%%  3640%* 2340m 124%*
(ALA)
475
Cd x ALA 4 16,57%%  2.82%%  |98%x  2787% (/72 2003** 7040%*
CV (%) - 25 13 28 13 14 20 24 8

Tabela 4. Andlise de variancia para Nitrogénio (N), Fésforo (P), Potassio (K), Calcio (Ca), Magnésio (Mg), Ferro
(Fe), Manganés (Mn), Cobre (Cu) e Cadmio (Cd) nas raizes das mudas de palheteira (Clitoria fairchildiana R.A.
Howard) em func¢do de diferentes concentracdes de cddmio (Cd) e 5-aminolevulinico (5-ALA).

GL Quadrado médio
Fonte de variacao
N P K Ca Mg Fe Mn Cu Cd
Raiz Raiz Raiz Raiz Raiz Raiz Raiz Raiz Raiz

Cédmio (Cd) 2 2,13*  0,59%  9.86™ 0,34*  1,59%  §33%x 181%+ 100%** 9303**
Acido 5- x .

Aminolevulinico 2 7,68%F 028"  105%F  035%  12,3%F 188" 420 89 482

(ALA)

Cd x ALA 4 3333 042 66%* 048%  6,0%F  1332%% 365k 330%% 368

CV (%) - 23 19 19 15 14 20 11 13 14

3.1. Concentragcéo de Cd e indice de Tolerancia ao Cd

A concentracdo de cadmio nas raizes subiu progressivamente, com aproximadamente
67% de aumento entre as plantas com doses de 15 e de 30 mg L™, o que mostra que o sistema
radicular foi 0 0rgdo que neste experimento promoveu o maior acimulo de Cd, com valor
maximo de 49,90 mg/kg na dose de 30 mg L. A concentragdo de Cd néo foi significativa nas
folhas e no caule, pois ndo foi detectado pelo limite de deteccdo do EAA.

O Indice de Tolerancia ao Cd apresentou uma média de 86% nas plantas submetidas as
doses de Cd (15 e 30 mg L), com valor maximo de 138% nas plantas sem aplicacdo de 5-ALA
e com 30 mg L de Cd. De modo geral, o IT pdde ser classificado como alto, por estar na faixa

entre 75 e 100% de tolerancia.
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De acordo com Mehes-Smith et al. (2013), a retencdo de cAdmio nas raizes ocorre, pois
como observado (Figura 3A), o metal se liga a grupos funcionais como tiol, presentes na parede
celular, além de se ligar a outros compostos. A quantidade de cAdmio acumulada nas raizes de
Clitoria fairchildiana, e o fato de ter detectado presenca de cadmio apenas neste érgéo, indica
a habilidade em absorver o cddmio da solucéo do solo e reter principalmente nas raizes, o que
sugere a quelacdo do metal nos compartimentos celular e subcelular do sistema radicular. 1sso
pode ter contribuido para um transporte restrito de Cd da raiz para a parte aérea das plantas,
sendo uma estratégia para proteger o aparato fotossintético, assim como a alta capacidade de
tolerancia da planta ao Cd (Dai et al. 2013), e no caso deste trabalho, ndo houve este transporte.

A concentracdo do teor de Cd nas raizes de Clitoria fairchildiana corrobora com o
indice de tolerancia (IT) obtido (Figura 3B), pois plantas tolerantes sdo frequentemente
excludentes, limitando a entrada e translocacdo de metais pesados da raiz para a parte aérea
(Gallego et al. 2012).

De acordo com esquema proposto por Lux et al. (2004), em relacdo ao indice de
tolerancia, as plantas podem apresentar tolerancia alta (IT > 60), tolerancia média (IT entre 0,35
e 60) e tolerancia baixa (IT < 0,35). Os resultados obtidos neste trabalho em rela¢do ao IT

(Figura 3B) indica que a C. fairchildiana apresenta alta tolerancia ao Cd.
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Figura 3. Influéncia do &cido 5-aminolevulinico (0, 50 e 100 mg L) no contetido de Cadmio nas raizes (A) e no
indice de tolerancia ao cadmio (B) em mudas de palheteira (Clitoria fairchildiana R.A Howard) sob doses de
cadmio (0, 15 e 30 mg L1). Médias seguidas da mesma letra minGscula ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05)
entre as doses de cAdmio na mesma concentragdo de 5- ALA. Médias seguidas da mesma letra mailscula ndo

diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05) entre as concentragfes de 5- ALA na mesma dose de Cadmio. Média +
Erro padréo.

3.2. Efeito do cadmio e 5-ALA nos parametros de massa seca

A massa seca do caule (Figura 4A) mostra pesos proximos entre as dosagens de Cd e
de 5-ALA, porém, é possivel observar que as plantas sem Cd (0 Cd) apresentaram MSC média

de 8,26 ¢, enquanto as plantas com Cd (15 e 30) apresentam menos, sendo 7,16 e 6,6 g
respectivamente.
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A massa seca da raiz (Figura 4B) e a massa seca total (Figura 4C) demonstram maior
valor nas plantas com 15 mg L™ Cd e 50 mg L™ de 5-ALA, com 26 g e 34 g respectivamente,
enquanto as plantas sem 5-ALA apresentam diminui¢cdo na massa seca tanto na raiz quanto total
a medida que aumenta as doses de Cd, com decréscimo de quase 50% na MSR e quase 70% na
MST.

A relacdo parte aérea/Raiz (Figura 4D) apresenta maiores valores nas plantas sem 5-
ALA, de 3 g (plantas 0 ALA/15 Cd), 1,9 g (plantas 0 ALA/30 Cd) e 1,3 g (plantas 0 ALA/O
Cd).

A biomassa € o principal indicador de acumulacdo de energia nas plantas (Zang et al.,
2014). Sendo assim, a sobrevivéncia da planta em condigdes de estresse por Cd é dependente
de um balanco na distribuicdo de fotoassimilados entre as suas varias partes. A menor razao
raiz parte aérea em C. fairchildiana sob o efeito do Cd (Figura 4D) indica que o crescimento
do sistema de raiz foi mais reduzido do que a parte aérea. Isso pode ser explicado pelo maior
acumulo de Cd na raiz de C. fairchildiana, corroborando com o observado por Andrade Junior
et al., (2019). Isto pode ter contribuido para a menor absorcdo e transporte de macro e
micronutrientes (Figuras 5, 6 e 7). Por outro lado, a menor razdo da biomassa raiz parte aérea
pode ser uma estratégia de tolerancia ao metal, reservando menos energia as raizes para reduzir
a absorgédo de Cd e o maior investimento de energia nas folhas para a manutencao das funcoes
vitais. Resultados similares foram evidenciados em outras espécies arbdreas submetidas ao Cd
(Abdul Qados, 2015; Silva et al., 2017; Nikolié et al., 2017).
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Figura 4. Influéncia do acido 5-aminolevulinico (0, 50 e 100 mg L) na massa seca do caule (A), massa seca da
raiz (B), massa seca total (C) e relacdo parte aérea/raiz (D) em mudas de palheteira (Clitoria fairchildiana R.A
Howard) sob doses de cadmio (0, 15 e 30 mg L1). Médias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem pelo
teste de Tukey (p < 0,05) entre as doses de cadmio na mesma concentragdo de 5- ALA. Médias seguidas da mesma
letra maiuscula ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05) entre as concentra¢fes de 5- ALA na mesma dose de
Cédmio. Média £ Erro padréo.

3.3. Nitrogénio (N), Fésforo (P) e Potassio (K)

As concentracdes de N e P apresentaram-se ligeiramente maiores nas folhas (3% e 2,5 g/kg,
respectivamente) do que nos raizes (2% e 2 g/kg). Ja a concentracdo de K mostrou-se maior nas
folhas, com média de 12,3 g/kg, e maior concentracdo de K nas plantas sem aplicacdo de 5-
ALA. Enquanto nas raizes apresentou média de 10 g/kg, com maior concentracdo de K nas
plantas com 50 mg L™ de 5-ALA.

De modo geral, a pouca variagdo nas concentracbes de N, P e K demonstra a baixa
influéncia que as doses de Cd tiveram nestes elementos, evidenciando que eles ndo foram
afetados pelas doses aplicadas, evidenciando a dose de 50 mg L™ de 5-ALA como a mais
eficiente.

Pesquisas revelam que o Cd afeta negativamente o metabolismo do nitrogénio, devido
ativacdo ou inativacdo de proteinas e enzimas envolvidas na absorgéo, transporte e assimilagdo
do N, resultando em reducdes deste nutriente nos tecidos da planta (Nikolié et al., 2017; Liu et
al., 2015). Sendo assim, sugere-se que a reducdo do N (Figuras 5A e 5B) em C. fairchildiana
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submetidas as doses de Cd pode ter causado alteragdes no metabolismo do nitrogénio, com
efeito negativo no crescimento e na producéo da biomassa vegetal (Figura 4).

A reducéo do K (Figura 5F) mesmo que com pouca diferenca pode ter causado alteracGes
no potencial osmético e interferido no potencial hidrico, na translocacdo de ions minerais e
aminoacidos ou inativando enzimas envolvidas na fotossintese resultando em redugdes nos

pardmetros de crescimento vegetativo Kapoor et al. (2013).
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Figura 5. Influéncia do acido 5-aminolevulinico (0, 50 e 100 mg L) no contelido de Nitrogénio em folhas (A) e
raizes (B), Fosforo em folhas (C) e raizes (D), Potassio em folhas (E) e raizes (F) em mudas de palheteira (Clitoria
fairchildiana R.A Howard) sob doses de cadmio (0, 15 e 30 mg L1). Médias seguidas da mesma letra mintscula
ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05) entre as doses de cadmio na mesma concentracdo de 5- ALA. Médias
seguidas da mesma letra maitscula ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05) entre as concentracGes de 5- ALA
na mesma dose de Cadmio. Média + Erro padréo.
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3.4. Calcio (Ca) e Magnésio (Mg)

O Ca apresentou teores significantemente maiores nas folhas do que nas raizes, com
médias de 10,5 g/kg e 1,2 g/kg respectivamente. Dentro do observado nas folhas (Figura 6A),
as maiores concentragOes foram observadas nas plantas sem aplicagédo de 5-ALA.

Para Wang (1987), uma diminuicdo da concentracdo de Ca nas raizes sob a toxicidade do
Cd pode ser um sintoma de um sistema de defesa intercelular interferindo nesse mecanismo.
Isso indica que o Cd, mesmo nas menores doses, influenciou a absorcdo do célcio
positivamente, como observado nas folhas (Figura 6A). Um aumento da concentracdo de Ca
sob estresse seria um possivel mecanismo para a reducdo dos efeitos toxicos de Cd.

O Mg ndo se mostrou significativo na interacdo entre Cd e 5-ALA nas folhas, mas
apresentou significancia nos fatores isolados (Figuras 6C e 6D). Nas raizes (Figura 5E), o teor
de Mg se mostrou maior nas plantas com aplicacdo de 100 mg L de 5-ALA, com média de
3,64 g/kg.

Segundo Souza et al. (2013), como uma estratégia para manter o metabolismo ativo
afim de aumentar o crescimento resultando em um efeito de diluicdo na quantidade de Cd
acumulada pela planta, os teores de Mg costumam aumentar conforme a exposi¢édo das plantas
ao Cd. Fato este ndo observado neste estudo, evidenciando a pouca influéncia das doses de Cd
nas concentraces de Mg nas raizes das plantas. Os teores de Mg encontrados podem estar
relacionados a sua funcdo na composicdo da clorofila, ou seja, as porfirinas magnesianas
(Faquin, 2005).
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Figura 6. Influéncia do acido 5-aminolevulinico (0, 50 e 100 mg L) no contelido de Calcio em folhas (A) e raizes
(B), Magnésio em folhas (C e D) e raizes (E) em mudas de palheteira (Clitoria fairchildiana R.A Howard) sob
doses de cadmio (0, 15 e 30 mg L'!). Médias seguidas da mesma letra mindscula ndo diferem pelo teste de Tukey
(p < 0,05) entre as doses de cadmio na mesma concentracéo de 5- ALA. Médias seguidas da mesma letra maitscula
ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05) entre as concentragdes de 5- ALA na mesma dose de Cadmio. Média
* Erro padréo.

3.5. Cobre (Cu), Ferro (Fe) e Manganés (Mn)

O Cu nas folhas (Figura 7A) apresentou teores menos expressivos, chegando a 12,2
mg/kg nas plantas com as maiores dosagens tanto de Cd como de 5-ALA. Nas raizes, 0s teores
chegaram a 21 mg/kg nas plantas com 15 mg L de Cd e sem aplicagdo de 5-ALA.

A maior concentracdo de cobre nas raizes em comparacdo com as folhas de C.
fairchildiana pode ser atribuida a varios fatores fisiolégicos e bioquimicos. As raizes estdo em
contato direto com o solo, onde ocorre a absorc¢ao de nutrientes e metais pesados, incluindo o
cobre. Devido a sua funcédo de barreira e filtro, as raizes podem acumular metais pesados para

impedir sua translocacao para partes aéreas, minimizando possiveis efeitos toxicos. Além disso,
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a capacidade de transporte e redistribuicdo de metais dentro da planta pode ser limitada,
resultando em acimulos maiores nas raizes, fato observado neste estudo (Figura 7A).

Os teores de Fe nas raizes (Figura 7D) apresentaram-se muito maiores do que nas folhas
(Figura 7C), com valores de aproximadamente 124 mg/kg nas folhas e de 3.534 mg/kg nas
raizes, o que evidencia uma acumulacdo de Fe bastante evidente nas raizes.

De acordo Silva (2019), a aplicagdo foliar de &cido 5-aminolevulinico, um precursor na
biossintese de clorofila, pode influenciar a distribuicdo de ferro (Figuras 7C e 7D) na planta.
No entanto, a presenca de cadmio pode interferir na mobilizacdo e utilizacdo do ferro,
resultando em sua acumulacéo nas raizes, fator observado neste trabalho (Figura 7D). Estudos
indicam que o cadmio pode competir com o ferro por sitios de transporte e armazenamento,
dificultando sua translocacgéo para as folhas. Portanto, 0 aumento da concentracéo de ferro nas
raizes em comparacao com as folhas de Clitoria fairchildiana expostas ao cadmio e tratadas
com ALA sugere uma resposta adaptativa da planta para conter o estresse causado pelo metal
pesado, acumulando ferro nas raizes e protegendo as folhas dos efeitos toxicos (Benavides,
2005).

A concentracdo de Mn foi mais expressiva nas folhas, chegando a 213 mg/kg nas plantas
com 30 mg Lt Cd e 50 mg L 5-ALA, enquanto nas raizes os valores chegaram a 33 mg/kg
nas plantas com 15 mg L Cd e sem a presenca de 5-ALA.

A menor concentracdo de Mn na raiz (Figura 7F) de C. fairchildiana indica que o Cd
pode ter afetado a funcionalidade e o crescimento do sistema radicular. Porém o Mn é
necessario na reacao de oxidacao de agua no PSII (Schimdt et al. 2016). Portanto o seu aumento
nas folhas pode ter sido uma estratégia para manter a atividade fotossintética e a estabilidade,
mesmo que afetada pelo Cd.
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Figura 7. Influéncia do &cido 5-aminolevulinico (0, 50 e 100 mg L) no contetido de Cobre em folhas (A) e raizes
(B), Ferro em folhas (C) e raizes (D) e Manganés em folhas (E) e raizes (F) em mudas de palheteira (Clitoria
fairchildiana R.A Howard) sob doses de cadmio (0, 15 e 30 mg L1). Médias seguidas da mesma letra mintscula
ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05) entre as doses de cadmio na mesma concentracdo de 5- ALA. Médias
seguidas da mesma letra mailscula ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05) entre as concentracfes de 5- ALA
na mesma dose de Cddmio. Média + Erro padréo.

3.6. Correlacgdo entre os elementos nutricionais em resposta as doses de cadmio

A tabela 5 apresenta as correlagdes estimadas entre 0S macronutrientes e
micronutrientes em folhas (Tabela 5A) e raizes (Tabela 5B).

Na interpretacdo de correlagdes, se deve considerar trés aspectos: a magnitude, a
significancia e a direcdo. Estimativas de coeficiente de correlacdo positivas indicam a tendéncia
de uma variavel aumentar quando a outra aumenta, e correlacdes negativas indicam tendéncia

de uma variavel aumentar enquanto a outra diminui (NOGUEIRA et al. 2012).
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O coeficiente de correlagdo de Pearson (1892) classifica as correlagdes em: Bem Fracas
(+/- 0,00 a 0,19), Fracas (+/- 0,20 a 0,39), Moderadas (+/- 0,40 a 0,69), Fortes (+/- 0,70 a 0,89)
e Muito Fortes (+/- 0,90 a 1,00).

Dentre as correlacGes observadas nos coeficientes dos elementos nas folhas (Tabela
7A), ndo houve correlagGes Fortes e Muito Fortes. As correlagdes classificadas como Bem
Fracas foram: P e N (-0,18), Ke N (0,00), Cae N (-0,19), Mg e N (0,10), Mne N (-0,12), Cu e
N (0,14), Cae P (0,04), Mg e K (-0,05), Fe e K (0,17), Mn e K (-0,09), Mg e Ca (-0,10), Mn e
Ca (0,02), Cue Ca(-0,14), Mn e Mg (0,15), Cu e Mg (-0,10), Cu e Mn (-0,06). As correlacbes
classificadas como Fracas foram: Fe e N (-0,28), Mg e P (-0,24), Mn e P (0,35), Cu e P (0,27),
Cae K (0,28), Cu e K (-0,33), Fe e Mg (-0,33), Mn e Fe (0,27), Cu e Fe (0,31). Apenas duas
correlag@es foram classificadas como Moderadas: Fe e P (0,49), Fe e Ca (0,43).

Assim como nas folhas, ndo houve correlacdes Fortes e Muito Fortes nos coeficientes
dos elementos nas raizes (Tabela 5B).

De modo geral, a matriz com os coeficientes de correlacdo de Pearson (Tabela 5) reforga o
comportamento observado mais detalhadamente nas figuras 9, 10 e 11, simplificando a ligagéo
que ha entre os elementos que manifestaram significancia, ou seja, as correlagdes.

Com relacdo as correlacdes entre os elementos nas folhas (Tabela 5A), pode se observar 16
correlagbes bem fracas, 9 fracas e duas moderadas. Enquanto nas raizes (Tabela 5B) observa-
se também 16 correlages bem fracas, 10 fracas e 6 moderadas.

A grande quantidade de correlacdes bem fracas e fracas, tanto nas folhas como nas raizes,
evidenciam uma relacdo minima ou inexistente entre as concentracdes dos nutrientes. Isso pode
ter ocorrido pois os nutrientes moveis como N, P e K ndo precisaram ser redistribuidos entre os
6rgdos, pois ndo houve esta necessidade metabdlica. Enquanto nutrientes menos maéveis como
o Ca tendem a permanecer nos mesmos tecidos que foram produzidos. Essa diferenca de
mobilidade resulta em correlacBes fracas entre os nutrientes (Avila et al. 2016).

A correlacdo moderada entre Fe e P (0,49); Fe e Ca (0,43) indica que ha uma relacdo
significativa e que os elementos estdo associados de alguma forma, mas néo totalmente linear
entre eles. Segundo Barrow (2015), o Fe pode formar complexos insoliveis com o P em
determinadas condicdes, reduzindo a disponibilidade de ambos os nutrientes. Isso implica que,
na planta, a absorcdo de um elemento pode afetar parcialmente o outro, sem que essa relacéo
seja completamente determinante. O equilibrio entre Fe e P pode influenciar diretamente
processos como a fotossintese. Deficiéncias de P podem limitar a producdo de ATP,
prejudicando o transporte ativo de Fe nas células, enquanto o excesso de Fe pode induzir

estresse oxidativo, afetando o metabolismo do P (Marschner, 2012).
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Ja o Ca é um elemento estrutural essencial na estabilizagcdo das membranas celulares e na
sinalizag&o intracelular, e o Fe pode competir com o Ca por canais de transporte em membranas
celulares. Além disso, altos niveis de Fe podem interferir na disponibilidade de Ca,
especialmente em solos ricos em ferro onde precipitacdes de compostos insolGveis podem
ocorrer (Kirkby & Romheld, 2004). No entanto, o Ca também desempenha um papel na
protecdo contra o estresse oxidativo induzido pelo Fe, ajudando a regular os radicais livres
gerados por processos redox (White & Broadley, 2003).

A correlacdo moderada entre Cd e Mn (-0,45); Cd e N (-0,46) nas raizes pode ser
interpretada como um reflexo da capacidade das plantas de reequilibrar o metabolismo e a
homeostase nutricional frente ao estresse. Estudos anteriores sugerem que a interacdo entre
metais pesados e nutrientes € complexa e depende de fatores como o tipo de planta, as doses
aplicadas e as condi¢Ges ambientais (Santos et al., 2020).

O manganés desempenha um papel importante no metabolismo de plantas, especialmente
na ativacdo de enzimas antioxidantes, como a superéxido dismutase (SOD), que séo cruciais
para mitigar o estresse oxidativo causado pelo cadmio (Marschner, 2012). Assim, a correlacdo
entre Cd e Mn sugere que a presenca de cadmio pode estar modulando os niveis de manganés
nas raizes, talvez como parte de um mecanismo adaptativo para lidar com o estresse.

Além disso, o nitrogénio é essencial para a sintese de proteinas e compostos bioquimicos
envolvidos na detoxificagdo de metais pesados. A correlacdo entre Cd e N pode refletir
alteracdes no metabolismo de nitrogénio em resposta a aplicacdo de ALA e a presenca de
cadmio. Assim, a aplicacdo de ALA pode ter promovido a assimilacao de nitrogénio e, assim,

contribuido para melhorar a toleréncia ao cddmio (Zhang et al., 2014).

Tabela 5. Matriz com os coeficientes de correlagdo de Pearson entre os elementos analisados nas folhas (A) e nas
raizes (B) de plantas jovens de palheteira (Clitoria fairchildiana R.A Howard) sob aplicacdo foliar de 5-ALA e
em func¢do de concentragdes de Cadmio (Cd).

Coeficiente de correlacdo de Pearson dos elementos nas folhas (A)

Fator N P K Ca Mg Fe Mn Cu
N 1.00

P -0.18 1.00

K 0.00 0.23  1.00

Ca -0.19 0.04 028 1.00

Mg 0.10 -0.24 -0.05 -0.10 1.00

Fe -0.28 049 0.17 043 -0.33 1.00

Mn -0.12 035 -0.09 0.02 015 027 1.00

Cu 0.14 027 -033 -0.14 -0.10 0.31 -0.06 1.00
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Coeficiente de correlacdo de Pearson dos elementos nas raizes (B)

Fator N P K Ca Mg Fe Mn Cu Cd

N 1.00

P 0.16 1.00

K 0.19 024 1.00

Ca -0.05 0.19 039 1.00

Mg -0.37 -0.04 0.04 -0.08 1.00

Fe 0.05 -026 -046 0.04 -0.08 1.00

Mn -0.07 0.04 -049 -0.01 0.17 045 1.00

Cu -0.20 0.19 -0.13 0.09 -040 0.01 0.16 1.00

Cd -046 -0.33 001 0.05 -0.14 -0.03 -045 0.03 1.00
4 CONCLUSAO

As anélises nutricionais demonstraram maior acumulo de Cd nas raizes, influenciando
o0s teores de nutrientes, mas sem deteccdo da presenca do metal nos outros érgdos (caule e
folhas) de C. fairchildiana, o que resultou também em menor biomassa na raiz do que na parte

aérea.

A espécie pode ser classificada como tolerante ao cadmio, pois o indice que mede a

tolerdncia mostrou que a espécie se enquadra no status de tolerancia alta (acima de 60%).
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4. DISCUSSAO INTEGRADORA

Ao longo dos capitulos desenvolvidos foi possivel observar que as doses de Cd aplicadas
neste experimento concentraram-se em maior quantidade nas raizes, ndo alterando variaveis
como altura (H), diametro (D) e numero de folhas (NF). Além disso, os pigmentos
fotossintéticos (Clo a, Clo b, Clo total e Feofitinas) apresentaram teores proximos em plantas
sem cadmio (0 Cd) e sem ALA (0 ALA). Dentre as enzimas antioxidantes, apenas a G-POD
obteve maior teor nas raizes, evidenciando que foi a enzima responsavel pela peroxidacao

através do guaiacol nas raizes, que pode ter contribuido para um maior equilibrio homeostético.

Nos elementos N, P e K, a pouca variagdo em suas concentracfes mostra a baixa
influéncia que as doses de Cd tiveram nestes elementos, e também a acdo do 5-ALA
principalmente na dose de 50 mg L. O Mg também ndo aumentou conforme a exposi¢do das
plantas ao Cd nas raizes, mas pode ter atuado nos teores dos pigmentos fotossintéticos

obervados, uma vez que o Mg compde a clorofila, através das porfirinas magnesianas.

O teor de Cu maior nas raizes mostra menos translocacéo para a parte aérea, enquanto
que o teor de Fe foi muito maior nas raizes, o que mostra a relacdo do Fe com o Cd, uma vez
que o metal estava acumulado nas raizes, pois o Cd pode interferir na mobilizagdo e utilizaco
de Fe, resultando na sua acumulacéo nas raizes. J& 0 Mn apresentou maior teor nas folhas e isto
pode ser devido a sua importancia na reacdo de oxidacao de dgua no PSII, sendo uma estratégia

que pode ter ajudado a manter a atividade fotossintética.

As correlacdes em sua grande maioria Bem Fracas e Fracas evidenciam relagdo minima
entre os nutrientes. J& a correlacdo moderada entre Cd e Mn (-0,45) mostra 0 porque do maior
teor de Mn nas folhas, sendo que este nutriente tem importante papel na ativacdo de enzimas
como a SOD. E a correlagdo moderada entre Cd e N mostra que a aplicacdo de 5-ALA pode ter

promovido a assimilacdo de N, e assim contribuido para melhorar a tolerancia ao Cd.

O actmulo progressivo de Cd nas raizes, inclusive quando na maior dose de 5-ALA
(100 mg L") mostra que em relacdo ao teor de Cd, o 5-ALA nio agiu mitigando este teor nas
raizes. Porém, o indice de Translocagdo (1T) foi classificado como alto, o que evidencia uma

possivel estratégia da planta como fitoestabilizadora.
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5. CONCLUSOES

As doses de 50 e 100 mg L de 5-ALA utilizadas em aplicacdo exdgena em plantas de
C. fairchildiana apresentaram efeito positivo sobre as variaveis biométricas (H e D) e pigmentos
fotossintéticos (Clo b e Feofitinas), e causaram oscilacdes nas respostas das variaveis SOD,
APX, CAT, G-POD e MDA, variando conforme a concentracdo do metal e a parte da planta.

O Cd influenciou nos teores dos elementos nutricionais, mas sem causar danos a parte
aérea das plantas.

De modo geral, neste presente trabalho foi possivel observar que as plantas de Clitoria
fairchildiana R.A. Howard sob as doses de Cd aplicadas apresentaram acimulo do metal nas
raizes, sem a deteccdo da presenca dele nos 6rgdos da parte aérea (folhas e caule), resultando
em menor biomassa nas raizes que na parte aérea. Como também a aplicacéo foliar de 5-ALA

demonstra ter favorecido o desenvolvimento das plantas, principalmente na dose de 50 mg L.

A deteccéo da presenca de Cd apenas nas raizes e o Indice de Tolerancia avaliado em
Tolerante, indicam que a espécie além de ndo ser Fitoextratora e nem Fitodegradadora, pode
ser indicada como uma espécie Fitoestabilizadora, em que as plantas imobilizam ou concentram
0s contaminantes no sistema radicular, impedindo assim a sua translocagéo para a parte aérea.
Portanto, a espécie Clitoria fairchildiana R.A. Howard pode ser indicada para utilizagdo em
programas de reflorestamento e de recuperacdo de areas degradadas com metais pesados.
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