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Abstract: Cadmium (Cd) is easily absorbed by the plant, being able to cause growth inhibition, due
to the damage caused to the photosynthetic process. Selenium (Se) is a beneficial element that has
the ability to increase the tolerance of plants to various biotic and abiotic stresses. Given the above,
the objective of the work was to evaluate the effect of selenium on the photosynthetic performance
of corn plants, under cadmium stress conditions. Using hybrid corn seeds (K9606 VIP 3) treated
with selenium in concentrations of 0.0; 1.5; 3.0 and 5.0 mg L-1 of Se in the form of Na203Se, and
subjected to different dosages of cadmium (0.0; 1.3; 3.0 and 4.5 mg. L-1 ) in the form of CdCI2. The
following were evaluated: net CO2 assimilation rate (A); stomatal conductance (gs); sweating (E);
intercellular CO2 concentration (Ci); instant carboxylation efficiency (EiC A / Ci); instant water use
efficiency (USA); carotenoid contents; chlorophyll a (Chl a), b (Chl b) and total (Chl). The experi-
mental design was completely randomized in a 4 x 4 factorial scheme, with four replications. The
presence of 4.5 mg L-1Cd reduced A, EiC, the levels of Chl a, Chl b and Chl and promoted increases
in the levels of carotenoids. In general, pretreatment with Se before exposure to Cd helped to alle-
viate the deleterious effects induced by cadmium, through increases in the levels of Chl a, Chl b and
Chl and reduction in carotenoids, mainly in the dose of 3 and 5 mg L-1 from Se.

Keywords: Pigments; Photosynthesis; Attenuation; Abiotic stress.

Resumo: O cadmio (Cd) é facilmente absorvido pela planta, sendo capaz de provocar a inibi¢ao do
crescimento, em decorréncia dos danos causados ao processo fotossintético. O selénio (Se) é um
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elemento benéfico que pode aumentar a tolerancia das plantas aos diversos estresses bioticos e abi-
oticos. Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do Se sobre o desempenho fo-
tossintético de plantas de milho, em condic¢des de estresse por Cd. Foram utilizadas sementes de
milho hibrido (K9606 VIP 3) tratadas com Se nas concentragdes de 0,0; 1,5; 3,0 e 5,0 mg L-! de Se na
forma de Na;OsSe, e submetidas a diferentes dosagens de Cd (0,0; 1,3; 3,0 e 4,5 mg L) na forma de
CdCl,. Foram avaliados: a taxa de assimilagao liquida de CO, (A); condutancia estomatica (gs);
transpiracao (E); concentracao de CO; intercelular (Ci); eficiéncia instantanea de carboxilagao (EiC
A/Ci); eficiéncia instantanea de uso da agua (EUA); teores de carotenoides; clorofila a (Chl a), b (Chl
b) e total (Chl). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x
4, com quatro repeti¢des. A presenca de 4,5 mg L1 Cd reduziu a A, EiC, os teores de Chl a, Chlb e
Chl e promoveu acréscimos nos teores de carotenoides. Em geral, o pré-tratamento com Se promo-
veu a amenizagao dos efeitos deletérios induzido pelo cadmio, através de incrementos nos teores
de Chl a, Chl b e Chl e redugao nos carotenoides, principalmente, nas doses de 3 a 5 mg L' de Se.

Palavra-chave: Pigmentos; Fotossintese, Atenuacao, Estresse abidtico.

1. Introducao

O milho (Zea mays L.) é uma cultura produzida em todas as regides, sua importancia
econdmica é caracterizada pelas diversas formas de utilizagdo, na seguranga alimentar,
humana e animal, devido suas elevadas qualidades nutricionais (Miranda, 2018). Atual-
mente, o Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho ficando atrds somente dos
Estados Unidos e da China (Usda, 2019). O uso continuo de adubagao fosfatadas em vir-
tude do aumento de areas plantadas e producao, permitem a acumulacdo de variadas
concentrac¢des de cadmio (Cd) nos solos.

O Cd apresenta alta mobilidade e embora nio seja essencial para as plantas, seus ions
sao facilmente absorvidos pelas raizes, podendo danificar a clorofila e inibir a atividade
de varias enzimas funcionais, afetando o rendimento e a qualidade das plantas (Zacchini
et al., 2009; He et al., 2011; Rizwan ef al. 2016). Além disso, o Cd influéncia a transpiracao,
a condutancia estomatica e a concentracao intercelular de CO; nas plantas (Zouari et al.,
2016; Nikoli¢ et al., 2017).

Portanto, tém-se procurado estratégias que visem diminuir ou inibir a absor¢ao do
Cd presentes no solo pelas plantas, mitigando os efeitos toxicos deste metal, e otimizando
assim, o uso dos recursos naturais e a producao de alimentos seguros, principalmente
quando se trata do milho, uma cultura mundialmente consumida.

Dentre as estratégias, encontra-se a utilizagao do selénio (Se), um oligoelemento nao
essencial capaz de desempenhar um papel importante no crescimento e desenvolvimento
das plantas, em baixas concentra¢des pode aumentar a capacidade destas em resistir ao
estresse e aumentar a fotossintese, aliviando a toxicidade de metais pesados (Kaur et al.,
2014). Estudos mostraram que existe um antagonismo entre o Cd e o Se em plantas, onde
0 Se pode inibir a absorcao de Cd, diminuindo assim, os efeitos toxicos deste elemento nas
plantas (Lin, 2011; Liu et al., 2015).

Entre as formas de aplicacdo de Se, encontra-se o priming em sementes que se carac-
teriza por ser facil, pratico e de baixo custo, sendo considerado um mecanismo promissor
para o aumento dos niveis de Se, aumentando desta forma a resisténcia das plantas as
diversas condicOes de estresse (Ahmad et al., 2015a).

Diante do exposto, o objetivo foi avaliar o selénio sobre o desempenho fotossintético
de plantas de milho, em condigdes de estresse por cadmio.

2. Material e Métodos

2.1 Local do experimento
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O experimento foi conduzido no Laboratério de Estudos em Biodiversidades de
Plantas Superiores (EBPS) do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal Ru-
ral da Amazonia (UFRA) em Belém - Para (01°27'21" S, 48°30'16” W). O experimento foi
montado em ambiente controlado, com temperatura de 25 + 2 °C medidas no termo-hi-
drometro. Conforme a classificacao climatica de Kdppen, o clima da regido onde o expe-
rimento foi conduzido € do tipo Af (Floresta tropical), com precipitacio média anual de
2921,7 mm, temperatura média de 25,9 °C, umidade relativa média de 86.8% e velocidade
do vento de 1,35 m s (Ramos, Santos, Fortes, 2009).

2.2 Tratamento das sementes

Utilizou-se sementes de milho hibrido (K 9606 VIP 3), da empresa KWS sementes
(KWS SAAT SE & Co. KGaA), resistente a fusariose, a Puccinia sorghi, a Physopella zeae
e a diplodia macrospora, apresenta alta estabilidade produtiva, alto rendimento, ciclo pre-
coce de 820 GD (graus-dias) e a altura da planta varia entre 225 — 240 cm (Kws, 2019).

As sementes foram distribuidas entre duas folhas de papel germitest embebidas em
solucdo de selenito de sodio (Na,O3Se) nas concentragdes de 1,5; 3,0 e 5,0 mg L' de Se por
um periodo de 24h a 25 + 2 °C. Para o tratamento controle as sementes foram colocadas
para embeber em agua destilada por 24h na mesma temperatura, posteriormente foram
cobertas com saco plastico transparente, para evitar a perda de agua.

2.3 Coleta, caracterizagdo e preparagio do solo

Utilizou-se como substrato, solo com textura média, coletado na camada de 0 — 20 cm
em area adjacente a Universidade Federal Rural da Amazoénia (UFRA), no municipio de
Belém, Para. As amostras de solo foram secas ao ar, destorroadas, e passadas em peneira
com malha de 4 mm de abertura, homogeneizadas na proporgao de 5:1 de solo para adubo
organico, contendo terra preta, carogo de agai triturado e cama aviario (3:1:1, v/v/v). As
caracteristicas quimicas da amostra de solo ap6s a homogeneizagao encontram-se no qua-
dro abaixo. Utilizou-se a metodologia da Embrapa para realizagao da analise do solo (EM-
BRAPA, 1997).

Quadro 1. Atributos quimicos do solo utilizados como substrato.

pH
(CaCl2) Caz Mg>» Kt Na* H Al H+AP+ CTC SB V m
mmolc/dm3 %

6 32 20 27,6 0,6 20 - 20 100,2 80,2 80 23
COT P resina S B Fe2+ Mn?  Zn? Co Mo N - -
g/dm3 mg/dm? ppm

13 71 24 2,25 134 24,4 27,5 0,60 8 2850,7 - -

pH - potencial hidrogeniénico; Ca? - calcio; Mg? — magnésio; K* - potassio; Na* - sédio; Al** -
aluminio; H* + Al% - hidrogénio mais aluminio; CTC - capacidade de troca de cations; SB — soma
de bases; V — saturagdo por bases; m —satura¢do por aluminio; COT - carbono organico trocavel; P
resina — fosforo; S — enxofre; B — boro; Fe?* - ferro; Mn?* - manganés; Zn?* - zinco; Co — cobalto; Mo —
molibdénio; N — nitrogénio.

O substrato foi pesado, separado em amostras de 6 kg e acondicionado em vasos de
polietileno de 8L, foram utilizados 64 vasos, divididos em 4 tratamentos, um controle, sem
adicao de Cd e 3 tratamentos com o contaminante, onde foram adicionadas concentrac¢des
de CdCl2-2,5H20 de grau analitico para estabelecer os niveis de Cd de 1,3, 3,0 e 4,5 mg L-".

As doses foram determinadas a partir dos valores de prevengao, investigacao e 1,5
vezes o valor de investiga¢do, conforme a resolucao n.? 420 do Conama, que dispde sobre
valores orientadores de qualidade do solo (Brasil, 2009). O contetido dos vasos apds con-
taminado permaneceu 50 dias em repouso para que as reag0es entre o metal adicionado e
a terra fossem estabilizadas.

2.4 Condugdo do experimento
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Ap6s o periodo de incubagao, foram semeadas 5 sementes previamente tratadas com
Se em cada vaso, sendo mantidos com 80% da capacidade de campo mediante irrigacao
diarias para complementacdo da agua perdida por evapotranspiracdo, 7 dias apds o se-
meio (DAS) foi realizado o primeiro desbaste, deixando duas plantas de milho em cada
vaso e o segundo desbaste ocorreu aos 10 DAS, permanecendo uma planta por vaso até
35 DAS, quando houve a realizagao das avaliagOes.

2.5 Trocas gasosas

As medidas de trocas gasosas foram realizadas na 4® folha completamente expandida
do apice para a base. As variaveis, taxa de assimilagao fotossintética liquida por unidade
de area (A), condutancia estomatica (gs), taxa de transpiracao (E), eficiéncia do uso da
agua (EUA; (A/E)) e eficiéncia instantanea de carboxilagao (A/Ci) foram determinadas por
analisador de gas por infravermelho (IRGA) modelo portatil (LI-6400XT, LI-COR Biosci-
ences Inc., Lincon, Nebraska, USA). As medic¢Ges foram realizadas entre 09:00 e 11:00 a.m.,
utilizando radiagao fotossinteticamente ativa (PAR) constante (1000 umol fétons m2s ),
concentragao constante de COz (400ppm), temperatura e umidade ambiente.

2.6 Determinagdo dos teores dos pigmentos fotossintéticos

Pesou-se 100 mg de tecido fresco de cada amostra, posteriormente foram maceradas
em almofariz com pistilo, utilizando-se como solucao extratora 5 ml de metanol 80% ge-
lado. Os extratos foram transferidos para tubos de ensaio e centrifugados a 2500 rpm, du-
rante 5 minutos. Transferiu-se o sobrenadante para um baldo volumétrico de 25 ml e o
volume foi aferido com metanol 80%, as leituras de absorbancia (A) das amostras foram
efetuadas em espectrofotometro UV-visivel, resolu¢ao de + 2 nm (Modelo SP 220, Bios-
pectro) nos comprimentos de onda de 653 e 666 nm para as clorofilas e 470 nm para os
carotenoides.

A partir dos dados de absorbancias e fatores de diluicao (FD) realizou-se a quantifi-
cacao dos teores de clorofila a (Chl a), b (Chl b), clorofila total (Ca + Cb) e carotenoides
totais (xantofilas + carotenos; x + c) (Lichtenthaler, 1987), sendo os resultados expressos
em micrograma por grama de massa fresca de tecido foliar (ug g' MF). Utilizou-se a se-
guinte equagdo para a quantificagao dos pigmentos fotossintéticos:

Cq (mg g=* MF) = [15,65A566nm — 7.34A6s3nm] x FD

Cp (mg g~ MF) = [27,054653nm — 5,03As66nm] x FD

1000A - 2,86C, — 129,2C
Cx+c (mgg_l MF) = 470nm =1 a b x FD

2.7 Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em arranjo fatorial
4 x 4, com quatro repeti¢des, com os fatores compreendendo niveis de Se (0 (controle); 1,5;
3,0 e 5,0 mg L) e Cd (0 (controle); 1,3; 3,0 e 4,5 mg L-1). Os dados foram analisados, utili-
zando o software STATISTICA 12.0 (Statsoft, 2014). Os dados foram submetidos a analise
de variancia pelo teste F e realizou-se a analise de regressao polinomial (superficie de res-
posta) quando a interacdo entre os fatores se apresentou significativa (p <0,05).

3. Resultados e Discussao

3.1. Trocas gasosas
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Os resultados da andlise de variancia (Quadro 2) indicaram que a A e a EiC foram
influenciadas significativamente pelos efeitos isolados de Cd (p < 0,05), ndo sendo obser-
vados efeitos significativos para as variaveis gs, E, Ci e EUA para os fatores Cd, Se e a
interacao entre eles.

Quadro 2. Resumo da andlise de variancia em relagdo a taxa de assimilagao liquida de CO2 (A);
condutancia estomatica (gs), transpiragao (E), concentracdo de CO: intercelular (Ci), eficiéncia ins-
tantanea de carboxilacdo (EiC) e eficiéncia do uso da agua (EUA) de plantas de milho em fung¢ao
dos niveis de cadmio e selénio.

A gs E Ci EiC EUA
Causasde  (umol m?2st) (mmol m2 s7) (umol mol™) m?2s1)/ (mmol m?2 s
variagao (umol mol?)  1)/(mmol H20
m2s?)
Valores de F
Cd 4.0636" 0.4904ns 1.0098s 1.2306ns 2.9770° 0.84351s
Se 0.6762ns 1.5002ns 1.2544ns 2.2930ns 2.16720s 0.07120s
Cd x Se 1.9576ns 0.8175ns 0.9308rs 1.9856ns 1.5215ns 0.9151ns
Média 24.94 0.17 2.94 130.83 0.22 7.54
CV (%) 12.7 12.1 19.7 9.7 24.7 29.9

Nas Figuras 1A e 1B, estao contidas as médias de A e EiC sob as concentragdes de
Cd. Mediante aos resultados, constatou-se que a A variou entre 23,05 e 27,94 pmol m2 s
e a EiC variou de 0,18 a 0,28 pmol m2 s / pmol mol, de tal forma que os menores valores
resultaram da aplicagdo de 3 mg L' Cd, ao passo que as maiores médias foram obtidas no
tratamento controle.

Conforme o estudo de regressao, observou-se que a aplicacao de 3 mg L-* Cd provo-
cou decréscimos na A e na EiC de 17,49 e 37,10%, respectivamente, em relagao ao trata-
mento controle. Nota-se que, independentemente da concentracao aplicada de Cd ocorreu
a diminuig¢do tanto na A quanto na EiC em comparagao ao tratamento controle.

Esses resultados de limitagdo fotossintética, com o comprometimento da A e EiC,
corroboram com os encontrados por Ahmad ef al. (2015b) e devem-se ao fato de que o
estresse induzido pelo Cd pode ter comprometido os processos de abertura e fechamento
estomatico (Wu; Jong; Lee, 2006). Outro possivel motivo seria a interrupgao da fase car-
boxilante da fotossintese, onde o Cd influencia na diminui¢ao das duas principais enzimas
de fixagao de CO,, a ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase (RuBPCase) e a fosfoenolpiruvato
carboxilase (PEPCase) (Krantev et al., 2008).

285 i (A) 2 032 1 (B)
y=0,4872x" - 3.0831x +27.9543 —i:
270 R*=0,9997 s 028 @
& o y =-0.0183x +0.2617
2557 = 0.25 1 R*=0.6529
s E
2 240 1 2 0.2 4
< S ®
25 - 3 0.18 A
v [ ]
4
210 T T d 0.15 T T d
0,0 1.5 3.0 4.5 0.0 L5 3.0 4.5
Cadmio (mg kg'!) Cadmio (mg kg!)

Figura 1. Taxa de assimilacao liquida de CO2— A (A) e eficiéncia instantanea de carboxilagao - A/Ci
(B) de plantas de milho em fungao das concentrag¢des de cadmio.
3.2. Teores de pigmentos fotossintetizantes

Os resultados da ANOVA (Quadro 3) apresentaram que os teores de Chl a, Chl b,
Chl e carotenoides foram influenciados pelos efeitos isolados de Cd e pela interagao entre
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os fatores de Cd e Se. Apenas os teores de carotenoides sofreram influéncia do efeito iso-
lado da aplicagao de Se (p < 0,01).

Quadro 3. Resumo da analise de varidncia em relagao aos teores de Clorofila g, b, total e carotenoides
de plantasde milho em fung¢ao dos niveis de cadmio e selénio.

Causas devariagao Clorofila a Clorofila b Clorofila total Carotenoides
Valores de F

Cd 10.833" 4.4038" 13.611" 3.7412"

Se 0.8462ns 0.4084n0s 1.0891ns 5.9219"
Cd x Se 4.5535" 2.2263" 2.3200" 4.5943™
Blocos 0.6035"s 3.4593" 0.8507ns 0.7476ns
Média 0.73 0.67 1.42 134.01

CV (%) 22.5 16.1 20.6 18.9

NS njo significativo; ** significativo a 1% de probabilidade; * significativo a 5% de proba-
bilidade pelo Teste F. Cd = cadmio; Se = selénio.

A interacdo entre 5 mg L' de Se e 3,0 mg L de Cd originou incrementos nos teores
de Chl a (Figura 2A), Chl b (Figura 2B) e Chl, (Figura 2C) tendo apresentado médias de
1,05; 0,94 e 1,99 mg g' MF, respectivamente. A combinacao entre os fatores ocasionou
acréscimos de 133,33%, 91,84% e 111,70% nas variaveis Chl a, Chl b e Chl, respectiva-
mente, em comparacao ao tratamento controle. Quando analisado o efeito das aplicagoes
de Cd isoladamente, notamos que ocorreu um acréscimo nos teores de Chl a, Chl b e Chl
até a dose de 3,0 mg L' de Cd, em relagdo ao tratamento controle, seguido de um pequeno

decréscimo na dose de 4,5 mg L' de Cd, sendo estes valores superiores ao tratamento
controle.

{(A) (B)

i 209
P a2 it
2% B <os 2% <08
e £ <08 £z B <0
L BE<or ”.3 [

? z 34
Zt B <0¢ z3 B <0
z R <04
Z# Bl <05 27 <o

| R
.

(€) (D)
'e
= >19% on X0,
OO0

- - | ESEH -7 ettt ,:II”//,
zZz | ESR 3 » e/

- < - el
2 | b ) LI
c.9 Elcts .z o
224 B <138 28 4

-

%3 < 2%
Z% -

2= 1011 +0.750x - 0.157 - 0.104y = 0.025v* - 0.005xy (R = 0.96) = 100362 1446k = 4413 - 3170y = 4.168% - 0.397xy (R = 0.81)

Figura 2. Teores de clorofila a (A), clorofila b (B), clorofila total (C) e carotenoides (D) de plantas de
milho em fung¢do da combinagao dos niveis de cddmio e selénio
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Os teores de carotenoides (Figura 2D) variaram entre 102 a 184 mg g' MF para a
aplicacdo de 4,5 mg L' de Cd e o tratamento controle, respectivamente. Por meio da ana-
lise de regressao é possivel notar que ocorreu um acréscimo linear de 80,39% entre o tra-
tamento controle e a dose de 4,5 mg L de Cd. A interagdo entre os maiores niveis aplica-
dos de Cd e Se proporcionou a média de 151 mg g! MF, sendo representado pelo decrés-
cimo de 17,93% em relacao ao encontrado na concentragao de 4,5 mg L de Cd quando
aplicado isoladamente.

O aumento nos teores de Chl a, Chl b e Chl até a dose de 3 mg L-! de Cd, possivel-
mente, se deve a uma tentativa de adaptagao da planta, sugerindo alguma capacidade das
plantas em tolerar o Cd em seus tecidos, em virtude destas concentrag¢des, até a dose in-
dicada, ndo proporcionarem efeitos adversos de toxidez nas variaveis em questao. O es-
tresse causado pela aplicacao de 4,5 mg L de Cd passou a afetar as plantas diminuindo
os teores de clorofila, podendo essa reducio estar atribuida a inibigdo de enzimas como o
acido daminolevulinico desidratase (ALA-desidratase) e protoclorofilida redutase, que es-
tao associadas a biossintese de clorofila (Parmar; Kumari; Sharma, 2013).

A aplicacao de Se combinada com o Cd proporcionou uma recuperagao nos teores
de Chl a, Chl b e Chl, podendo ter ocorrido devido o fornecimento de niveis adequados
de Se ter atuado na protecao das enzimas cloroplastidicas acelerando a biossintese de clo-
rofilas, aumentando os teores de pigmentos fotossintéticos, auxiliando assim, na protegao
do sistema fotossintético (Filek et al., 2010; Feng et al., 2015).

Os resultados a respeito do aumento dos teores de carotenoides em decorréncia das
aplicagdes de Cd, podem estar relacionados a uma resposta das plantas ao estresse pro-
vocando por este metal, devido as plantas, ao se encontrarem em situagdo de estresse au-
mentam suas concentragdes de carotenoides, como meio de combater a formacgao de radi-
cais livres (Pernia et al., 2008).

Nesse sentido, o aumento no teor de carotenoides no tecido foliar das plantas pode
estar relacionado com o mecanismo antioxidante. Tendo a interagdo do Cd com o Se pro-
porcionado uma diminui¢do nos teores de carotenoides, devido o Se possuir agao antio-
xidante mitigando os danos induzidos pelo estresse por Cd.

4. Conclusao

A aplicagao isolada de Cd afetou a A, EiC, Chl a, Chl b e Chl, principalmente, na dose
de 3 mg L' de Cd e nos carotenoides na dose de 4,5 mg L-1 de Cd. Entretanto, o Se ndo
causou influéncia sobre os parametros de trocas gasosas, tendo o Cd propiciado o decrés-
cimo destas variaveis.

O Se amenizou os efeitos do estresse por cAddmio em plantas de milho sobre a Chl a,
Chl b, Chl e carotenoides, podendo desta forma, aumentar a capacidade de defesa antio-
xidante dessas plantas, sendo as doses de 3 a 5 mg L-1 de Se as que contribuiram para
uma melhoria dos efeitos deletérios do Cd.
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