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RESUMO

O aumento de atividades antropogénicas tém contribuido para elevacao de metais toxicos, como
o niquel (Ni), em niveis indesejaveis nos agroecossistemas. O Ni € considerado um
micronutriente essencial para o desenvolvimento e crescimento das plantas, contudo, em altas
concentragfes pode causar efeitos toxicos, podendo provocar a bioacumulacdo e
biomagnificacdo em toda cadeia alimentar. Entretanto, pouco se sabe sobre 0s mecanismos de
defesa de plantas cultivadas ao estresse ocasionado pelo Ni, associando 0s parametros
fisioldgicos, morfoldgicos e bioquimicos, sendo essa uma estratégia biotecnoldgica de grande
utilidade para manter a salde, o crescimento e a producédo da cultura. Diante disso, 0 presente
estudo avaliou alteragdes induzidas por diferentes doses de sulfato de niquel (NiSO.) nas
caracteristicas bioguimicas e morfofisioldgicas em plantas de feijao-caupi (BRS Guariba). O
experimento foi conduzido na UFRPE-UAST, em casa de vegetacdo. Foi adotado um
delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 4x2, com quatro niveis de
Ni2* (0, 0,5, 1,5 e 2,0 mM) e dois tempo de aplicacdo: T1- aplicacio desde a semeadura (DAS-
0) e T2 — aplicacdo 10 dias apds a semeadura (DAS-10), com 5 repeti¢des, durante 30 dias.
Foram realizadas medidas biométricas e de biomassa, massa seca dos noédulos, potencial hidrico
foliar (¥w), fluorescéncia da clorofila a, teores de pigmentos fotossintéticos, grau de
peroxidacdo lipidica (TBARS), dano de membrana (DM), conteddo de H-O:, conteudo de
carboidratos soltveis (TSC), bem como a capacidade antioxidante estimada pela atividade da
catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX) e a ndo enzimatica, medida por meio do conteido
de &cido ascérbico (AA), compostos fendlicos (TPC), captura do radical DPPH e poder redutor
do ferro (FRAP). A condutancia estomatica (gs) foi verificada no inicio, meio e final do
experimento. Os resultados demostram que o NiSOs inibiu 0 desenvolvimento das plantas de
feijdo-caupi, principalmente, pela diminuicdo das caracteristicas analisadas da parte &rea. O
conteddo de pigmentos fotossintéticos foi alterado de formas distintas: pela inibicdo da
biossintese da Chla e acimulo da Chlb e carotenoides. O estresse oxidativo foi identificado pelo
acumulo do H20-, com maior intensidade no cenario DAS-0, cerca de 173% maior em 2mM e
pelos altos indices de peroxidacdo lipidica (TBARS), cerca de 75% maior na mesma
concetragéo, quando comparado ao controle. O ¥y, e a gs sofreram redugdes com aumento das
doses de Ni. O teor de TSC aumentou mais 80% no cenario DAS-0 em 2mM, comparando-o
ao controle. As atividades de CAT e APX foram aumentadas com as crescentes doses de NiSOsa,
bem como o sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico (TPC, DPPH, FRAP e AA). A
analise de PCA sugere que o cenario DAS-0 foi mais afetada que a DAS-10, indicando que a
fase de desenvolvimento e transplantio devem ser consideradas ao se realizar a implantagdo em
solos contaminados com Ni. Conclusivamente, os resultados aqui obtidos indicam,
consistentemente, o efeito da toxidez induzida pela niquel sobre os parametros
morfofisioldgicos e bioquimicos de forma integrada.

Palavras-chave: Antioxidante; Estresse oxidativo; Feijdo-caupi; Mecanismo de toxidez;
Metais toxicos.



ABSTRACT

The increase in anthropogenic activities has contributed to the rise of toxic metals, such as
nickel (Ni), at undesirable levels in agroecosystems. Ni is considered an essential micronutrient
for the development and growth of plants, however, in high concentrations it can cause toxic
effects, which can lead to bioaccumulation and biomagnification throughout the food chain.
However, little is known about the defense mechanisms of cultivated plants to the stress caused
by Ni, associating the physiological, morphological and biochemical parameters, which is a
very useful biotechnological strategy to maintain the health, growth and production of the crop.
Therefore, this study evaluated alterations induced by different doses of nickel sulfate (NiSO4)
in the biochemical and morphophysiological characteristics of cowpea plants (BRS Guariba).
The experiment was conducted at UFRPE-UAST, in a greenhouse. A completely randomized
design (DIC) was adopted in a 4x2 factorial scheme, with four levels of Ni?* (0, 0,5, 1,5 and
2,0 mM) and two application times: T1- application from sowing (DAS- 0) and T2 — application
10 days after sowing (DAS-10), with 5 replications, for 30 days. Biometric and biomass
measurements, nodule dry mass, leaf water potential (Ww), chlorophyll a fluorescence,
photosynthetic pigments, degree of lipid peroxidation (TBARS), membrane damage (DM),
H:0: content, of soluble carbohydrates (TSC), as well as the antioxidant capacity estimated by
the activity of catalase (CAT) and ascorbate peroxidase (APX) and the non-enzymatic one,
measured through the content of ascorbic acid (AA), phenolic compounds (TPC), capture of
the DPPH radical and iron reducing power (FRAP). The stomatal conductance (gs) was verified
at the beginning, middle and end of the experiment. The results show that NiSOs inhibited the
development of cowpea plants, mainly due to the decrease in the analyzed characteristics of the
aerial part. The content of photosynthetic pigments was altered in different ways: by inhibition
of Chla biosynthesis and accumulation of Chlb and carotenoids. Oxidative stress was identified
by the accumulation of H.O., with greater intensity in the DAS-0 scenario, about 173% higher
in 2mM and by the high lipid peroxidation index (TBARS), about 75% higher in the same
concentration, when compared to the control. The Yw and gs were reduced with increasing
doses of Ni. TSC content increased by a further 80% in the DAS-0 scenario at 2mM compared
to the control. CAT and APX activities were increased with increasing doses of NiSOs, as well
as the non-enzymatic antioxidant defense system (TPC, DPPH, FRAP and AA. The PCA
analysis suggests that the DAS-0 scenario was more affected than the DAS-10 scenario,
indicating that the development and transplanting phase must be considered when implanting
in soils contaminated with Ni. Conclusively, the results obtained here consistently indicate the
effect of nickel-induced toxicity on morphophysiological and biochemical parameters in an
integrated manner.

Keywords: Antioxidant; Cowpea; Mechanism of toxicity; Toxic metals; Oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

Um aumento consideravel de acbes antropogénicas (como atividades de mineragao, uso
inadequado de pesticidas, fertilizantes e rejeitos de industrias) tem contribuindo de forma
brusca para a poluicdo do meio ambiental, sendo parte dessa poluicdo atribuida a
disponibilidade de grandes quantidades de metais tdxicos para o ecossistema, podendo assim
afetar a fertilidade de solos, a produtividade de culturas e, consequentemente, a bioacumulagao
desses metais em plantas (FAO and UNEP, 2021). O elemento quimico niquel (Ni) é
considerado um dos 23 poluentes metalicos que vem ameacando severamente 0s sistemas
agroecoldgicos e a saide humana (KUMAR et al., 2021). Devido ao seu duplo efeito na biota
terrestre, de essencialidade e toxicidade, o Ni (Il) tem sido interesse de muitas pesquisas
(HASSAN, et al., 2019). Entretanto, pouco se sabe sobre 0s mecanismos bioquimicos
associados as caracteristicas fisiologicas e morfologicas das plantas responsivas a exposicdo
por esse metal toxico (FABIANO et al., 2015; HASSAN, et al., 2019; KUMAR et al., 2021).

Do ponto de vista bioldgico, o Ni é considerado essencial para o crescimento e
desenvolvimento das plantas, uma vez que ele atua como cofator de enzimas muito importantes
para 0 metabolismo vegetal (KUMAR et al.,, 2021). Sua deficiéncia, além de inibir o
crescimento vegetativo, também contribui para um aumento na taxa de senescéncia, bem como
provoca alteragfes no metabolismo do nitrogénio e absorcdo do ferro (WOOD et al., 2006).
Além disso, pode causar clorose nas folhas e induzir necrose em regiGes meristematicas,
diminuicéo da atividade da enzima urease (KUPPER et al., 2007), reduz a atividade da enzima
desidrogenase, 0 desenvolvimento do endosperma, o crescimento do embrido e da raiz e a
producdo de sementes (TABATABAEI et al., 2009).

Segundo Yusuf et al. (2010), o nivel de alerta de toxicidade do Ni é de mais de 10 mg/kg
de massa seca (MS) em espécies sensiveis, > 50 mg/kg de MS em espécies moderadamente
tolerantes e > 1.000 mg/kg de MS em plantas hiperacumuladoras de Ni. Em geral, o limite de
Ni considerado seguro para as plantas é de aproximadamente 1,5 mg/kg e no solo de 75-150
mg/kg (KUMAR et al., 2021). No Brasil, por exemplo, o Conselho Nacional do Meio Ambiente
(2009) orienta que o limite permitido de Ni em solos agricolas seja de aproximadamente 70 mg
kg™

O nivel de toxicidade de niquel nas plantas acaba acarretando uma cadeia de reacfes

deletérias em importantes vias metabdlicas (SHAHZAD et al., 2018). As principais causas sdo
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danos associados a inibi¢éo da sintese de pigmentos fotossintéticos, que alteram a taxa de trocas
gasosas, reducdo da condutancia estomaética, taxa de transpiracdo e eficiéncia do uso da agua,
perturbacdo do transporte de elétrons durante as reacdes luminosas no fotossistema Il, bem
como a perturbacdo do metabolismo oxidativo, o que acaba contribuindo para a mortalidade
das plantas ou biomagnificagdo a longo prazo, e consequentemente, diminuido a produtividade
das culturas (SHAHID et al., 2017). Diante disso, as estratégias assumidas pelas plantas para
minimizar esse estresse sdo a ativacdo de enzimas, como a superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), e ascorbato peroxidase (APX) e antioxidantes ndo enzimaticos para eliminar
as espécies reativas de oxigénio (EROs) (BHALERAO; SHARMA,; POOJARI, 2015). Segundo
dados de uma revisdo recente (HASSAN, et al., 2019), é importante entender os papéis
funcionais do Ni e seus efeitos toxicos nas plantas, para que se possa encontrar solucdes
acessiveis e proeminentes, a fim de minimizar a entrada de Ni no ecossistema.

O entendimento das respostas das plantas a toxicidade pelo niquel ainda é limitada aos
seus parametros morfofisiolégicos e bioquimicos de forma isolada ou com poucas associaces
(HASSAN et al., 2019). A exemplo disso, destacam-se estudos que investigaram apenas as
respostas morfoldgicas de crescimento e desenvolvimento (KRAMER et al., 1997; PERALTA-
VIDEA et al., 2004; ODJEGBA et al., 2004; KER et al., 2010; PAPAZOGLOU et al., 2011;
PAPAZOGLOU et al., 2017). Séo investigados também os efeitos fisiol6gicos, como, por
exemplo, associados as trocas gasosas ou eficiéncia fotoquimica (CHANEY et al., 2008;
ADHIKARI et al., 2012; WANI et al., 2013; CHEN et al., 2014; FOURATI et al., 2016;
FOURATI et al., 2019; KOVAGIK et al., 2019; GE et al., 2020), bem como em relacio a
perturbacdo do metabolismo oxidativo pela ativivacdo de defesas antioxidantes (SINGH K.,
PANDEY S.N, 2011; THAKUR et al., 2015; ZHANG et al., 2020; AMARI et al., 2020). No
entanto, o conhecimento aprofundado desses parametros de forma conjunta e integrada é pouco
explorado.

As respostas dos estagios iniciais do clico da vida de plantas cultivadas em ambientes
contaminados com poluentes metalicos sdo cruciais para compreensao das varias maneiras
pelos quais esses metais toxicos (como o niquel) influenciam as fases criticas no crescimento e
desenvolvimento das culturas, podendo assim garantir a elaboracdo de melhores praticas na
agricultura (SENEVIRATNE et al., 2019). A exemplo, um estudo realizado por Kuriakose e
Prasad (2008), verificou que o estresse por cadmio afeta a germinacdo de sementes e o

crescimento de plantulas de Sorghum bicolor (L.) alterando as atividades de enzimas
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hidrolisantes. No entanto, h4 muitas lacunas informacionais relacionadas ao estudo da
influéncia de metais toxicos na germinacdo de sementes e estabelecimento de pléntulas
(SENEVIRATNE et al., 2019).

Tratando-se de plantas cultivadas, o feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) é
considerado uma das mais importantes culturas de seguranca alimentar e nutricional, sendo a
principal fonte de proteina para milhdes de pessoas nos paises em desenvolvimento (SINGH,
2014). E usado principalmente como cultura de grdos, no entanto, também pode ser usado como
forragem animal ou como abubacéo verde e protecédo do solo (BEHURA R, et al., 2015). Um
dos pontos fortes do feijdo-caupi é sua alta capacidade de adaptacdo a condigdes adversas,
incluindo ambientes quentes e secos, e solos pobres (JUNIOR et al, 2002; BOUKAR et al.,
2018), como a regido semiarido do Brasil. Em Pernambuco, estima-se que na segunda safra do
ciclo 2022/2023, o estado devera produzir mais de 30 mil tonaledas de feijdo-caupi (CONAB,
2022). Diante do que foi destacado, acredita-se que o feijdo-caupi seja um promissor modelo
vegetal para investigacdo dos efeitos da toxidez induzido pelo niquel.

Diante do exposto, esse trabalho é fundamentado na hipétese de que o metabolismo de
plantas de feijao-caupi pode ser severamente danificado em seus parametros morfofisiol6gicos
e bioquimicos quando submetidas a concentracfes elevadas de Ni, principalmente desde a
semeadura. Além disso, espera-se que o trasplantio, apos o desenvolvimento inicial da plantula,
para solos contaminados possa minimizar os efeitos estressores desse metal, sendo essa uma
estratégia promissora para garantir a qualidade e a producdo das culturas. Portanto, o objetivo
principal desse estudo e avaliar alteracdes induzidas por diferentes concentracdes de sulfato de
niquel (NiSOs) nas caracteristicas bioquimicas ¢ morfofisioldgicas em plantas de feijao-caupi.
(BRS Guariba), submetidas a esse metal desde semeadura (fase VO) e apds o seu
desenvolvimento inicial (fase V2), quando ocorre a abertura e o crescimento das folhas

primarias.

20



95

96

97

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Contaminacdo ambiental por metais

Um aumento considerdvel nos ultimos anos das atividades industriais e agricolas, além
da crescente urbanizagdo, vem trazendo contribuigdes evidentes para a poluicdo ambiental,
liberando consideraveis quantidades de metais toxicos para o ecossistema (SUHANI et al.,
2021). No decorrer deste ultimo século, atividades como mineracgdo, fundicdo, curtumes, uso
inadequado de agroquimicos (como fertilizantes, pesticidas e outros produtos quimicos),
rejeitos de industrias eletrnicas, como pilhas e baterias, sdo consideradas as principais causas
da liberacdo de grandes quantidades de metais tdxicos no meio ambiente (JACOB et al., 2018;
FAO and UNEP, 2021).

Os problemas ambientais associados a contaminacdo de metais tdxicos, acarretam
impacto em escala mundial, uma vez que, por serem compostos inorganicos e néo
biodegradaveis, afetam a produtividade das culturas, a fertilidade do solo e consequentemente
a fitoacumulacdo desses metais em plantas (BHARGAVA et al., 2012; FOURATI et al., 2019;
GE et al., 2020). Mundialmente, cerca de 20 milhdes de hectares (que constitui 16% do total
aravel e 19% do agroecossistema), sdo considerados locais de contaminagdo por metais toxicos,
incluindo o Ni, que cobrem um total de 10 milhdes de locais em todo territorio mundial,
provocando impacto negativo na economia de aproximadamente 10 bilhdes de ddlares por ano
(KUMAR et al., 2021).

Solos poluidos por metais toxicos alteram sua capacidade de fornecer servigos
ecossistémicos de qualidade, como a suficiéncia e seguranca na producéo de alimentos, sendo
considerados preocupacdes globais emergentes que afetam varias formas de vida, incluindo
plantas, animais e seres humanos pela ingestao de alimentos contaminados (SRIVASTAVA et
al., 2017; FAO and UNEP, 2021).

Acdes antropogénicas sdo as principais causas da incorporacao desses metais t0Xicos no
ambiente, no entanto, a lixiviacdo, intemperismo e outros processos geoquimicos contribuem
de forma natural para esse processo (CHEN, M. et al., 2015). Como exemplo, certos tipos de
rochas, como a serpentinita, apresentam concentracfes particularmente elevadas desses
elementos que sdo altamente toXicos para os seres vivos (concentracdo de Cr 2980 mg/kg e Ni

2000 mg/kg nas rochas serpentinitas) e, como consequéncia do intemperismo e de processos
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pedogenéticos podem levar ao aumento da concentracdo desses metais no solo (MEUSER, H.
2010).

Dentre os contaminantes inorganicos mais comuns destacam-se elementos como o
arsénio (As), cadmio (Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), mercurio (Hg), chumbo (Pb), manganés
(Mn), niquel (Ni) e zinco (Zn), que apresentam grande preocupacdo para as plantas, solo, meio
ambiente e salde humana se estiverem presentes em concentragdes e/ou formas quimicas que
podem ser tdxicas para organismos vivos (IMTIAZ et al., 2016; FAO and UNEP, 2021). Diante
disso, estratégias devem ser consideradas a fim de amenizar, remover e compreender 0s
mecanismos de absorcdo desses metais pelas plantas, podendo assim contribuir para uma

sustentabilidade ambiental, bem como para a salde humana e de outros organismos.

2.2 Influéncia dos metais toxicos na germinacao e estabelecimentos das plantulas

Uma das fases mais significativas na vida de uma planta é a germinagdo das sementes,
sendo também muito sensivel as condi¢cdes quimicas e fisicas do ambiente, deste modo, quando
0s estagios iniciais no seu ciclo de vida (germinacdo das sementes e o estabelecimento das
plantulas) sdo afetados por concentragcdes indesejaveis de metais tdxicos, pode ocorrer
consequéncias duradoras nos niveis individuais da planta, populacdo e comunidade
(MOOSAVI et al., 2012).

Tratando-se das sementes, mesmo que seu revestimento possa atuar como uma barreira
principal restringindo os efeitos nocivos dos metais toxicos, a maioria das sementes e
consequentemente das mudas, apresentam um declinio na germinacgdo e também em seu vigor
em resposta a esse agente estressor, ocasionados, por exemplo, por alteragdes no sistema
antioxidante (SRIVASTAVA et al., 2014) e na producéo de reguladores de crescimento (como
o 4cido abscisico (ABA)) (ATICI; AGAR; BATTAL, 2005), catabolismo de proteinas
(KARMOUS et al., 2012), alteragOes proteicas (GIANAZZA et al., 2007), dano fotossintéticos
(SRIVASTAVA et al., 2014), entre outros, causando grande preocupacao para as praticas
agricolas e também florestais.

Segundo Seneviratne et al., (2019), ha muitas lacunas informacionais relacionadas ao
estudo da influéncia de metais toxicos na germinacdo de sementes e no estabelecimento de
plantulas, principalmente pela maioria dos estudos estarem concentrados em culturas de cerais,

(especialmente o0 arroz). Diante disso, se faz necessario a realizagdo de pesquisas adicionais em
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uma ampla gama de plantas, além de estudos de metais pouco estudados, como o Ni, por
exemplo, e dessa forma gerar subsidios para uma melhor compreensdo da multiplicidade de
maneiras pelas quais os metais toxicos podem influenciar as fases criticas de crescimento e
desenvolvimento das plantas (SRIVASTAVA et al., 2014;SENEVIRATNE et al., 2019).
Portanto, os efeitos de metais toxicos desde da germinacdo ao desenvolvimento das culturas
sdo uma importante area de pesquisa que merece estudo extensivo a fim de garantir a ampliacao

de melhores praticas na agricultura.

2.3 Niquel (Ni) no meio ambiente

O niquel é um metal de transicdo, de numero atdbmico 28 e massa atdmica de
aproximadamente 58,69 u (KUMAR et al., 2021). Naturalmente, é o0 vigésimo segundo (22°)
elemento mais abundante na crosta terrestre, compreendendo cerca de 0,008% de todo territério
(AMARI et al., 2017). O Ni é um componente natural da agua e do solo e com base na acidez
do solo pode existir em varias formas quimicas, dentre elas pode-se citar: Ni(OH)2, Ni3Os,
Ni203, NiO2, HNiO2, NiSO4, NiHCOs* ¢ NiCOs; (KUMAR et al., 2021). Ele é encontrado em
varios estados de oxidagéo (variando do -1 até o +4), no entanto, o Ni *2 ou Ni (I1), é sua forma
mais prevalente nos biossistemas (DENKHAUS; SALNIKOW, 2002). Além disso, é
considerado um dos 23 poluentes metalicos que vem ameacando de forma severa os sistemas
agroecoldgicos e a satude humana (DUDA-CHODAK A, BASZCZYK U, 2008).

Os meios antropogénicos de contaminacdo pelo Ni (11) no ambiente estdo associados a
efluentes industriais, galvanoplastia, aterros sanitérios, atividades de mineragéo, lodo de esgoto
domestico municipal, industria de tintas, além de pilhas e baterias, acessorios de banheiro,
cabos, dispositivos de ignicdo e industrias téxteis (KUMAR et al., 2021).

Com base na producdo e reservas mundiais de minas de niquel, em 2021 o Brasil ocupou
a oitava (8% posicdo em producdo de minas (100.000 t), ficando atras da China (120.000 t),
Canada (130.000 t), Australia (160.000 t), Nova Caledonia (190.000 t), Russia (250.000 t),
Filipinas (370.000 t) e Indonésia (1.000.000 t). J& em relagdo as reservas mundiais, o Brasil
ocupa a terceira (3% posic¢do (16.000.000 t), ficando atras da Australia e Indonésia, ambas com
reservas de 21.000.000 t (USGS, 2022). As principais reservas minerais brasileiras de niquel
referentes ao ano base de 2019 estdo localizadas nos estados de Goias (Niquelandia e Barro

Alto-GO), Bahia (Itagiba-BA) e Para (S&o Félix do Xingu, Parauapebas e Canad dos Carajas-
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PA), com producéo bruta de 4.563.879, 652.639 e 245.240 toneladas, respectivamente (ANM,
2020).

As principais fontes de contaminacdo por processos naturais do Ni nos ecossistemas
terrestres sdo por meio do intemperismo, erosao de rochas e erupg¢des vulcanicas (KUMAR et
al.,, 2021). Como exemplo, solos desenvolvidos a partir de rochas denominadas de
harzburguitos, que possuem extensdo do sertdo ao agreste de Pernambuco, contém altas
concentracdes de Ni disponivel, cerca de aproximadamente 85 mg kg , sendo essa uma das
maiores concentragdes ja encontradas em solos da regido semiarida do nordeste do Brasil (DA
SILVA et al., 2022). Estas observagdes demostram preocupacao ambiental e de salde, uma vez
que, estdo acima da diretriz regulatéria para solos agricolas no Brasil que estipulam um valor
recomendado de 70 mg kg * (CONAMA, 2009).

A elevada liberacdo de Ni (I1) no meio ambiente gera grande preocupacao devido a sua
deposicao em solos agricolas e dguas superficiais e por esse motivo tem sido interesse de estudo
de cientistas das diversas areas, tais como ambientais, fisiologicas e bioldgicas, uma vez que, 0
Ni apresenta duplo efeito (essencialidade e toxicidade) na biota terrestre (HASSAN et al.,
2019).

2.4 Essencialidade do niquel nas plantas

O niquel é considerado um micronutriente essencial para 0 crescimento e
desenvolvimento das plantas, pois, atua como cofator de enzimas importantes, incluindo
glioxalases, ureases, acetil-S-coenzima A-sintase, M redutase, superoxido dismutases,
peptideos deformilases e algumas hidrogenases (VATANSEVER et al.,, 2016). Sua
essencialidade foi relatada a primeira vez por fazer parte do sitio ativo da enzima urease, que
hidrolisa a ureia nos tecidos vegetais (POLACCO, J., 1977; BROWN et al., 1987; FABIANO
et al., 2015). Além disso, ele exerce funcBes cruciais na ureoélise, biogénese do metano,
acitogénese e metabolismo do hidrogénio, bem como na manutencéo do estado redox celular,
tolerancia e/ou defesa ao estresse e eficiéncia 6tima do uso do nitrogénio (POLACCO et al.,
2013; VATANSEVER et al., 2016).

De acordo com Gonzélez-Guerrero e colaboradores (2014), o Ni ainda pode
desempenhar papel importante da fixacdo bioldgica do N (nitrogénio) aumentando sua
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eficiéncia, uma vez que ele esté presente na enzima hidrogenase (Ni-Fe), responsavel por fazer
a reciclagem do hidrogénio molecular (Hz), produto obrigatorio da reducao do nitrogénio.
Embora seja considerado um micronutriente essencial, na maioria das plantas o Ni é
necessario em concentracdes relativamente baixas, cerca de 0,05- 0,10 mg/kg de matéria seca
(HASSAN et al., 2019). De acordo com estudos recentes apontados por Kumar, et al. (2021),
os sintomas conclusivos da deficiéncia do niquel em plantas sdo 0 embotamento das pontas
folhas ou foliolos, ondulacéo, clorose e necrose de pontas inteiras das folhas e/ou foliolos
(ocasionados pelo acumulo de ureia, por exemplo), fragilidade no rebento, formato de botéo
distorcido, diminuigdo da folhagem e das plantas, ldmina mal desenvolvida, redefinicdo e/ou
perda de dominancia apical, redugdo da distancia entre os internodios, sistema radicular fraco
com raizes fibrosas mortas e, finalmente, morte de plantas inteiras. Entretanto, apesar de sua
natureza essencial, em altas concentraces o Ni pode causar efeito fitotoxico, causando

alteragOes nocivas nas plantas.

2.5 Toxicidade do niquel nas plantas

Acima do nivel ideal, metais potencialmente toxicos podem provocar alteracdes negativas
no crescimento e desenvolvimento das plantas, o que se tornou um problema mundial (RAI et
al., 2021). Tratando-se do estresse ocasionado por niveis elevados de niquel, é possivel observar
distdrbios metabdlicos que levam ha uma diminuicdo da plasticidade das paredes celulares ao
Ni se ligar a pectina, e,em contrapartida, um aumento das atividades das peroxidases nas paredes
celulares e nos espacos intracelulares, sendo as peroxidases essenciais para a ligagdo e
lignificacdo entre polissacarideos, destacando-se o &cido fertlico como agente de ligacdo
(HASSAN et al., 2019). Além disso, a inibi¢do induzida por Ni no crescimento celular esta
relacionada a inibic¢do da divisdo celular (KUMAR et al., 2021).

Incialmente, como mostrado na tabela abaixo (Tabela 1) a toxicidade do Ni afeta a
germinacdo de sementes devido ao contato direto das sementes com o Ni, como relatado por
Zhang et al. (2006), reduzindo assim a absorcéo de agua e nutrientes e, finalmente, diminuindo
a taxa de fotossintese nas plantas. Consequentemente, o crescimento das plantas é
substancialmente reduzido (PAPAZOGLOU et al., 2011; ADHIKARI et al., 2012;
PAPAZOGLOU et al., 2017; ZHANG et al., 2020), acarretando a diminuicao da parte aérea e
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raizes das plantas (ODJEGBA et al., 2004; KER et al., 2010; SINGH K., PANDEY S.N, 2011;
WANI et al., 2013; SAINGER et al., 2014; KOVACIK et al., 2019).

Da mesma forma, a toxicidade do Ni nas folhas das plantas altera a concentracdo de
pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides), e essas alteragdes normalmente
causam necrose e clorose nas folhas (KRAMER et al., 1997; CHANEY et al., 2008; SINGH
K., PANDEY S.N, 2011; CHEN et al., 2014; FOURATI et al., 2016; IRFAN et al., 2017,
FOURATI et al., 2019). Além disso, o estresse originado pelo Ni provoca uma reducdo da
estabilidade da membrana e leva a perda de osmolitos e pressao de turgor (HASSAN et al.,
2019). Como consequéncia ocorre o fechamento estomaético e também altera o equilibrio entre
as EROs e o sistema de defesa antioxidante, que leva ao acimulo de EROs, induzindo assim ao
estresse oxidativo (SHAHZAD et al., 2018). Esse excesso de espécies reativas de oxigénio
altera a sintese de proteinas e lipidios, atividades enzimaticas, ocasionado dano de membrana,
oxidacdo de DNA e reducéo da divisao celular (SINGH K., PANDEY S.N, 2011; ADHIKARI
et al., 2012; SAINGER et al., 2014; THAKUR et al., 2015; ZHANG et al., 2020; AMARI et
al., 2020).

Além disso, metais toxicos como o Ni, podem causar efeitos toxicoldgicos na nodulacédo
e fixacdo de N> em leguminosas, pois o efeito estressor desses metais na simbiose rizébio-
leguminosa esta associada ao impedimento da formacdo de nddulos de fixacdo de N e
contaminacdo desses metais na eliminag@o de cepas efetivas de Rhizobium do solo (WANI,;
KHAN; ZAIDI, 2007a). Hammami et al., (2022) observaram que altas concentragdes de cloreto
de niquel (0,6-2,4 mM) diminuiram as caracteristicas nos nodulos (quantidade, diametro e
massa seca) na simbiose do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris). Deste modo, concentracfes
crescentes de metais toxicos afetam de forma desfavoravel tanto as rizobactérias promotoras de
crescimento quanto 0s processos biogeoquimicos mediados por elas (WANI; KHAN; ZAIDI,
2007b).

Tabela 1. Niveis de toxicidade de niquel e efeitos nas atividades fisioldgicas e/ou bioquimicas
de varias culturas. As concentragdes usadas nos respectivos estudos foram convertidas, quando
necessarias, para o padrdo de micromolar (mM), conforme os dados fornecidos pelos autores,
para uma melhor compreensao durante a leitura.

Nivel de Concentragdo Cultura Efeitos Referéncias
toxicidade convertida
500 uM 0,5 mM Thlaspi Desenvolvimento de clorose entre (KRAMER et al.,
goesingense  as veias e lesGes necréticas e uma 1997)
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500 mg/L

0,3mM

10 uM

200-400
mg/kg

10 ppm

40,5e 61,1
mg/kg

200
mg/kg

580
mg/kg

1,7mM

0,01 mM

0,4-0,8 mM

0,04 mM

3,86 e 7,23
mM

Medicago
sativa

Pistia
stratiotes

Brassica
oleracea

Helianthus
annuus L

Pistia
stratiotes L

Cynara
cardunculus

Riccinus
Communis L.

Lentilha var.

malka

reducéo significativa na perda de
agua da planta.

Concentracdo letal para mudas de
alfafa de 16 dias de crescimento
da planta.

O alongamento da raiz foi
significativamente
Inibido e apresentou diminuicéo
gradual da area foliar.
Desenvolvimento de clorose ou
apresentava sintomas de manchas
marrons com ondulagdo da borda
da folha jovem.
Diminuicéo da raiz e da massa
total da planta e da razéo raiz /
parte aérea
Murcha, clorose, escurecimento
das pontas das raizes e raizes
guebradas, além disso, 0
contetdo relativo de agua
diminuiu. Os antioxidantes
(prolina e APX) aumentaram,
enquanto outros carotenoides e
contetdo de proteina e atividade
da catalase foram diminuidos.
Reducado significativa da altura da
planta, nimero de folhas e
producdo de biomassa fresca e
seca.

Foi identificado sintoma de
crescimento reduzido, além disso,
as raizes tratadas com Ni
apresentaram diminuicéo do
namero de células na regido do
cortex, também parecia que a
regido do cdrtex consistia em
células parenquimatosas
alongadas em vez de tecido
parenquimatoso normal como na
planta de controle.

Diminuiu significativamente o
comprimento das raizes e brotos,
bem como o conteudo de
clorofila, leghemoglobina, o
contetdo de nitrogénio, o
rendimento da semente e a
proteina do gréo.

etal., 2004)

(ODJEGBA et al.,

2004)

(CHANEY etal.,

2008)

(KER et al., 2010)

(SINGH K.,

al., 2011)

2012)

(PERALTA-VIDEA

PANDEY S.N, 2011)

(PAPAZOGLOU et

(ADHIKARI et al.,

(WANI et al., 2013)
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100 uM

8,0 MM

400 uM

100 uM

75,4
mg/kg

1200
ug/L

50

30
uM

0,6 a2,4mM

0,1 mM Populus

cathayana

Brassica
juncea

0,4 mM Brassica

juncea

0,2 mM Cakile

maritima

157 mM Beta vulgaris

L.

0,005 mM Eichhornia

crassipes

0,05 mM Sesuvium
portulacastru

m L.

0,03 mM Taraxacum

Vigna
unguiculata

Diminuicéo significativa do
conteudo de pigmento e taxa
fotossintética, causando prejuizo
visivel na estrutura da organela
celular e induzindo disturbios e
desequilibrios 6bvios no
conteudo de N das plantas
femininas.

Afetou negativamente o
comprimento da radicula, o indice
de vigor de plantulas, além de
diminuir significativamente a
biomassa da raiz e da parte aérea
medida. Induziu também niveis
de prolina significativamente
maiores em todas as partes da
planta e aumento o contetdo de
nitrogénio total nas raizes e
caules.

O acumulo de Ni aumento os
teores de Fe e K, tidis ndo
protéicos e prolina livre, além de
ocasionar um desequilibrio redox,
produzindo EROs.
Prejudicou a atividade da
fotossintese, contetido de
clorofila e fotossistema |1, além
de ocasionar diminuic¢éo na parte
a aérea e raiz da planta.

O acumulo de Ni inibiu o
crescimento o e a concentragao
destacada foi letal para as plantas

Afetou a biossintese da clorofila
e, portanto, resultou em sintomas
visiveis de clorose, clorose
peciolar e necrose levando a
decomposicao da planta.
Induziu clorose, diminuicéo do
conteido de pigmento
fotossintético, deficiéncia de
acumulo de nutrientes e danos a
membrana.

Deplecédo da biomassa da raiz,
clorofilas, contetido de agua e
alguns minerais.
Numero de folhas
significativamente afetados;
crescimento da parte aérea mais
afetado do que o crescimento das
raizes; contetido de clorofila ‘b’ e
carotenoides diminuidos;

(CHEN et al., 2014)

(SAINGER et al.,
2014)

(THAKUR et al.,
2015)

(FOURATI et al.,
2016)

(PAPAZOGLOU et
al., 2017)

(IRFAN et al., 2017)

(FOURAT]I et al.,
2019)

(KOVAGIK et al.,
2019)

(MUJEEB et al.,
2019)
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283
284
285
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287
288
289
290
291
292
293
294
295

33,06
uM

100
uM

200
uM

25a400
mg/kg

0,33 mM

0,1 mM

0,2 mM

06 -24
mM

Hydrilla

verticillata

Brassica
juncea

Sedum
alfredii

Phaseolus
vulgaris

aumento significativo do teor de
fendis.

Inibicdo do crescimento da planta
e aumento do conteido de MDA
nas hastes.

O contetdo de MDA aumentou, o
niquel também aumentou as
atividades da (SOD), ascorbato
peroxidase (APX) e guaiacol
peroxidase (GPX), sugerindo um
maior nivel de estresse oxidativo
O alto estresse de Ni aumentou a
translocacg&o raiz-rebento de Ni

Diminuicéo significativa no peso
seco da raiz e da parte aérea,
relacdo parte aérea/raiz, numero
de vagens, contetdo de nitrogénio
nas raizes e parte aérea, nimero
de nodulos, peso seco dos
nodulos e diminuiu intensamente
com 0 aumento da concentracao
de HMs no solo. Diminuiu 0s
pigmentos da fotossintese e 0
verdor da folha (SPAD).
Atividades de eliminacdo de
DPPH, POD, SOD, APX e CAT
melhoradas pelo aumento da
concentracdo

(ZHANG et al.,
2020)

(AMARI et al.,
2020)

(GE et al., 2020)

(HAMMAMI et al.,
2022)

Levando em conta que um grupo muito diverso de processos morfofisiologicos e

bioquimicos no metabolismo das plantas estdo diretamente associados aos micronutrientes,

como o niquel por exemplo, elucidar o mecanismo por tras da absorcdo desse elemento

envolvidos nesses processos é de grande relevancia para 0 avancgo da ciéncia vegetal e precisam

ser explorados.

2.6 Mecanismo de defesa das plantas em resposta ao estresse por metais toxicos

Por serem sesseis, as plantas ndo possuem a capacidade de evitar o estresse abiotico

simplesmente se deslocando para um ambiente mais favoravel. Como alternativa, elas

desenvolveram a capacidade de compensar as condicOes estressantes, mediante alteracdo dos

processos fisiologicos e bioquimicos de desenvolvimento para manter o crescimento e a
reproducdo (YADAV et al., 2021).
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A suscetibilidade das plantas atribuidas aos metais tdxicos acionam mecanismos
antioxidantes enziméticos e ndo enzimaticos, contudo, a dire¢do de sua resposta depende
internamente da espécie de planta, do metal e de sua severidade (SOLANKI et al., 2011). Esses
mecanismos possuem a funcdo tanto de eliminar radicais livres formados pela presenca de
metais tOXicos, ou atuar como quelantes (APEL; HIRT, 2004)

O sistema de defesa antioxidante enzimético das plantas é composto pela superéxido
dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX), glutationa peroxidase (GPX) e catalase (CAT),
no qual, de forma integrada, estas enzimas atuam nos diferentes compartimentos celulares,
favorecendo o equilibrio entre a taxa de formacdo e eliminacdo dessas espécies reativas de
oxigénio, mantendo os niveis de EROs ideais para sinalizacdo celular (APEL; HIRT, 2004). Os
antioxidantes ndo enzimaticos conhecidos sdo o ascorbato (AsA), glutationa (GSH),
carotenoides, alcaloides, tocoferois, prolina e compostos fenolicos (flavonoides, taninos e
lignina), apresentam fungdo importante no sequestro de radicais livres (GILL et al., 2010;
QAMER et al., 2021; SADEGHIPOUR et al., 2021).

A toxicidade do Ni também induz estresse oxidativo que pode ser medido como
malondialdeido (MDA), produto secundario da peroxidacdo lipidica, que ocasiona uma reagao
em cadeia induzida por EROs, causando a degradacéo de fosfolipidios de membrana, com isso,
o MDA é um marcador essencial de dano oxidativo, utilizado para verificar o grau de injaria
provocado a membrana celular (SHAHZAD et al., 2018).

Diante das estratégias de busca realizadas para o desenvolvimento desse trabalho,
percebe-se uma escassez de pesquisas relacionadas aos mecanismos bioquimicos de plantas
associadas as suas respostas fisiologicas e morfoldgicas, principalmente se tratando do niquel.
Com base em dados de revisdes recentes, a falta de informagdes sobre os mecanismos de
absorcdo e tolerancia do niquel pelas plantas intensifica as problematicas relacionadas ao seu
acumulo no ambiente, particularmente nos solos, tornando-se perigoso para producéao agricola
em um futuro proximo (HASSAN et al., 2019; RAI et al., 2021). Deste modo, dados dos
mecanismos de adaptacao das plantas ao estresse por niquel em nivel morfologico, fisioldgico

e bioquimico devem ser melhor explorados de forma conjunta e integrada.

2.7 Feijao-caupi: Vigna unguiculata (L.) Walp. (Fabaceae)
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O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walpers), € uma cultura herbacea anual cultivada
principalmente nos sistemas agroecoldgicos de clima seco como 0s dos tropicos da Ameérica
Latina, Africa e sul da Asia (BOUKAR et al., 2018). E uma leguminosa pertencente & familia
Fabacea, tribo Phaseoleae, género Vigna e se¢do Catiang (MARECHAL, MASCHERPA, &
STAINER, 1978). No Brasil, a depender da regido, a cultura recebe varios nomes populares,
dentre os quais estdo: feijdo-de-corda e feijdo-macassa (na regido Nordeste); feijao-de-praia,
feijdo-da-colania e feijdo-de estrada (na regido Norte) e feijao miudo (na regido Sul) (NEVES,
etal, 2011).

Tratando-se de plantas cultivadas, o feijdo-caupi é considerado uma das mais
importantes culturas de seguranga alimentar e nutricional, sendo a principal fonte de proteina
para milhdes de pessoas nos paises em desenvolvimento (SINGH, 2014). E usado
principalmente como cultura de grdos, no entanto, também pode ser usado como forragem
animal e, ainda como adubacéo verde e protecdo do solo (BEHURAR, et al., 2015; ANDRADE
JUNIOR, et al., 2002). Além disso, um dos seus pontos fortes é sua alta capacidade de adaptaco
a condicOes adversas, incluindo ambientes quentes e secos e solos pobres (BOUKAR, et al.,
2018), como a da regido do semiarido do Brasil, além de servir como fonte de renda para
pequenos agricultores (NKOMO, et al., 2021).

Em termos de producdo, Pernambuco é o segundo maior produtor de feijdo do Nordeste,
ficando atras apenas da Bahia, sendo a regido prdpicia preferencialmente a cultura de variedade
caupi, que exibe rusticidade bastante elevada, sobretudo em relacdo a demanda hidrica,
adaptando-se bem as condicdes de menor disponibilidade de &gua, além disso, no Brasil, o
feijdo-caupi é o segundo mais cultivado (CONAB, 2022). Para a safra de 2022/2023, a Conab
estima uma producéo de 39,8 mil toneladas de feijao-caupi em Pernambuco, com produtividade
de 320 kg/ha (CONAB, 2023).

A cultivar BRS Guariba, obtida do cruzamento da linhagem IT85F-2687, introduzida
do International Institute of Tropical Agriculture — IITA, em Ibadan, Nigéria, com a linhagem
TE87-98-8G, do Programa de Melhoramento da Embrapa Meio-Norte, em Teresina, P, possuli
ciclo precoce (65-70 dias) e caracteristicas moderadamente tolerantes a seca e altas
temperaturas, além de apresentar ampla adaptabilidade a condigdes adversas (FREIRE FILHO,
et al., 2004). Diante dessas observacdes, acredita-se que esta espécie vegetal tem grande
potencial para servir de modelo para avaliar o efeito do niquel em suas fungdes bioquimicas e

morfofisioldgicas.
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3. HIPOTESE

Plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata), quando submetidas a concentracfes
crescentes de sulfato de niquel (NiSOa4) desde a semeadura (na fase de desenvolvimento VO0)
terdo seus parametros morfoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos mais danificados do que quando
submetidas as mesmas concentracfes ap0s seu desenvolvimento inicial (na fase de

desenvolvimento V2).
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4.0BJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar alterac6es induzidas por diferentes concentracdes de sulfato de niquel (NiSQO4)
nas caracteristicas morfologicas, fisiologicas e bioquimicas em plantas de feijdo-caupi

(BRS Guariba) em diferentes fases fenoldgicas.

4.2 Objetivos Especificos

Analisar o crescimento e desenvolvimento de plantas de feijdo-caupi na auséncia e sob
diferentes concentracdes de Ni (11), a partir de parametros biométricos;

Avaliar alteracBes nos pardmetros fisiologicos associados a medidas de condutancia
estomatica (gS), eficiéncia fotoquimica e poténcia hidrico foliar Py,

Determinar os contetdos de pigmentos fotossintéticos (clorofilas a, b, totais e
carotenoides) em plantas de feijdo-caupi na auséncia e presenca de Ni (11);

Quantificar o contetido de carboidratos soltveis totais (TSC) em plantas de feijao-caupi
na auséncia e sob diferentes concentracdes de Ni (I1);

Verificar a sinalizacdo de estresse oxidativo por meio do conteudo de &cido
tiobarbitarico (TBARS), peroxido de hidrogénio (H202) e dano de membrana em
plantas submetidas concentracdes crescentes de Ni (11);

Avaliar as mudancas na capacidade de protecdo oxidativa com base na atividade das
enzimas APX e CAT e ndo enzimatica, por meio da quantificacdo do DPPH, FRAP,
compostos fendlicos totais (TPC) e acido ascorbico (AA) em folhas de plantas de feijao-
caupi na auséncia e presenca de Ni (11).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Area de estudo

O experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo na Universidade Federal Rural
de Pernambuco - Unidade Académica de Serra Talhada (UFRPE-UAST), situada no municipio
de Serra Talhada, PE, sertdo do Pajeu (7°57'09.4"S 38°17'42.9"W), bem como nos laboratorios
do programa de Pés-Graduacdo em Producdo Vegetal da UAST. De acordo com Kdppen-
Geiger, o clima local é do tipo BSwh’ (clima semiarido e quente, com inverno Seco)
(ALVARES et al., 2014), com precipitacdo pluvial média anual em torno 642 mm,
concentrando o periodo mais chuvoso nos meses de janeiro a abril, temperatura média do ar de
24,8°C, umidade relativa do ar de aproximadamente 62% e demanda atmosférica superando o0s
1800 mm (ARAUJO JUNIOR et al., 2021). As condicdes ambientais da casa de vegetacio
foram monitoradas diariamente por meio de um registrador portatil de temperatura e umidade
(OM-EL-USB-2-LCD, da OMEGA Enginnering, INC.) do tipo data logger.

3
S
4
I
g].
g S
1
§_
%- oo 100 100 1003000 190%00 200000 zz0wow0
Legenda
D Brasil
- Pernambuco
l:l Ser Takade Projeg@o Universal Tranversa de Mercator - UTM
@ Areade estudo Datum: SIRGAS 2000, Zona 22S
Fonte de dados: IBGE (2021)

Figura 01. Mapa de localizacdo da area de estudo situada na Unidade Académica de Serra
Talhada (UAST), municipio de Serra Talhada, PE. a) Visdo aérea da estufa agricola utilizada
no estudo localizada na UAST-UFRPE. b) Estufa agricola. Fonte: A autora.
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5.2 Material vegetal e conducéo dos tratamentos

Sementes de Vigna unguiculata L., Walp. (Cultivar BRS GUARIBA), foram obtidas
através do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA) de Recife-PE. As sementes foram
esterilizadas superficialmente através da imersdo em solugdo de hipoclorito de sddio a 3% por
5 minutos, posteriormente lavadas com agua destilada para remog&o do excesso do hipoclorito
de sddio e secas em temperatura ambiente. A semeadura foi realizada no dia 16/05/2022, em
vasos de 3,6 L de capacidade com substrato de areia fina lavada (seca em estufa de circulacédo
de ar forgado a 120°C, por 24 h) e vermiculita na proporcéo de 1:1 (v/v), irrigadas trés vezes
por semana (segunda, quarta e sexta-feira), com solugéo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950)
de % forca ibnica durante todo o experimento. Para o ensaio de toxicidade, as plantas foram
submetidas a doses crescentes (0,5, 1 e 2 mM) de sulfato de niquel (NiSQOa), dissolvidos na
solucdo nutritiva, durante um periodo de exposicdo de 30 dias, aplicados em diferentes fases
fenoldgicas da cultura do feijao-caupi. Para o grupo controle, as plantas foram tratadas apenas
com a solucdo nutritiva. A aplicacdo dos tratamentos no primeiro cenario do experimento
iniciou-se na fase de desenvolvimento VO (desde a semeadura), perdurando até o dia
14/06/2022. Ja no segundo cenério, a aplicacdo dos tratamentos foi iniciada 10 dias ap6s a
semeadura (25/05/2022), quando as plantulas apresentaram dois pares de folhas totalmente
expandidas, na fase V2, encerrada no dia 23/06/2022. Para ambas condi¢des houve um grupo
controle especifico a fim de comparar o efeito da toxicidade do Ni*? nas diferentes fases
fenoldgicas do feijdo-caupi durante o tempo de exposicéo ao sulfato de niquel.

Tabela 02. Codigos e descri¢do dos tratamentos, fase de desenvolvimento do feijdo-caupi e
datas em que foram realizadas as aplicacfes

- _— Fase de Data de inicio e
Caodigos dos Descricao dos : o
desenvolvimento de finalizacdo das
tratamentos tratamentos o T
aplicacdo aplicacoes
Solucéo nutritiva + 0,0
N1T1 mM de NiSO. (grupo
controle)
N2T1 Solugdo nutritiva + 0,5 FASE VO Inicio: 16/05/2022
mM de NiSO4 L
P - (Semeadura) Final: 14/06/2022
N3T1 Solucéo nutrlt]va +1,0
mM de NiSO,
Solucéo nutritiva + 2,0
N4T1 mM de NiSOs
Solugdo nutritiva + 0,0 .
- ’ Inicio: 25/05/2022
N1T2 mM de NiSO4 (grupo FASE V2 Final: 23/06/2022
controle)
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Solucéo nutritiva + 0,5 (Dois pares de folhas

N2T2 mM de NiSO, totalmente
Solucéo nutritiva + 1,0 expandidas)
N3T2 mM de NiSO;
Solucéo nutritiva + 2,0
N4T2 mM de NiSO4

5.3 Manejo de irrigacao

As irrigacOes foram realizadas utilizando o modelo de Hargreaves & Samani (1982).
Este modelo estima a evapotranspiracio de referéncia, ETo (mm dia?), considerando as

temperaturas didrias minima, méaxima e média, calculada através da equagdo (1).

ETy = 0,0023 (Tppeq + 17,8) * (Trmax — Trmin) > * (Rq * 0,408) )

Em que:

Tmed = Temperatura média, °C;
Tmax = Temperatura maxima, °C;
Tmin = Temperatura minima, °C;

Ra= Radiagéo extraterrestre, MJ/m por dia.

Na varidvel Ra considerou-se os valores 32,10 para maio e 30,40 para junho,
considerando a latitude de 8° (MEDEIROS, 2013). As variaveis de temperatura foram coletadas
diariamente em data logger, localizado no interior da casa de vegetacao.

A evapotranspiracdo da cultura foi estimada através da equacéo (2):

ETc = ETo * K¢ (2

Onde ETc é a evapotranspiracio da cultura em mm diat, ETo corresponde a
evapotranspiracdo de referéncia em mm dia™, obtido através da equagio de Hargreaves &
Samani e Kc o coeficiente da cultura, onde foram consideras das fases do ciclo dos 0-15 dias,
0,5 e dos 16-44 dias, 0,8. As irrigacfes foram efetuadas respondendo-se as ETcs do periodo
anterior a ultima irrigagdo (ANDRADE, et al., 2018). No periodo experimental a ETo média

foi de 4,76 mm dia™*, com valores maximos de 6,84 mm dia* e minimos de 3,04 mm dia™.
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Figura 02. CondicGes ambientais e disponibilidade hidrica via irrigacdo durante o periodo
experimental de maio a junho de 2022 para a casa de vegetacao localizada na UFRPE-UAST.

488

489 5.4 Parametros morfologicos

490

491 5.4.1 Morfometria e biomassa das fragdes da planta e nédulos

492

493 Aos 30 dias apds a semeadura, para ambos cenarios experimentais, foram verificadas:
494 e Altura da parte aérea (cm): aferida do colo até a gema apical (com auxilio de uma
495 trena manual);

496 e Largurada planta (cm): verificada a partir da média das duas maiores extremidades
497 no topo da planta (com auxilio de uma trena manual);

498 e Didmetro do coleto (mm): aferido com o auxilio de um paquimetro digital (Stainless
499 Hardened).

500 Foram realizadas amostragens de biomassa para a obtencdo do peso fresco (g) e seco

501 (g) das plantas de feijdo-caupi ao final dos 30 dias de exposi¢do ao Ni (1), nos dois cenérios
502  experimentais. A obtencdo do peso fresco foi determinada no momento final do experimento
503  de cada cenario com auxilio da balanga semi-analitica, onde foram coletados o peso das folhas,
504  caule e raiz, separadamente. Para o peso seco, 0 material fracionado foi acondicionado em sacos
505 de papel e alocado em estufa de circulacéo de ar forcada a 55°C, até atingir o peso constante de
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matéria seca. O teor de matéria seca (TMS) das fragGes foi determinado a partir do peso seco
divido pelo peso fresco, expresso em porcentagem (%).

Considerando a ndo esterilizacdo do substrato utilizado neste trabalho, foram verificadas
a presenca de nddulos nas raizes, nas quais foram cuidadosamente lavadas de forma manual e
secas em estufa de circulacdo de ar forcada a 55°C por 72 h. Posteriormente, verificada a
extensdo da nodulacdo, os nddulos foram cuidadosamente removidos do sistema radicular das
plantas de feijao-caupi com auxilio de uma pinca e pesados em balanca analitica para obtencéo

da sua massa seca (mg).

5.4.2 Area foliar especifica

Para determinacéo da Area Foliar Especifica (AFE), a partir da equac&o (5), foi coletado
um foliolo de cada individuo, localizado no intermédio da planta e imediatamente foram
digitalizadas em scanner de mesa para determinacdo da area foliar, usado o software Lafore.
Posteriormente, os foliolos foram secos a 55°C por 72 horas em estufa e pesados em balanca
analitica (BIOPRECISA, FA2104N) para determinar a massa seca (PEREZ-
HARGUINDEGUY et al., 2013).

Area foliar (m?)

AFE = peso seco (kg) ®)

5.5 Parametros fisiologicos

5.5.1 Condutancia estomatica

Foram realizadas medidas de condutancia estomatica (nos dias 10, 15 e 30 apos a
semeadura para as plantas que receberam as doses crescentes de Ni (I1) desde a semeadura e 0,
15 e 30 dias apo6s o inicio da aplicacdo das doses cresecentes de Ni (I1) para as plantas que 0s
receberam 10 dias ap6s a semeadura), com um porémetro portatil (Modelo SC-1 Leaf
Porometer). As leituras foram realizadas no periodo da manha entre as 8-10 horas (SILVA et
al., 2003).

5.5.2 Fluorescéncia da clorofila
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Foram realizadas medidas dos pardmetros indicadores de eficiéncia fotoquimica, a fim
de monitorar danos no aparelho de captacdo luminosa em resposta as diferentes concentracdes
de NiSOs. As avaliagGes foram realizadas ao final de cada cenario experimental. As medidas
foram realizadas em folhas localizadas na regido intermediaria da planta, utilizando o método
do pulso de saturacdo, com auxilio de um fluorimetro de luz modulada (Modelo MINI-PAM-
I1, da fabricante WALZ) ap0s a adaptacdo das folhas ao escuro por aproximadamente 60 min,

com auxilio de pingas. As variaveis de fluorescéncia obtidas a partir das analises foram:
(1) eficiéncia quéntica efetiva do fotossistema II [AF/Fm’ = (Fm’ - Fs)/Fm’];

(i)  taxa aparente de transporte de elétrons do PSII [ETR = (AF/Fm’ x PPFD x 0.5 x
0.84)];

(iii)  coeficiente de quenching fotoquimico [gP = (Fm'-Fs)/(Fm'-Fo")] e
(iv)  coeficiente de quenching nao fotoquimico [NPQ = (Fm-Fm'/Fm"],

Onde: Fm= fluorescéncia maxima ap0s a adaptacdo das folhas ao escuro; Fm’ =
fluorescéncia méxima na presenca de luz; Fs = fluorescéncia no estado de equilibrio dindmica
na presenga de luz; Fo’ = fluorescéncia basal ap6s excitagdo do FSI por radiacdo infravermelha;
DFFF= densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativo; 0,5 = coeficiente que indica a
fracdo de excitacdo distribuida para o FSII e 0,84= coeficiente indica a fracdo de luz absorvida

para o PSII.
5.5.3 Potencial hidrico foliar
O potencial hidrico foliar foi obtido no momento final do experimento (aos 30 dias) de
cada cenario, utilizando uma cémara de pressdo tipo Scholander (Modelo 3005F01). As
medidas foram realizadas na antemanhé (04h30 — 05h30), usando uma folha em perfeito estado
fitossanitario, completamente expandida e ndo senescente, localizada na regido mediana da

planta, sendo feita a leitura de um foliolo por planta.

5.5.4 Dano de membrana
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Para a determinacdo do dano de membrana foi utilizada a metodologia de
extravasamento de eletrélitos, conforme Singh; Kumar; Kumar, (2008), com modificacdes.
Para cada unidade experimental foram utilizados dez discos foliares com diametro de 12,63
mm que foram acondicionados em tubos de ensaio contendo 10 mL de &gua ultrapura. Apos
fechados, permaneceram em repouso durante 9 horas, em temperatura de 25°C, e, apds esse
tempo, foram aferidas a condutividade inicial do meio (C1) por meio de um condutivimetro de
bancada (TECNAL, Tec-4MP). Posteriormente os tubos foram submetidos a temperatura de
100° C, por 30 minutos, em banho-maria (Lavadora ultrassdnica, Eco-sonics) e ap06s o
resfriamento do contetdo foi aferida a condutividade final (Cz). Nesta analise o dano de
membrana foi determinado pela equagéo (3):

DM= (g—;) *100 (3

Onde: DM = Dano de membrana; Ci;= Condutividade elétrica inicial e Cy=

Condutividade elétrica final.
5.6 Parametros bioquimicos
5.6.1 Contetido de clorofilas a, b, totais e carotenoides

Foram pesados 0,5 g de matéria fresca (MF) das folhas de cada planta, sendo
solubilizados em 5 mL de acetona a 80%. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
6000 g por 15 minutos a 4°C. As medidas dos teores de clorofila (Chl) e carotenoides foram
realizadas em espectrofotémetro ((Libra S8, Biochrom) nos comprimentos de onda de 470, 645
e 663 nm, de acordo com os métodos de Lichtenthaler; Buschmann, (2001). A estimativa das

concentragdes de clorofila foi realizada pelas seguintes relagdes, determinadas em mg g.

_ [(12,25*Ag63-2,79* Ag4s)] %
Chla_[ 1000¥W Vo
_ [(21,5%A645-5,10% Age3)] 4
Chl,= [ 1000¥W v

Chltotais:Chla+Chlb (8)

(1000*A470)-(1 ,82*Ch1a)—(84,02*Chlb)]
©)

Carotenoides= [
198
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Onde: A é a absorbancia, V o volume final do extrato (5 mL), e W o0 peso em gramas do tecido
vegetal (0,5 g).

5.6.2 Peroxidacdo lipidica

O nivel de peroxidacdo lipidica foi determinado por meio da quantificacdo de espécies
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), baseado no método descrito por Coelho Junior et al.
(2019), com modificacdes. Para a extracdo, foram pesados 0,1 g das folhas, sendo macerados e
solubilizados com 1,0 mL de TCA a 6%. Em seguida o homogenato foi centrifugado a 7960 g
por 15 minutos a 4°C. Aliquotas de 500 pL do sobrenadante foram adicionadas a 1500 pL do
meio de reacdo contendo 20% de TCA e 0,5% de &cido tiobarbitdrico (TBA). As amostras
foram aquecidas a 95°C por 30 min e posteriormente foram imersas em banho de gelo para a
paralizagdo da reacdo e em seguida as leituras de absorbancia foram realizadas a 532 nm e a
600 nm. O coeficiente de extin¢do molar utilizado para o célculo da atividade de TBARS foi

de 155 mM*cm™, expressando os resultados com base em nmol gt MF.

5.6.3 Conteudo de peroxido de hidrogénio

A quantificacdo do conteldo de peroxido de hidrogénio (H20.) foi determinado de
acordo com as metodologias de Kasnak; Palamutoglu. (2021) e Zheng et al. (2019), com
modificagdes. Para a obtencdo do extrato, amostra de 0,1g das folhas foram homogeneizadas
em 2,0 mL de acido tricloroacético 0,1 % (TCA). Em seguidas o homogenato foi centrifugado
a 12000 g por 15 min a 4°C. Aliquotas de 600 pL do sobrenadante foram adicionadas a 1400
ML do meio de reacdo contendo 0,7 mL de iodeto de potassio e 0,7 mL de tampé&o fosfato de
potassio (pH=7,0). As leituras foram registradas em espectrofotdmetro com absorbancia de 390
nm. O conteldo de perdxido de hidrogénio foi determinado com base em uma curva padrao de

H20. e expresso em umol g ** MF.
5.6.4 Preparo do extrato metanolico para o ensaio da atividade antioxidante do

radical 2, 2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), poder do redutor do ferro (FRAP),

contetido de compostos fendlicos e acido ascorbico
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Para a obtencdo do extrato metandlico, amostras de 0,2 g do tecido foliar foram
maceradas e homogeneizadas em 1,5 mL de metanol (P.A) e posteriormente foram mantidas
em repouso por 24 h, a 4° C. Apos esse periodo, os extratos foram centrifugados a 9000 g por

21 minutos a 5°C.
5.6.5 Ensaio de eliminacéo de radicais 2, 2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

A capacidade antioxidante pela captura do radical livre DPPH foi determinada de acordo
com a método proposto por Eugénio et al. (2021), com adaptacBes. Para o ensaio, foram
adicionados 840 pL de DPPH (0,1 mM) e 60 pL do sobrenadante (obtido no item 5.6.4), as
amostras foram homogeneizadas em agitador de tubo e mantidas em repouso por 30 minutos
(tempo este que foi determinado a partir de monitoramento teste a cada 10 minutos a fim de
averiguar a reducdo da absorbancia até sua estabilizacao). Apos os 30 minutos de reacdo, foram
realizadas leituras em espectrofotdmetro a 517 nm. O decaimento da absorbancia das amostras
correspondeu na porcentagem de sequestro de radicais livres (%SRL), e foi obtido através da

seguinte equacéo:

%SRL = (Abscontrole pPPH—ADS Amostra) * 100 (10)

AbScontrole DPPH

Sendo a absorbancia do controle DPPH obtida utilizando-se 840 pL de DPPH (0,1 mM)
e 60 pL do extrator (metanol P.A).

5.6.6 Determinacao da capacidade antioxidante pelo poder redutor do ferro (FRAP)

A atividade antioxidante avaliada pelo método FRAP (Poder de Redugéo do Ferro) foi
determinada de acordo com a metodologia proposta por Eugénio et al. (2021) com adaptacdes.
Para o ensaio, uma aliquota de 900 pL do reagente FRAP (composto por 25 mL de tampéo
fosfato (0,3 M; pH 3,6), 2,5 mL da solucdo de TPTZ (10 mM) e 2,5 mL de solucéo aquosa de
cloreto férrico (20 mM) foram adicionados a 30 pL do sobrenadante (obtido no item 5.6.4).
Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas em agitador de tubos e mantidas em
repouso por 30 minutos, a 37°C (em banho-maria), no escuro. Apos o periodo de incubag&o, as
leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 594 nm. Para obtenc¢éo do branco, foi utilizado
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900 pL do reagente FRAP e 30 pL do extrator (metanol P.A). O potencial antioxidante dos
extratos foi determinado com base numa curva de calibracdo, obtida usando sulfato ferroso
(FeSO4.7H20) em concentragdes entre 0 e 2000 uM. Os resultados foram expressos em mM
Fe?* Kg™.

5.6.7 Quantificacdo de compostos fendlicos totais (TPC)

O contetdo de compostos fendlicos totais foi determinado pela metodologia proposta
por Jaramillo-Flores et al. (2003), com adaptagdes. Foram utilizados 100 uL do sobrenadante
(obtido no item 5.6.4), 400 pL de &gua ultrapura e 500 pL do reagente Folin—Ciocalteau (1 N).
Em seguida, foi acrescentado 500 uL de uma solugdo aquosa de carbonato de sodio a 20% (p/v)
e a mistura permaneceu em repouso por 10 min. Posteriormente, as leituras foram realizadas
em um espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 757 nm. Para a construcdo da curva de
calibracdo foi utilizada uma solugdo padréo de acido galico. A quantidade de polifendis sollveis

totais foi expressa em mg de acido galico mg™* MF.

5.6.8 Quantificacao de acido ascdrbico (AA) pelo ensaio de Folin—Ciocalteu

O conteido de &cido ascorbico foi determinado pelo método proposto por Sanchez-
Rangel et al. (2013), com adaptacdes. Para o ensaio, foram utilizados 100 pL do sobrenadante
(obtido no item 5.6.4), 400 pL de agua ultrapura e 500 puL do reagente Folin—Ciocalteau (1 N),
essa mistura permaneceu em repouso por 2 min. Posteriormente, as leituras foram realizadas
em um espectrofotdmetro no comprimento de onda de 765 nm. Para a constru¢do da curva de
calibracdo foram utilizadas soluc6es padrdes de acido ascorbico (0 - 200 puM). A quantidade de

AA total foi expressa em mM de &cido ascorbico por grama de MF.

5.6.9 Carboidratos soluveis totais (TSC)

O teor de carboidratos solUveis totais foi determinado de acordo com 0 método proposto
por Dubois et al. (1956), com modificacfes. Para o preparo do extrato, amostras de 0,2 g do
tecido foliar foram homogeneizados em 1,5 mL de tampéao fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,0).

O homogeneizado foi entdo centrifugado a 12.000 g por 15 min a 4°C. Para o ensaio, foram
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utilizados 50 uL do extrato, 450 uL de agua ultrapura, 500 pL de fenol a 5% e 2500 pL de
acido sulfarico (P.A). Posteriormente, os tubos foram agitados em um agitador de tubos e
mantidos em repouso por 15 min, imersos em banho de gelo, até as leituras serem realizadas no
espectrofotdbmetro a 490 nm. A curva de calibracdo foi construida por meio de uma solucéo de
glicose anidra. O teor de carboidratos soluveis totais foi expresso em mg de carboidratos por
100 gramas de MF.

5.6.10 Preparo do extrato enzimatico

Para obtencdo do extrato enzimatico, 0,1 g do tecido foliar (que foram imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer (-80°C) apds a coleta) foi
macerado com auxilio de nitrogénio liquido e homogeneizados em 2 mL do mix de pulverizacao
contendo tampdo fosfato de potassio 0,1 mol/L (pH 7,0), EDTA 10 mM, &cido ascorbico 200
mM e pirrolidina insoluvel (PVPP) 1% (p/v). Em seguida, o extrato foi centrifugado a 7960 g
por 23 min, a 4°C (SPEROTTO, 2014).

5.6.11 Determinacéo de proteinas solUveis totais (TSP)

Para a medicdo das proteinas soltveis foram utilizados os métodos de Bradford (1976) e
Zimmermann et al. (2006), com adaptacdes. Para o ensaio do teor de proteina, foram utilizados
10 pL do sobrenadante (obtido no item 5.6.10) 90 uL do tampao fosfato de potassio pH 7,0 (0,1
mol/L) e 1000 uL da solugdo de Bradford, sendo homogeneizado em agitador de tubos e
mantidos em repouso por 15 min. Apds o periodo de incubacéo, as leituras foram realizadas a
595 nm. O contetdo de proteina foi estimado de acordo com curva padrédo elaborada com

albumina do soro bovino (BSA), sendo determinada em mg proteina por grama de MF.

5.6.12 Ensaio da atividade da catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX)

A atividade da catalase foi determinada segundo a metodologia proposta por Havir &
Michale (1987) e Anderson et al. (1995), com modificagdes. Para o ensaio, aliquotas de 25 uL
do extrato enzimatico (obtido no item 5.6.10) foram adicionados a 25 uL de agua ultrapura e

900 uL de tampéo fosfato de potassio (50 mM, pH 7,0) e mantidas em banho-maria a uma
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temperatura de 27° C. No momento da leitura, foi ent&o adicionado 50 uL de H202 (20 mM).
Foi feito 0 acompanhamento do decaimento da absorbancia a 240 nm por 1,5 minutos, com
leituras realizadas em espectrofotdbmetro de forma sucessiva a cada 10 segundos. A atividade
da catalase foi calculada com base no coeficiente de extingdo molar de 36 mM™ cm™ para H202,
e expressa em pumol H202 mg™ proteina min.

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada segundo a metodologia
proposta por Nakano & Asada, (1981), com adaptacdes. Para o ensaio, aliquotas de 25 uL do
extrato enzimatico (obtido no item 5.6.10) foram adicionados a 25 uL de agua ultrapura e 900
uL do tampédo fosfato de potéssio (111 mM; pH 7,0), 50 pL de acido ascérbico (10 mM) e
mantidas em banho-maria a uma temperatura de 27° C por, 5 minutos. No momento da leitura,
foi entdo adicionado 50 uL de H20, (30 mM). Foi feito 0 acompanhamento do decaimento da
absorbancia a 290 nm por 1,5 minutos, com leituras realizadas em espectrofotémetro de forma
sucessiva a cada 10 segundos. A atividade da ascorbato peroxidase foi calculada com base no

coeficiente de extingdo molar de 2,8 mM™ cm?, e expressa em umol AsA mg™? proteina min.

5.7 Delineamento estatistico e analise dos dado

O experimento foi desenvolvido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em
arranjo fatorial 4 x 2 de combinac6es de tratamentos com os seguintes fatores: quatro niveis de
Ni (1) (0; 0,5; 1,0 e 2,0 mM) e dois tempos de aplicacao das doses crescentes de niquel: desde
a semeadura (que sera identificada como DAS-0 (Dias Apds a Semeadura-0)) e aplicacdo dos
tratamentos 10 dias ap6s a semeadura (que serd identificada como DAS-10 (Dias Apos a
Semeadura-10), com 5 repeticdes, totalizado 40 unidades experimentais.
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DELINEAMENTO INTEIRAMENTE CAZUALIZADO EM
ARRANJO FATORIAL (4X2)

’ Fator A — (Doses de sulfato de niquel) 4 niveis — N1, N2, N3 e N4 ‘

N1: 0,00 mM de NiSO4 (grupo controle); N2: 0,5 mM de
NiSO4; N3: 1,0 mM de NiSO4 e N4: 2,0 mM de NiSO4

’ Fator B — (Tempo de aplicagéo) 2 niveis — T1e T2
I
v v

T1 — Inicio da aplicagao T2 — Inicio da aplicagéo
dos tratamentos desde a dos tratamentos 10 dias
semeadura apos a semeadura
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Figura 03. Design experimental da area de estudo em casa de vegetacdo. Fonte: A autora

Os valores médios e desvio padrdo dos tratamentos foram calculados a partir de trés

repeticdes independentes e em seguida foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-

Wilk) e homocedasticidade (Levene), para avaliar se os dados possuem distribuicdo normal e

variancias homogéneas. Atendendo esses requisitos, as médias foram submetidas a analise de

variancia (ANOVA) e, em seguida, submetidas ao teste de Tukey (p < 0,05). A Analise de

Componentes Principais (PCA) foi obtida através da integracdo dos parametros morfolégicos,

fisiolégicos e bioguimicos e posterior decomposicdo em vetores. Os resultados da matriz de

correlacdo foram apresentados em biplots com sua distribuicdo no espaco de ordem, variancias

e correlacdo de Pearson. A estatistica foi realizada utilizando o software RStudio para anélise

dos dados. Os graficos foram confeccionados utilizando o programa SigmaPlot 14.0.
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6. RESULTADOS

6.1 Desenvolvimento, area foliar especifica, biomassa, nodulagdo e sintomas visuais

de toxicidade em plantas de feijao-caupi sob efeito de sulfato de niquel

Para os indices morfométricos analisados (altura, largura da planta e espessura do caule),

ndo houve efeito de interacdo entre os fatores estudados, desta forma os valores estdo sendo

apresentados a partir da media dos tratamentos + DP (desvio padrdo). Estas analises foram

verificadas 30 dias ap6s a semeadura para ambos cendrios experimentais (DAS-0 e DAS-10).
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Figura 4. Efeito dos tratamentos induzidos por concentragdes crescentes de NiSOs (0 —
Controle, 0,5 mM, 1 mM e 2 mM) na altura da planta (A), espessura do caule (B), largura da
planta (C) e area foliar especifica (D) em plantas de feijao-caupi (Vigna unguiculata). As
barras representam o desvio padréo das médias (n=3). Quando ha efeito de interacéo, as letras
mailsculas comparam os diferentes niveis de concentracdo de NiSO4 e letras minusculas
comparam os dois tempos de aplicacdo dos tratamentos, indicando diferenca significativas

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Os resultados indicam que a altura da planta, espessura do caule e largura da planta foram
afetadas negativamente pelas concentracdes crescestes de sulfato de niquel quando aplicados
desde a semeadura (Fig. 4-A, B e G). Com base na altura da planta, houve uma diminuicéo de
6,95, 10,45 ¢ 8,35% com o aumento das concentragdes (0,5 mM, 1 mM ¢ 2 mM de NiSOsa,
respectivamente) quando comparado o cenario DAS 10 com o DAS 0. Na espessura do caule,
houve uma diminuicdo de 18,30, 21,47 e 23,64 % com o0 aumento das concentracdes (0,5 mM,
I mM e 2 mM de NiSOs, respectivamente), do cenario DAS 10 para o DAS 0. De modo
semelhante, na largura da planta houve uma diminuicdo de 18,38, 28,88 e 29,32% de DAS 10
para DAS 0, com o aumento das doses de Ni (II) (0,5 mM, 1 mM e 2 mM de NiSOsx,
respectivamente). Visualmente, observando as plantas ao final dos 30 dias de exposic¢do ao Ni
(1), € possivel notar diferencas na altura e largura das plantas entre os tratamentos para ambas
0s cenarios (DAS-0 (Fig. 5-A) e DAS-10 (Fig. 5-B).

Figura 5. Aspecto visual de plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) submetidas a
concentragdes crescentes de NiSO4 (0 mM (controle), 0,5 mM, 1 mM e 2mM) desde a
semeadura (A) e 10 dias apds a semeadura (B) durante 30 dias em condi¢do de casa de
vegetacao.

Foi observado que houve efeito de interacdo e diferencas significativas quanto a area
foliar especifica para ambas os cenarios experimentais, sendo a DAS 10 a que apresentou
maiores valores, considerando também que eram plantas mais velhas e consequentemente,

maiores (Fig. 4-D). Observando as condigdes isoladas, para as plantas do cenario DAS-0, a
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AFE aumentou com as doses crescentes de NiSOa. Ja para o cenario DAS-10, o maior valor de
AFE foi referente ao tratamento com 1 mM de NiSQO4 (29,75 + 0,45 m? kgt), seguido pelos de
2 mM (22,10 + 0,11 m? kg%), 0,5 mM (18,87 + 0,71 m? kg™*) e o grupo controle (16,02 + 0,08
m? kg1). Com o registro visual é possivel observar o efeito inibitorio no desenvolvimento dos
foliolos das plantas de feijdo-caupi com o aumento das doses de sulfato de niquel,
principalmente no cenario DAS-0 (Figura 6).

Figura 6. Aspecto visual dos foliolos de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) em plantas
submetidas a concentragdes crescentes de NiSO4 (0 mM (controle), 0,5 mM, 1 mM e 2mM),
desde a semeadura (A) e 10 dias apds a semeadura (B) durante 30 dias em condi¢do de casa
de vegetacdo.

Ao final dos 30 dias de exposicdo ao Ni (Il) tanto no cenario DAS-0 como no DAS-10,
houve variacdes da producdo de biomassa em relacdo a massa fresca e seca das fragdes
analisadas, bem como no teor de matéria seca com o0 aumento das concentracGes de NiSO4
(Tabela 03).

A maior dose de de NiSO4 (2mM), quando comparado ao grupo controle de cada cenério
experimental, proporcionou uma diminuicdo da massa fresca da folha em 20,30% no cenéario
DAS-0 e 42,07% no DAS-10. Em relacdo a massa fresca do caule e raiz, ndo houve diferencas
significativas entre as doses crescentes de Ni (1) em ambos cenarios. A maior concetracdo de
Ni (II) diminuiu a massa seca das folhas e raiz em 32,38 e 43,96%, respectivamente, nao
havendo diferenca significativa para a massa seca do caule, no DAS-0. J4 no DAS-10, a maior
dose de Ni (II), diminuiu a massa seca da folha e caule em 61,68 e 56,82%, respectivamente.

N&o houve diferencas significativas para a massa seca da raiz no DAS-10. Com relagéo as
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raizes, em ambos cenarios exeperimentais, mesmo que nao tenha havido tantas diferencas

818  significativas entre as analises realizadas, visualmente (Figura 7-A e B), é possivel observar
819  nos tratamentos com as maiores doses de NiSOu que as raizes, aparentemente, se desenvolveram
820  menos que a do grupo controle.
821
822  Tabela 03. Rendimento de matéria fresca e seca e teor de matéria seca em plantas de feijao-
823  caupi (Vigna unguiculata) tratadas com concetracGes crescentes de NiSO4 (0 mM (controle),
824  0,5mM, 1 mM e 2mM) desde a semeadura (DAS 0) e dez dias apds a semeadura (DAS-10).
MF MS MF MS MF  MS TMS TMS TMS
[m_M de CENARIO folha folha caule caule raiz raiz folha caule raiz
NiSO4] ;
(9) (%)
0,0 2325a 454a 1290a 2,29a 18,12a 2,07ab 1959a 20,8la 1147a
0,5 DAS-0 2454a 4,70a 1537a 3,00a 2241a 247a 19,12a 19,32ab 10,35a
1,0 22,05ab 390ab 9,90a 1,75a 20,25a 145bc 17,69a 17,27b 7,11b
2,0 1853b 3,07b 1200a 196a 17,28a 1,16c 16,57a 16,32 b 6,91b
CV (%) 6,48 8,94 19,02 23,2 11,95 13,99 7,39 6,74 8,72
0,0 1533a 167a 594a 044a 13,77a 088a 10,90a 7,37 a 7,60 a
0,5 DAS-10 1261ab 120b 552a 04lab 1959a 1,35a 949ab 7,36 a 6,79 a
1,0 11,76 bc 0,99bc 442a 0,27ab 1325a 086a 8,40b 6,18 ab 6,44 a
2,0 888c 064c 432a 0,19b 1469a 085a 7,92b 455b 578 a
CV (%) 9,28 12,04 15,11 26,42 30,97 39,74 9,58 16,04 12,26
825  MF folha: massa fresca da folha; MS folha: massa seca da folha; MF caule: massa fresca do caule; MS
826  caule: massa seca do caule; MF raiz: massa fresca da raiz; MS raiz: massa seca da raiz; TMS folha: teor
827  de matéria seca da folha; TMS caule: teor de matéria secado caule; TMS raiz: teor de matéria seca da
828  raiz. As letras diferentes indicam diferenca significativas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
829
830 Em relacdo ao TMS da folha, é possivel observar uma tendéncia de queda dos valores
831 médios com o aumento das concentragdes de NiSO4 quando comparados ao controle, sendo
832 12,93, 22,94 e 27,34% menor para 0,5 mM, 1 mM e 2 mM de NiSOs, respectivamente no DAS-
833 10, ndo havendo diferencas significativas no DAS-0. O mesmo pode ser observado para 0s
834  dados do TMS do caule, diminuindo cerca de 16,14 e 38,26% quando comparado ao controle,
835  paraas concentragOes de 1 mM e 2 mM de NiSOs, respectivamente no DAS-10. No DAS-0, foi
836  possivel observar uma dimuigdo do TMS do caule de 21,58% na maior dose de Ni (11), quando
837 comparado ao controle. J& em relacdo ao TMS da raiz, os valores obtidos ndo diferiam
838  significativamente entre as concetracdes de NiSOs no DAS-10, no entanto, mesmo assim, a
839  maior dose (2mM) presentou uma diminuigdo de aproximadamente 24%, quando comparado
840  ao grupo controle. No DAS-0, as maiores concentragOes de Ni (I1) foram signficicativamente
841  menores que o controle, cerca de 38% em 1 mM e 40 % em 2mM.
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Figura 7. Aspecto visual dos raizes de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) em plantas
submetidas a concentragdes crescentes de NiSO4 (0 mM (controle), 0,5 mM, 1 mM e 2mM)
desde a semeadura (A) e 10 dias ap6s a semeadura (B) durante 30 dias em condicao de casa
de vegetacdo.

Os resultados do presente estudo indicaram o desenvolvimento de nédulos no sistema
radicular, uma vez que o substrato ndo passou pelo processo de esterilizacdo. Foi possivel
observar que a massa seca dos nddulos foi significativamente afetada pelas doses crescentes
de Ni (1) (Fig.8-A e B). A massa seca dos nddulos no cenario DAS-10 foi significativamente
maior que 0 DAS-0, exceto pelo tratamento com menor dose de Ni (11). Com base no efeito
dos tratamentos, quando comparado ao controle, no DAS-10, houve uma diminui¢cdo de
74,14; 25,48 e 13,44%, para as concentragdes de 0,5 mM, 2 mM e 1 mM de NiSOs,
respectivamente (Fig. 8-D). No cenario DAS-0, a concentracdo intermediaria (1 mM),
diminuiu 37,60% da massa seca dos nddulos, quando comparado ao controle. Ndo houve

diferenca significativa entre os tratamentos com 0, 0,5 e 2 mM.
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Figura 8. Aspecto visual dos nddulos encontrados no sistema de radicular de plantas de
feijdo-caupi (Vigna unguiculata) submetidas a concentragdes crescentes de NiSO4 (0 mM
(controle), 0,5 mM, 1 mM e 2mM) desde a semeadura (A) e 10 dias ap6s a semeadura (B)
durante 30 dias em condicdo de casa de vegetacdo. Exemplo de nodulos identificados no
sistema radicular (C). Efeito dos tratamentos induzidos por concentragdes crescentes de
NiSOs (0 mM (controle), 0,5 mM, 1 mM e 2mM) na massa seca dos nodulos. As barras
representam o desvio padrdo das médias (n=5). As letras diferentes indicam diferenca
significativas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras mailsculas comparam os
diferentes niveis de concentracdo de NiSOs e letras minusculas comparam os dois tempos
de aplicacdo dos tratamentos.

6.2 Condutancia estomatica, potencial hidrico e parametros fotoquimicos de plantas de

feijao-caupi sob efeito de sulfato de niquel

Os dados mostram uma diminuicéo significativa durante os 30 dias de anélise da gs com
o aumento das concentra¢des de NiSOs, tanto para os tratamentos aplicados DAS-0 (Fig. 9-A),
quanto para o cenario de aplicacdo 10 dias apds semeadura (Fig. 9-B). No cenario DAS-0,
verificou-se que apds 10 dias de aplicacdo dos tratamentos houve uma diminuicdo de 14,86 e
19,05%, para as concentracGes de 1 mM e 2 mM, respectivamente, ndo havendo diferenca
significativa entre o grupo controle e o de menor dose de NiSO4 (0,5 mM). Com 15 dias de
analise observou-se uma tendéncia significativa de queda da gs com o aumento das
concentragdes. Ao final do experimento, notou-se uma brusca diminui¢ao para os tratamentos
com 1 mM e 2 mM, cerca de 32,33 e 35,15%, respectivamente, quando comparado ao controle

(Fig. 9-A). No cenéario DAS-10 foi verificada a condutancia no dia 0, ou seja, quando as plantas
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ndo receberam as doses de NiSOs e estavam todas sob a mesma condicao, irrigadas apenas com
solucdo nutritiva, sendo possivel observar que ndo houve diferenga significativas entre os
tratamentos. Porém, 15 dias apds aplicacao dos tratamentos o estudo mostrou um efeito severo
da fitotoxicidade induzida pelo Ni, onde foi possivel notar uma diminuicdo de 15,69, 23 e
29,85%, para os tratamentos com 0,5 mM, 1mM e 2 mM de NiSOs, respectivamente, quando
comparados ao controle. O mesmo pode ser observado ao final do experimento, quando as
plantas apresentaram uma queda de 15,80, 28,54 e 46,54% para os tratamentos com 0,5 mM,
ImM e 2 mM de NiSOs, respectivamente (Fig. 9-B).

B 0 mM de NiSO4 B 1 mM de NiSO4 —&— Temperatura da folha Umidade do ar

B 05mMdeNiSOy; B 2mMdeNisoy & Temperatura do ambiente

700 40
650 1 (B)
600
550 -
500 -
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400 -
350 -
300
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Temperatura (°C)

gs (mmol m-s™h

z
Umidade do ar (%0)

10 15 30

Dias apos a aplicagdo dos tratamentos Dias apds a aplicagio dos tratamentos

Figura 9. Relacdo da condutancia estomatica (gs) e temperatura media da folha com a
temperatura e umidade média do ambiente no dia de analise, para as plantas submetidas a
concentracdes crescentes de NiSO4 (0 mM (controle), 0,5 mM, 1 mM e 2mM) desde a
semeadura (A) e 10 dias ap6s a semeadura (B). As barras representam o desvio padrao das
médias (n=3). As letras diferentes indicam diferenca significativas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. As letras mailsculas comparam os diferentes niveis de concentragdo de
NiSOs e letras minasculas comparam os tempos de analise.

A avaliacdo do potencial hidrico (¥w) foliar mostrou que o sulfato de niquel afetou
significativamente o status hidrico das plantas de feijdo-caupi. Na auséncia de sulfato de niquel
(plantas controle) o ¥, foi similar para as duas condigOes experimentais (-0,139 MPa, para o
grupo de plantas que recebeu os tratamentos DAS-10 e -0,145 MPa para os DAP-0). Os
resultados analisados indicam que o status hidrico da planta foi mais afetado pelas
concentracdes crescentes de sulfato de niquel quando aplicados desde a semeadura (Fig.10),
apresentando uma reducdo média de 1,92, 2,45 e 2,86 vezes menor, para 0,5 mM, 1 mM e 2

mM de NiSOs, respetivamente, quando comparado ao controle.
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Figura 10. Potencial hidrico () em folhas de feijao-caupi (Vigna unguiculata) submetidas
a concentracdes crescentes de NiSO4 (0 mM (controle), 0,5 mM, 1 mM e 2mM) durante 30
dias em condicdes de casa de vegetacdo. As barras representam o desvio padréo das médias
(n=3). As letras diferentes indicam diferenca significativas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. As letras maiusculas comparam os diferentes niveis de concentracdo de NiSO4
e letras mindsculas comparam os tempos de analise.

A mesma tendéncia de queda do status hidrico das plantas pode ser observada para o
cenario de aplicacdo dos tratamentos 10 dias ap6s a semeadura, entretanto, ndo houve diferenca
significativa para as duas maiores doses de NiSOa4 (- 0,25 £ 0,004 e - 0,28 £ 0,017 MPa, para 1
mM e 2 mM, respectivamente).

Em relacdo a analise da dinamica dos parametros fotoquimicos estimados com base na
fluorescéncia da clorofila a, foi possivel observar danos moderados do sal de sulfato de niquel
sobre os processos de eficiéncia fotoquimica, uma resposta que ficou mais clara sob a maior

concentragdo de NiSO4 (2 mM), em ambas condigdes (Figura 11).
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Figura 11. Curva de inducao de parametros fotoquimicos em resposta a densidade de fluxo
de fotons fotossintéticos (PPFD) apresentando os parametros de eficiéncia quantica efetiva
do fotossistema Il do cenario DAS-0 (A) e DAS-10 (B) , quenching fotoquimico da condicéo
DAS-0 (C) e DAS-10 (D), quenching néo fotoquimico do cenario DAS-0 (E) e DAS-10 (F)
e taxa de transporte de elétrons do cenario DAS-0 (G) e DAS-10 (H) em plantas de feijao-
caupi (Vigna unguiculata), submetidas a concentragdes crescentes de NiSOs (0 mM
(controle), 0,5 mM, 1 mM e 2mM) durante 30 dias em condi¢éo de casa de vegetacéo.
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Os valores do rendimento quéantico efetivo do fotossistema II (AF/Fm') foram maiores no
inicio da andlise para os dois cendrios de tratamento (DAS-0 e DAS-10) (Fig. 11-A e B). Em
1600 pmol m 2 s ! PPFD, o tratamento sob concentracio elevada (2 mM) apresentou
singelamente menor eficiéncia quéantica efetiva, quando comparado ao controle, porém, sem
diferengas expressivas em ambas 0s cenarios experimentais.

Com base no quenching fotoquimico (gp), os resultados se mostram semelhantes ao
AF/Fm', com menores magnitudes no maior PPFD, onde foi possivel observar que ndo houve
diferencas entre os tratamentos, em ambas os cenarios (Fig. 11-C e D).

Houve diferenca para o quenching nio fotoquimico (NPQ) a partir de 100 umol m 2s !
PPFD para o cenario DAS-10 (Fig. 12-F) e de 600 pmol m ~2's " PPFD para o cenario DAS-0
(Fig. 11-E). Tratando-se do cenario DAS-0, o tratamento com 2 mM apresentou maiores valores
de NPQ durante todo PPFD, indicando dissipacdo excessiva de calor no fotossistema Il. Em
relagdo o cenério DAS-10, houve a mesma tendéncia de aumento, no entanto, as plantas
controles apresentaram uma varia¢do que seguiu 0 mesmo comportamento das plantas sob nivel
elevado de Ni(Il), a partir do 1200 pmol m 2 s ~%, demonstrando o estresse sofrido por esse
grupo de plantas com o aumento da densidade luminosa.

A taxa de transporte de elétrons (ETR) foi notoriamente diferente entre os tratamentos
de 0 e 2 mM no cenario DAS-0 (Fig. 12-G), com maiores varia¢des do PPFD a partir de 400
pumol m2's 1, sendo os menores valores referentes a maior dose de NiSOas. No cenario DAS-
10, é possivel observar ainda que a ETR foi significativamente menor que no cenario DAS-0,
tanto para as plantas tratados com 2mM de NiSO4, como para o grupo controle.

Como mostrado na Tabela 4, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos nos
parametros dependentes do escuro para a fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia maxima
(Fm), fluorescéncia variavel e rendimento quantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm), em
ambas as condi¢Oes experimentais (p < 0,05).

Tabela 04. Parametros fotoquimicos de fluorescéncia inicial (Fo), maxima (Fm), variavel
(Fv) e rendimento quantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm) em plantas de feijao-caupi

(Vigna unguiculata) submetidas a concentracoes crescentes de NiSO4 (0 — Controle, 0,5 mM,
1 mMe2mM)

. Cenario
[MmM de NiSO,] experimental Fo Fm Fv Fv/iFm
0,0 451,00 a 344133 a 2990,33 a 0,869 a
0,5 479,33 a 3342,00 a 2862,67 a 0,857 a
DAS-0
1,0 523,33 a 3285,33 a 2762,00 a 0,841 a
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2,0 429,33 a 3243,00 a 2813,67 a 0,868 a

CV (%) 1311 4,14 42 1,94
0,0 45133a  3556,33a  3105,00a 0,874 a
05 44833a  359433a  3146,00a 0,876 a
1,0 DAS.10 38167a  361267a  3231,00a 0,894 a
2,0 44233a  361233a  3170,00a 0,877 a

CV (%) 22,71 4,37 4,27 2,81

Valores médios seguidos pelas mesmas letras em uma coluna nado diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao
nivel de 0,05 (p < 0,05).

6.3 Conteudo de pigmentos fotossintéticos em plantas de feijdo-caupi

N&o houve efeito de interacdo entre os fatores estudados para o conteudo de clorofila a
(Chla), clorofila b (Chlb) e clorofilas totais (Chl totais). Neste caso, os resultados estdo sendo
apresentados a partir da média £ DP. O conteddo de Chla foi singelamente menor para 0s
tratamentos submetidos as doses crescentes de NiSO. desde a semeadura (Fig. 12-A). O estresse
por NiSO4 diminui o teor de clorofilas a em cerca de 5,06, 3,03 e 3,64%, para as concentracfes
de 0,5mM, 1 mM e 2 mM, respectivamente, quando comparado o cenario DAS-10 com 0 DAS-
0 (Fig. 12-A). De forma contréria, foi observado que o contetdo de clorofilas b aumentou
expresivamente com o aumento das concentragdes de NiSO4, em ambos cenarios experimentais,
sendo 0 DAS-0 o que apresentou valores maiores (Fig. 12-B). Quando comparado ao grupo de
plantas controle, na maior dose de Ni (I1), o conteido de Chlb foi 1,26 vezes maior no cenario
DAS-0 e 1,49 vezes maior no DAS-10. De forma semelhante, o teor de clorofilas totais
aumentou com o aumento das concentragdes de NiSOs (Fig. 12-C). O contetdo de carotenoides
ndo diferiu significativamente entre os tratamentos para o cenario DAS-0 (p < 0,05). No
entanto, para o grupo controle no cenario DAS-10, o teor de carotenoides foi significativamente
menor (9,59 +0,24) quando comparado aos outros tratamentos, seguido pela maior dose de
NiS04 (9,98 £0,51), conforme observado na Figura 12-D.
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Figura 12. Efeito dos tratamentos induzidos por sulfato de niquel (NiSO4) nos niveis dos
pigmentos fotossintéticos: clorofila a (A) e (B), clorofila b (C) e (D), clorofilas totais (E) e
(F) e carotenoide (G) em feijao-caupi (Vigna unguiculata). As barras representam o desvio
padrdo das médias (n=3). As letras diferentes indicam diferenca significativas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. As letras mailsculas comparam os diferentes niveis de
concentracdo de NiSOs e letras minusculas comparam os tempos de analise.

6.4 Dano de membrana (DM), peroxidacéo lipidica (TBARS), contetdo de H202 e

carboidratos soluveis totais (TSC)

N&o houve efeito de interacdo entre os fatores estudados para o indice de dano de
membrana, medido pelo extravasamento de eletrolitos, neste caso, os resultados estdo sendo
apresentados a partir da média + DP. O estresse ocasionado pelo NiSOs aumentou

significativamente o DM com o aumento das concentra¢des, aproximadamente 28, 49 e 62%
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maior que o controle para as concentracdes de 0,5 mM, 1 mM e 2 mM, respectivamente, no
cenario DAS-0 e 14, 29 e 62% no DAS-10 (Fig. 13-A).

Como mostrado na Figura 13-B, a tendéncia de aumento do teor MDA (caracterizado por
TBARS) se da pelo aumento das concentragdes de NiSO.. E possivel observar um aumento
gradativo de 24,66, 56,67 e 75%, para as doses 0,5 mM, 1 mM e 2mM, respectivamente, quando
comparados ao controle para o cenario DAS-0. Em relacéo o cenério DAS-10, houve a mesma
tendéncia de aumento do teor de MDA com 0 aumento das concentracBes, no entanto, ndo
houve diferenca significativa entre a menor dose (0,5 mM) e a dose intermediaria (1 mM) de
NiSOa.

O estresse provocado pelo sulfato de niquel levou ao acimulo de peréxido de hidrogénio
(H202) no cenario DAS-0 (Fig. 13-C). Este radical livre aumento cerca de 60,70, 159,62 e
173,29%, com 0 aumento das concentracdes (0,5 mM, 1 mM e 2 mM, respectivamente), quando
comparado as plantas controles, embora ndo diferiu significativamente entre a menor dose e a
intermediaria. No cendrio DAS-10, as plantas do grupo controle apresentaram o0 menor
contetido de H-0-, contudo, ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos com NiSOa.

O conteudo de carboidratos sollveis totais (TSC) aumentou significativamente no cenario
DAS-0 com o aumento das doses de NiSOa., equivalente a 19,33, 46,91 ¢ 91,08%, para as
concentragdes de 0,5 mM, 1 mM e 2mM, respectivamente, quando comparado ao controle (Fig.
13-D). No entanto, notam-se varia¢@es acentuadas o cenario DAS-10, no qual o grupo controle
apresentou o maior teor de TSC (176,36 + 0,92), seguida pelo tratamento com maior dose de
NiSOs (159,15 + 1,42), embora sem diferenca significativa entre a menor dose (136,48 + 4,06)
e a dose intermediaria (134,15 + 1,37).
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Figura 13. Dano de membrana quantificado pelo extravasamento de eletrélitos (A e B) e
peroxidacdo lipidica (C), producdo de espécies reativas de oxigénio determinada pelo
contetido de perdxido de hidrogénio (D) e contetdo de carboidratos solGveis totais em folhas
de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) submetidas a concentracdes crescentes de NiSO4 (0 mM
(controle), 0,5 mM, 1 mM e 2mM) durante 30 dias em condicGes de casa de vegetagdo. As
barras representam o desvio padrdo das médias (n=3). As letras diferentes indicam diferenca
significativas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As letras maitsculas comparam 0s
diferentes niveis de concentracdo de NiSOs e letras minusculas comparam 0s tempos de
analise.

6.5 Conteldo de compostos fenodlicos totais (TPC), acido ascorbico (AA), captura do
radical DPPH e poder de reducéo do ferro (FRAP)

N&o houve efeito de interacdo entre os fatores estudados para oconteddo de compostos
fenolicos totais, neste caso, os resultados estdo sendo apresentados a partir da média + DP. O
incremento das concentracdes de NiSO4 aumentou significativamente o TPC nas folhas de

feijdo-caupi, com valores de 1,12, 1,16 e 1,21 vezes maior paras as doses de 0,5 mM, 1 mM e
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2mM, respectivamente, quando comparado ao controle no cenédrio DAS-0 e 1,12, 1,15 e 1,24
vezes maior para 0 DAS-10 (Figura 14-A).

O teor de acido ascorbico foi significativamente aumentado pelo estresse ocasionado pelo
sulfato de niquel no cenario DAS-0 (Fig. 14-B). Quando submetidas a dose maxima de NiSOx (2
mM), as plantas de feijdo-caupi aumentaram o teor AA em cerca de 49,56%, quando
comparadas ao grupo controle. No cenério DAS-10, foi observada a mesma tendéncia de
aumento do conteudo de AA, no entanto, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
com 1 mM (504,46 £ 7,65) ¢ 2 mM (521,86 = 5,01) de NiSOa. No que diz respeito ao tempo de
aplicacdo dos tratamentos, o teor de AA foi maior no cendrio DAS-0 para as maiores
concentragdes de NiSO4 (1 mM e 2 mM), enquanto que para o cenario DAS-10 o contetdo foi
maior para o grupo controle e o de menor dose de sulfato de niquel (0,5 mM).

A capacidade antioxidante, medida com base na atividade de eliminacéo do radical DPPH
e reducéo do ferro (FRAP), foi detectada em todos os tratamentos (Fig. 14-C e D). Plantas de
feijdo-caupi quando submetidas a dose méxima de sulfato de niquel (2 mM) apresentaram
atividade sequestradora de DPPH e FRAP significativamente maiores em relacdo aos demais
tratamentos, exceto pela eliminacdo de DPPH no cenario DAS-10, que apresentou um baixo
poder de eliminacdo, cerca de 8,79% maior que o controle do mesmo cenario, ndo diferindo
estatisticamente do tratamento com a menor concentra¢do (0,5 mM) de NiSOs A maior
atividade de eliminacdo de DPPH foi verificada no tratamento com 1mM, cerca de 23,21%
maior que o grupo controle (Fig. 14-C). No cenario DAS-10, o grupo controle e o tratamento

com a menor dose NiSO4 ndo diferiram entre si em relacdo atividade FRAP (Fig. 14-D).
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Figura 14. Atividade antioxidante quantificada por meio do teor de compostos fenolicos
totais (A) e (B), acido ascorbico (C), atividade sequestradora de (D) DPPH (%) e (E) FRAP
em folhas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata) submetidas a concentracdes crescentes de
NiSOs (0 mM (controle), 0,5 mM, 1 mM e 2mM) durante 30 dias em condic¢Ges de casa de
vegetacdo. As barras representam o desvio padrdo das médias (n=3). As letras diferentes
indicam diferenca significativas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As letras
mailsculas comparam os diferentes niveis de concentracdo de NiSO4 e letras minusculas
comparam os tempos de analise.

6.6 Atividade antioxidante enzimatica e conteudo de proteinas sollveis totais (TPS)

A capacidade antioxidante enzimatica medida com base na atividade das enzimas catalase
e ascorbato peroxidase foi detectada em todos os tratamentos (Fig.15-A e B). No cenario DAS-
0, o aumento da concentra¢do de NiSO4 (0,5 mM, 1 mM e 2 mM) levou a um aumento
consideravel da atividade da CAT em 4,01, 4,72 e 6,30 vezes mais que o0 grupo controle,

respectivamente, embora sem diferencas significativas para os tratamentos com doses de 0,5 e
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1 mM. No entanto, no cenario DAS-10, o comportamento de atividade da CAT apresentou
variagoes. Os maiores valores foram observados na concentragdo de 1 mM de NiSQOa, nao

havendo diferenga significativa para o grupo controle ¢ de maior dose de NiSOa (Fig. 15-A).
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Figura 15. Atividade antioxidante das enzimas catalase (A), ascorbato peroxidase (B) e teor de
proteinas sollveis totais (C) em folhas de feijao-caupi (Vigna unguiculata) submetidas a
concentragdes crescentes de NiSO4 (0 mM (controle), 0,5 mM, 1 mM e 2mM) durante 30 dias em
condicOes de casa de vegetacdo. As barras representam o desvio padrdo das médias (n=3). As
letras diferentes indicam diferenca significativas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As
letras mailsculas comparam os diferentes niveis de concentracdo de NiSOs e letras minusculas
comparam os tempos de analise.

Em relacéo a protecdo antioxidante da APX, a atividade foi significativamente aumentada
com o aumento das concentra¢des de NiSO4 no cenario DAS-0, cerca de 1,34, 1,88 e 2,94 vezes
maior que o controle, para as concentracdes de 0,5 mM, 1 mM e 2 mM, respectivamente. No
entanto, no cenario DAS-10, houve a tendéncia de aumento da atividade com o aumento das
doses, porém, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos com a menor dose e dose
intermediaria (Fig. 15-B). Comparado o fator tempo de aplicacdo, a maior atividade das
enzimas CAT e APX foram verificadas para o cenario DAS-10 nas concentragdes de 0 mM 0,5
mM e 1 mM. Por outro lado, a atividade das enzimas em plantas submetidas a 2 mM de
NiSOsfoi maior no cenario DAS-0.

Né&o houve diferenca significativa entre os tratamentos para o conteudo de proteinas
solUveis totais no cenario DAS-0 (p > 0,05). Entretanto, no cenario DAS-10 o tratamento com
a maior dose de NiSO4 (2 mM) apresentou o maior conteudo de TPS (139,65 + 8,38), ndo
havendo diferencas significativas entre as concentragdes de 0 mM (controle), 0,5 mM e 1 mM
(Fig. 15-C).
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6.7 Associagdo das variaveis com a analise de componentes principais (PCA)

Na analise de componentes principais que incluem a aplicacdo das doses crescentes de
sulfato de niquel desde a semeadura (0 mM-DASO; 0,5 mM-DASO; 1 mM-DASO e 2 mM-
DASO) e 10 dias apds a semeadura (OmM-DAS10; 0,5 mM-DAS10; 1 mM-DAS10 e 2 mM-
DAS10), 81,64% da variacdo total dos dados foi explicada por duas componentes principais
(PC1=54,97% e PC2= 26,64%) (Fig.16). Os tratamentos com as duas maiores doses de NiSOs,
qguando aplicados desde a semeadura (1 mM-DASO e 2 mM-DASO0) foram positivamente
correlacionados entre si e apresentaram correlacdo positiva com o contedo de Car, Chlb, Chl
Total, TPS, TBARS, H.0., DPPH, FRAP, APX, IDM, AA, APX e TPC. Os pesos positivos
desse componente tiveram maior associacdo com 2 mM-DASO. Estas mesmas variaveis (1 e 2
mM-DASO) se correlacionaram negativamente com o potencial hidrico foliar (¥w), Chla, Teor
de matéria seca da raiz (TMS-root), altura da planta (length), massa seca da raiz (DW-root),
massa fresca da folha (FW- leaves) e espessura do caule (EC), que estavam positivamente
correlacionadas com o grupo controle no cenario que recebeu os tratamentos 10 dias apos a
semeadura (0-DAS10). Por outro lado, os tratamentos com 1 mM e 2 mM-DAS10 foram
positivamente correlacionados entre si e apresentaram correlacdo positiva com a massa seca
dos n6dulos (DW-nodules), Fv/Fm, NPQ, TSC e CAT (os pesos deste componente tiveram
maior associacdo com 2mM-DAS10). Por fim, estas mesmas varidveis (1 mM e 2 mM-DAS10)
se correlacionaram negativamente com os tratamentos de 0 mM e 0,5 mM-DASO, os quais
apresentaram correlacdo positiva com gs, AF/Fm, SLA, ETR, gp e Fo. Neste componente,

apenas a variavel gs teve uma maior correlagdo com 0 mM-DAS10.
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Figura 16. Andlise de componentes principais (PCA) entre os paramétros de crescimento da
planta: comprimento (Length), largura (Width) e espessura do caule (EC); area foliar
espécifica (SLA); massa fresca da folha (FW-leaves), caule (FW-stem) e raiz (FW-root),
massa seca da folha (DW-leaves), caule (DW- stem) e raiz (DW- root), teor de matéria seca
das folhas (TMS-leaves), caule (TMS-stem), raiz (TMS-root) e massa seca dos nédulos (DW-
nodules. Parametros fotoquimicos inicial (Fo), maximo (Fm) e variavel (Fv) de
fluorescéncia; rendimento quantico méximo do fotossistema Il (Fv/Fm); rendimento quantico
efetivo do fotossistema II (AF/Fm"); quenching fotoquimico (gP); quenching n&o fotoquimico
(NPQ); taxa relativa de transporte de elétrons (ETR, pmol m ~2's ~1). Condutancia estomatica
(9s); potencial hidrico foliar (¥w); teor de clorofila (Chla), (Chlb) e (Chltotal) e carotenoides
(Car); teor de carboidratos soltveis (TSC), &cido ascobico (AA), compostos fendlicos totais
(TPC), contetido de H202; peroxidacéo lipidica (TBARS) e indice de dano de membrana
(IDM). Capacidade antioxidante ndo enzimética (FRAP) e (DPPH); Capacidade antioxidante
enzimatica (CAT) e (APX); conteudo de proteinas solUveis totais (TPS).
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7. DISCUSSAO

O presente estudo teve como principal escopo a busca de informacdes sobre o efeito
fitotoxico do estresse ocasionado pelo niquel em seus parametros morfoldgicos, fisioldgicos e
bioquimicos, a fim de fornecer subsidios sobre o entendimento dos mecanismos de defesa de
plantas de feijdo-caupi quando expostas a esse metal desde a semeadura e dez dias apos a
semeadura. Os resultados apresentados indicam que as plantas de Vigna unguiculata foram
severamente afetadas pelo sulfato de niquel, principalmente quando aplicados desde a da fase
inicial do seu desenvolvimento, no entanto, responderam de forma eficiente, ativando varios
sistemas de defesa a fim de mitigar os danos causados.

Em geral, os pardmetros morfométricos da parte area das plantas, foram
significativamente afetados pela presenca do sulfato de niquel (Fig.5). E importante destacar
que a diferenca no desenvolvimento do feijdo-caupi entre os tratamentos pode estar
intrinsecamente relacionada a uma determinada restricdo do crescimento radicular (Fig. 7),
onde é possivel notar visualmente que as doses de niquel (principalmente as mais altas (1 e 2
mM)) inibiram seu desenvolvimento, tornando-as menos desenvolvidas do que a do grupo
controle. Consequentemente, é possivel observar uma diminuigdo significativa no tamanho dos
foliolos (Fig. 6). Resultados semelhantes foram encontrados por Helaoul et al. (2022) ao
verificar o efeito toxico da exposi¢do do Ni (1) (na faixa de 250 e 500 mg/kg) em plantas de
Vicia faba, na qual foi verificada uma inibicao significativa do crescimento da parte aérea e das
raizes, semelhante ao observado por Mujeeb et al. (2019) ao estudar a faixa de concentracao de
0,6 a 2,4 mM de sulfato de niquel em plantas de Vigna unguiculata. Odjegba e Fasidi (2004)
ao estudar o efeito toxico do niquel (0,3 mM) em plantas de Pistia stratiotes destacaram a
inibicdo do desenvolvimento da raiz e diminuicdo gradual da area foliar.

A reducdo de alocacao de biomassa para raizes é uma das principais causas das alteracdes
negativas das relacfes hidricas das plantas causadas pela exposi¢do a metais toxicos, uma vez
que essas desempenha funcéo importante na absorcdo de 4gua e nutrientes (VATS et al., 2021).
Neste estudo, a anélise do acimulo de biomassa mostrou efeitos toxicos pela sua diminuicdo
nas plantas de feijdo-caupi em fungdo das concentragdes de NiSO. estudadas (Fig.7).
Resultados semelhantes foram constatados por Hammami et al. (2022) que avaliaram o
comportamento do Ni (II) em relagdo a sua influéncia na simbiose do Phaseolus vulgaris

(feijoeiro) e observaram uma diminuicdo significativa da massa seca da raiz e parte area sob
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doses de 0,6 a 2,4 mM de NiCl.. Kovacik et al. (2019) ao estudarem o efeito toxico do niquel
(0,03 mM) em plantas de Taraxacum verificaram a deple¢éo da biomassa da raiz. O mesmo foi
verificado por Ker e Charest (2010), no qual concentracdes de 0,4 e 0,8 mM de Ni (II)
diminuiram a massa total de plantas de Helianthus annuus L e da razdo raiz/parte aérea.
Resumidamente, a toxicidade do Ni tem impactos negativos na germinacdo das sementes e
subsequente crescimento das plantas devido a reducéo nos processos metabdlicos, elasticidade
da parede celular, divisdes celulares e assim reduzindo a absorcdo e transporte de agua e
minerais pelo vegetal (HASSAN et al., 2019; BHALERAO; SHARMA; POOJARI, 2015).

Poluentes ambientais, como os metais toxicos, podem causar danos ao crescimento de
rizobios e suas leguminosas hospedeiras, no entanto, quando estabelecem simbiose, 0s metais
toxicos sdo acumulados preferencialmente nos nédulos, diminuindo assim a toxicidade dos
metais para a planta hospedeira (STAMBULSKA; BAYLIAK; LUSHCHAK, 2018). Deste
modo, analisando os resultados encontrados neste trabalho, € pertinente relacionar que os danos
menos acentuados encontrados no grupo de plantas do cenario DAS-10 pode também estar
associada a sua maior massa seca de nddulos, nos quais proporcionaram uma minimizacgéo do
estresse ocasionado pelo Ni (I1), considerando também que, esse grupo de plantas possuia um
sistema radicular j& desenvolvido quando comecaram a receber os tratamentos. Um trabalho
realizado por Sujkowska-Rybkowska et al., (2020) identificou pela primeira vez que os nédulos
de Lotus corniculatus séo habitados por rizobactérias benéficas tolerantes a metais, promotoras
de crescimento, com o potencial de melhorar o crescimento das plantas e aliviar o estresse de
Ni. A diminui¢do da massa seca dos nédulos observado nos tratamentos com NiSOa nesse
mesmo cendrio (DAS-10) também sugerem o seu efeito toxico. O mesmo foi observado no
trabalho realizado por Hammami et al., (2022) em plantas de feijoeiro comum (Phaseolus
vulgaris), no qual foram observadas a diminuigdo das caracteristicas (quantidade, didmetro e
massa seca) dos nédulos com o aumento das concentra¢fes de Ni.

A medida de abertura dos estdmatos verificada a partir da condutancia estomatica (gs) é
um dos fatores mais eficazes nas trocas gasosas, fotossintese, transpiracdo, absorcao de agua e
resfriamento das plantas (ASHRAF; HARRIS, 2013). Foi verificado que a gs respondeu de
forma eficiente para as condigdes climéaticas do ambiente nos grupos controle, no entanto, a
toxicidade induzida pelas doses mais altas de sulfato de niquel reduziu significativamente a gs
nas folhas de feijdo-caupi (Fig. 9). De forma semelhante, estudos mostram que 0 estresse por

Ni induziu o fechamento dos estdmatos reduzindo significativamente a condutancia estomatica
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em plantas de Gossypium hirsutum L (KHALIQ et al., 2016), Brassica juncea (ZAID et al.,
2019), Solanum lycopersicum (JAHAN et al., 2020) e Glycine max (SADEGHIPOUR, 2021).
Esses resultados podem ser atribuidos a uma diminuicdo da area foliar e ao teor de d4gua na
folha, bem como ao nivel de acido abcisico (ABA), horménio que ajusta varios aspectos da
fisiologia da planta e pode regular o desenvolvimento da epiderme na parte aérea, inibindo o
desenvolvimento estomatico (AMEEN et al., 2019; BROOKBANK et al., 2021).

A toxicidade de metais como o niquel reduzem substancialmente 0 movimento da dgua
das raizes para a parte aérea, 0 que acaba ocasionando a sua desidratacdo (CHEN; LI; SHEN,
2004), podendo inclusive causar danos as aquaporinas, o que dificulta o transporte de adgua
através das membranas bioldgicas (BAHMANI-BABANARI et al., 2021). Neste trabalho, o
estresse induzido pelo Ni perturbou as relacBes hidricas das plantas de forma severa em
concentracdes elevadas (1 mM e 2 mM) levando a diminuigdo do potencial hidrico foliar (¥w)
(Fig. 10). Esses resultados concordam com a pesquisa realizada por Jagetiya, Soni e Yadav
(2013) onde foi observado que concentrac6es inibidoras de crescimento de Ni (1) (10, 100 e
1.000 uM) diminuiram significativamente o ¥ em plantas de Vigna radiata.

A fluorescéncia da clorofila a pode refletir a capacidade da regulacao fotossintética das
plantas e a eficiéncia fotoquimica pode ser usada para avaliar as respostas fisioldgicas das
plantas a agente estressores (RASCHER; LIEBIG; LUTTGE, 2000). Os altos valores de
fluorescéncia do quenching nédo fotoquimico (NPQ) encontrados neste trabalho para a maior
dose de niquel indica que a dissipacdo excessiva de calor no fotossistema Il se refletem como
uma agéo fotoprotetora das plantas (JARDIM et al., 2021). Esse fato pode estar relacionado
com a reducdo dos valores encontrados para a condutancia estomatica, no qual o fechamento
estomatico dificulta substancialmente as trocas gasosas na superficie da folha, diminuindo
assim a taxa de fotossintese, aumentando a temperatura da superficie foliar. Esses resultados
correspondem com o estudo feito por Yong et al. (2019) em microalgas tropicais (Scenedesmus
quadricauda), onde foi identificado que o aumento de NQP quando exposto a maior
concentracdo de niquel (10 ppm) pode indicar o inicio do processo de dissipagdo térmica como
mecanismo de autoprotecéo contra a toxicidade do Ni(ll). Hassan et al. (2019) destacam que a
reducdo da eficiéncia fotossintética ocasionada pela toxicidade do Ni(ll) pode estar relacionada
a varios fatores, desde a perturbacdo do transporte de elétrons durante a reacdo de luz no
fotossistema I1, quanto a reducédo nas atividades de enzimas envolvidas na fotossintese e sintese

do conteddo de clorofila.
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Os parametros analisando a partir da fluorescéncia da clorofila a (Fo, Fm, Fv e Fv/Fm),
sdo comumente utilizados como indicadores de sensibilidade nas plantas, como exemplo, em
condic¢des normais, o rendimento quantico maximo do fotossistema (Fv/Fm) é superior 0,80,
no entanto, valores inferiores indicam a presenca de estresse na planta (MAXWELL;
JOHNSON, 2000). Deste modo, analisando os resultados obtidos neste trabalho, € possivel
afirmar que ndo houve dano fotoquimico nas plantas de feijdo-caupi em ambas condicGes
analisadas.

Efeitos adversos foram observados sob os tratamentos com doses crescentes de sulfato de
niquel no contetdo de pigmentos fotossintéticos. Os resultados desta pesquisa indicaram que 0
teor de Chla reduziu significativamente com o aumento das doses de Ni(ll) (Fig. 13-A). E bem
demostrado na literatura que a toxicidade do Ni(ll) perturba a estrutura de cloroplastos e reduz
a biossintese de clorofilas (SEREGIN; KOZHEVNIKOVA, 2006). Esses achados sdo
semelhantes com os resultados encontrados no ensaio de toxidez com o Ni(ll) em plantas de
Phaseolus vulgaris (ZENGIN, 2013; HAMMAMI et al., 2022;), Hordeum vulgare (DOGRU;
ALTUNDAG; DONDAR, 2021), Vicia faba (HELAOUI et al., 2022) e Vigna unguiculata
(MUJEEB et al., 2019). No entanto, de forma contraria, os resultados desse estudo mostraram
que o teor de clorofilas b aumentou consideravelmente com as maiores concentragdes de NiSO4
(Fig. 13-B). Esse acréscimo pode ter se dado pela regulacdo negativa da atividade da enzima
clorofila a oxigenase, que é responsavel pela transformacdo da clorofila b em clorofila a
(STREIT et al., 2005). Foi observado também que os teores de carotenoides em plantas que
receberam as doses de niquel 10 dias apds a semeadura foi menor no grupo controle (Fig. 13-
D). Os carotenoides possuem importante fungdo como antioxidantes contra os radicais livres e
danos fotoquimicos, sendo assim, 0 seu maior contetdo pode representar seu papel de suporte
contra o estresse oxidativo (SENGAR et al., 2008).

Metais toxicos como o niquel degradam a permeabilidade da membrana devido a perda
de osmdlitos, e 0 seu excesso no meio de cultivo, resulta na formacédo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), sendo eles o jon superdxido (0%), radical hidroxila (OH") e perdxido de
hidrogénio (H20.), causados pelo desequilibrio entre a desintoxicacdo e geracdo de EROs,
principalmente através da desativagdo de componentes enziméticos e ndo enzimaticos do
sistema de defesa antioxidante (HASSAN et al., 2019). Neste estudo, observamos um aumento
constante nos teores de H>O> nas folhas de feijao-caupi submetidas aos tratamentos desde a

semeadura (Fig.14-D), o que corrobora com os achados da toxidez do chumbo em Vigna radiate
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(CHEN et al., 2022) e do niquel na soja (MIR et al., 2018). Esse acimulo de EROs observados
nesse trabalho também correspondeu ao contetdo do produto da peroxidacéo lipidica (medida
por MDA) (Fig. 14-C), sugerindo alto nivel de estresse oxidativo mediado por Ni em feijdo-
caupi, além de contribuir significativamente para o extravasamento de eletrdlitos (Fig. 14-A)
(YANG et al., 2020).

Segundo dados de uma revisdo recente, 0 acumulo de carboidratos soltveis em condi¢des
ambientais adversas (incluindo poluentes metalicos) ndo estd completamente claro
(KOFRONOVA; MASKOVA; LIPAVSKA, 2018). No entanto, estudos relatam que os
carboidratos além de agirem como fontes de carbono e energia, sdo importantes antioxidantes
que contribuem para a extin¢do de EROs, representando parte integrante do sistema de defesa
antioxidante das plantas (MATROS et al., 2015). Nos achados deste estudo observou-se um
acumulo significativo do TSC com o aumento das concentragdes de NiSO4 para 0 cenario
experimental no qual as plantas receberam as doses de Ni desde a semeadura (Fig. 14-E),
sugerindo potencial defesa desse grupo de plantas contra estresses oxidativos. Esses resultados
corroboram com a pesquisa realizada por Jha e Dubey (2005), os quais estudaram o impacto do
arsénio nos eixos embrionarios das sementes em germinacdo de arroz e relataram niveis
crescentes carboidratos sollveis com 0 aumento da concentracdo de arsénio no meio de cultura,
porém, no endosperma, observaram diminuicdo de seus niveis, sugerindo que o metabolismo
de carboidratos é influenciado durante o crescimento e desenvolvimento das plantas.

Por outro lado, o aumento na concentracdo de metais toxicos leva a diminui¢do do
conteddo total de clorofila, diminuindo consequentemente o teor de carboidratos sollveis
(KUPPER; KUPPER; SPILLER, 1998). Os resultados deste estudo mostram que as plantas do
grupo controle no cenario no qual receberam as doses de Ni(ll) 10 dias ap6s a semeadura
apresentaram maior acumulo de carboidratos. Esse mesmo grupo de plantas apresentou maior
teor de clorofilas a, sugerindo que a diminui¢cdo do TSC em plantas expostas ao NiSOa esta
relacionada com a inibi¢do da biossintese de clorofila. Esses resultados s&o semelhantes aos
achados por El-Khatib et al. (2020), que investigaram o potencial de tolerancia de cadmio,
chumbo e cobre em Eucalyptus globulus e Ficus nitida e identificaram que teor de carboidratos
soltveis nas folhas diminuiu significativamente com a diminuicdo do teor de clorofila, que no
que Ihe concerne, diminui com o aumento das concentracfes de metais pesados.

Neste trabalho o aprimoramento do sistema de defesa antioxidante n&o enzimatico das

plantas de feijao-caupi foi verificado a partir do contetdo de compostos fendlicos totais (TPC)
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e &cido ascorbico (AA), além dos métodos de captura do radical DPPH (2, 2-difenil-1-
picrilhidrazil) e poder de reducéo do ferro (FRAP). Os compostos fendlicos sdo uma classe de
fitoquimicos que contém sequestrantes de radicais livres e por tanto desempenham papel
importante na prevencao ao estresse oxidativo (UNUIGBE et al., 2019; FRANCIK et al., 2020).
Sua capacidade antioxidante tem sido atribuida por atuarem como agentes doadores de elétrons,
ou por formar complexos insollveis com os cations metélicos, reduzindo suas concentraces
celulares (LAVID et al., 2001; SALINITRO et al., 2020). A esse respeito, nossos resultados
mostram o acumulo de TPC nas folhas de feijdo-caupi induzida pela aplicacdo das
concentragdes crescentes de NiSO. (Fig. 15 A), sugerindo o fortalecimento da defesa
antioxidante da planta. Esses achados concordam com os estudos da toxidez do Ni em Eclipta
prostrata (100 mg/kg) (CHANDRASEKHAR; RAY, 2018) Vigna unguiculata (0,6-2,4 mM)
(MUJEEB et al., 2019) e no dente-de-ledo comum (30 uM) (KOVACIK et al., 2019).

O é&cido ascorbico (AA) desempenha importante papel nas vias biossintéticas, de
desintoxicacdo, bioquimicas antioxidantes e homeostase redox, ajudando assim a combater o
estresse oxidativo (SHA et al., 2020). No geral, nossos estudos demostram que o contetddo de
AA serviu como componente importante no mecanismo de defesa antioxidante em folhas de
feijdo-caupi, uma vez que niveis crescentes de AA foram acompanhados pelo aumento das
concentragdes de NiSO. (Fig. 15-C). Esses resultados foram conscientes aos achados por
Zengin (2013) em mudas de feijdo (Phaseolus vulgaris) submetidos a concentracées de 0,1-0,5
mM de Ni e em tomate (Solanum lycopersicum), com concentracdo de 100 mg/kg.

De modo geral, a eliminacdo dos radicais pelo método DPPH e o poder de reducdo do
ferro (FRAP) aumentaram significativamente com o aumento das concentragdes de NiSOa4 (Fig.
15-D e E), podendo entdo indicar maior capacidade de protecdo oxidativa para as plantas de
feijdo-caupi. Resultados semelhantes foram encontrados em Phaseolus vulgaris, onde a maior
eliminacdo de DPPH (%) foi observada na presenca das maiores concentracfes de Ni
(HAMMAMI et al., 2022) e um aumento dos niveis de FRAP foram identificados no solo
serpetinizado (com excesso desequilibrado de Ca?*/Mg?* e Ni?") em plantas de Punica
granatum (CHATZISTATHIS et al., 2019). Esse padrao comportamental do aumento de DPPH
e FRAP, concordava com o ter de compostos fenélicos. E importante destacar que a relagdo do
TPC e capacidade antioxidante como resultado do DPPH, FRAP, bem como AA, tem sido
frequentemente observados e considerados efeitos aditivos e sinergéticos de todos os potenciais

antioxidantes contra o estresse oxidativo (FLOEGEL et al., 2011).
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A catalase (CAT) e a ascorbato peroxidase (APX) constituem os mecanismos enzimaticos
de eliminagdo de EROs. A CAT atua na desintoxicagdo do H.0, converto-0 em 4gua e
oxigénio, ja a APX também elimina o H.0. (HAMMAMI et al., 2022), porém, requer um
sistema de regeneracdo de ascorbato e GSH (glutationa), o ciclo ascorbato-glutationa (APEL;
HIRT, 2004). Diante dos resultados desse estudo, verificou-se um aumento bastante
significativo das atividades de defesa antioxidante da CAT e APX (Fig. 16-A e B),
principalmente do cenario DAS-0. De forma semelhante aos resultados desse estudo, a
atividade da CAT e APX apresentaram aumento nas altas concentracdes de niquel em Eclipta
prostrata (CHANDRASEKHAR; RAY, 2018), Glycine max (SADEGHIPOUR, 2021) e
Phaseulos vulgaris (HAMMAMI et al., 2022).
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8. CONCLUSAO

Nossos resultados indicam que a presenca de sulfato de niquel (NiSO4) casou toxicidade
em plantas de feijdo-caupi, levando a inibicdo sisttmica de seu desenvolvimento pela
diminuicdo dos fatores morfométricos analisados, restricdo do desenvolvimento de nédulos,
bem como a reducdo do acimulo de biomassa, restricao na biossintese da clorofila a e alteracdes
na clorofila b e carotenoides, contudo, ndo houve dano na eficiéncia fotoquimica da planta. O
potencial hidrico, condutancia estomatica e consequentemente a taxa transpiracdo, mostraram
uma relacdo negativa com as concentragdes de Ni(ll), ja que esses parametros foram reduzidos
pelo excesso desse sal. Danos oxidativos foram observados pelo aumento do extravasamento
de eletrdlitos, acamulo de H.0. e MDA. O conteldo de carboidratos solGveis foi afetado de
forma diferente mediante as fases de desenvolvimento do feijdo-caupi. Além disso, o contetdo
de TPC, AA, porcentagem de eliminacdo de DPPH, FRAP e atividades das enzimas CAT e
APX foram melhoradas na presenca do NiSOs, principalmente no cenario DAS-0.

De modo geral, foi observado que as plantas submetidas as concentracdes crescentes de
niquel ap6s 10 dias da semeadura (fase em que as plantas estavam com as folhas primarias
totalmente expandidas) apresentaram danos ligeiramente menores quando comparadas as que
receberam desde a semeadura (fase de germinacédo). Esse fato pode ser observado mediante a
analise de componentes principais (PCA) onde € possivel observar que a maioria das analises
de marcadores de estresse estdo associados com o cendrio de aplicacdo desde a semeadura.
Desse modo, esses resultados sugerem que uma alternativa para implantacdo de feijao-caupi
em solos contaminados seria o trasplantio da cultura ap6s o desenvolvimento das folhas
primarias, pelo menos, a fim de garantir um melhor desenvolvimento da cultura. Entretanto,
mais estudos seriam necessarios com o objetivo de verificar o acimulo de Ni (I1) nas plantas
de feijdo-caupi, tanto na parte area como na raiz, buscando informagfes sobre sua capacidade

de fitorremediar solos contaminados e evitar a biomagnificagdo a longo prazo.
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