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Andlise univariada e multivariada nos efeitos ecotoxicoldgicos do
cromo na germinag¢éo de sementes de Parkia pendula (willd.) Walp.

A presencga de metais pesados na Amazdnia vem crescendo desde o século passado, devido a exploragdo antrépica em areas onde ficam localizadas recursos hidricos e florestais, no qual a
atividade mais realizada é a mineragdo. O visgueiro (Parkia pendula), espécie florestal da Amazénia brasileira, pode ter utilidade para recuperagdo de dreas degradadas, e ser utilizada como
planta fitorremediadora. Sendo assim, coube a este estudo realizar anélises univariadas (quantitativas e qualitativas) e multivariada (PCA) para avaliar indices germinativos da espécie Parkia
pendula submetidas a concentragdes crescente de cromo, devido a esta planta ser pouco conhecida sobre seu potencial fitorremediador. O trabalho foi realizado em uma sala de crescimento,
na temperatura constante de 30°C com fotoperiodo de 12h, conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com cinco tratamentos, sendo eles através da solugdo aquosa de
cloreto de cromo IlI (CrCI3.6H20), feitas nas concentragbes correspondentes a 0 mM (controle), 2,5mM, 5 mM, 7,5 mM e 10 mM. A porcentagem de germinagdo das sementes foi de 96%
nas sementes do tratamento controle, e quando ocorreu a aplicagdo do cromo esse percentual reduziu para 73,6%, uma possivel explicagdo para este fato é que cromo agiu no metabolismo
enzimatico bloqueando o crescimento do eixo embriondrio. Quanto maior as dosagens de cromo, menor o CVG, IVG e quantidade de sementes vidveis, e maior o TMG e sementes invidveis,
tais fatores podem ser decorrentes do estimulo do CrCI3.6H20 sob o bloqueio da sintese de enzimas hidroliticas, diminuindo agtcares importantes para que ocorra a germinagdo e viabilidade
da semente. Na andlise multivariada de componentes principais, a variabilidade dos dados é explicada em 89,2% na dimens&o 1 e 8,3% na dimens3o 2, totalizando 97,5% da variabilidade
total dos dados, com baixa contribuigdo da porcentagem de germinagdo e alta contribuig¢do dos indices TMG, CVG e IVG. A aplicagdo das concentragdes de cromo nas sementes de Parkia
pendula prejudicaram no processo germinativo da espécie, e o tratamento com 10 mM apresenta-se mais prejudicial para a porcentagem de germinagdo.

Palavras-chave: Metais pesados; Amazdnia brasileira; Fitorremediagdo.

Univariate and multivariate analysis on the ecotoxicological effects
of chromium on Parkia pendula (willd.) Walp. Seed germination

The presence of heavy metals in the Amazon has been growing since the last century, due to anthropic exploitation in areas where water and forest resources are located, in which the most
common activity is mining. Visgueiro (Parkia pendula), a forest species from the Brazilian Amazon, can be useful for the recovery of degraded areas, and be used as a phytoremediation plant.
Therefore, it was up to this study to carry out univariate (quantitative and qualitative) and multivariate (PCA) analyzes to evaluate germination rates of the Parkia pendula species subjected
to increasing concentrations of chromium, due to this plant being little known about its phytoremediation potential. The work was carried out in a growth room, at a constant temperature
of 30°C with a photoperiod of 12 hours, conducted in a completely randomized design (DIC), with five treatments, namely through the aqueous solution of chromium chloride 11l (CrCI3.6H20
), made at concentrations corresponding to 0 mM (control), 2.5 mM, 5 mM, 7.5 mM and 10 mM. The percentage of seed germination was 96% in the seeds without contact with the metal,
and when chromium is applied this percentage reduces to 73.6%, a possible explanation for this fact is that chromium acts in the enzymatic metabolism blocking the growth of the embryonic
axis. The higher the chromium dosage, the lower the CVG, IVG and amount of viable seeds, and the higher the TMG and non-viable seeds, such factors may be due to the stimulus of
CrCl3.6H20 under the blockade of the synthesis of hydrolytic enzymes, reducing sugars important for seed germination and viability. In the multivariate analysis of principal components,
data variability is explained by 89.2% in dimension 1 and 8.3% in dimension 2, totaling 97.5% of the total data variability, with low contribution from germination percentage and high
contribution of the TMG, CVG and IVG indices. The application of chromium concentrations in Parkia pendula seeds impairs the germination process of the species, and the treatment with
10 mM is more harmful for the germination percentage.
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INTRODUGAO

A presenca de metais pesados na Amazoénia tem sido decorrente desde o século passado, devido a
exploragdo antrdpica em areas onde ficam localizadas recursos hidricos e florestais, no qual a atividade mais
realizada é a mineracdo (MATHIS et al., 1997). Além disso, liberacdo de outros meios téxicos como: dleos,
incineragdo de residuos urbanos e industriais, fundicdo e refinamento tém sido comum (DUARTE, 2000), e
tém causado maleficios para a saide dos moradores proximos aos locais contaminados, visto que, a presenca
de metais e toxinas em bacias hidrograficas afetam também as vidas aquaticas, como os peixes, considerado
o alimento contaminado mais ingerido pelos moradores (YI, 2012).

O fundo do lago Agua Preta, localizado na Regido Metropolitana de Belém, Estado do Pard, possui
sedimento de metais pesados (OLIVEIRA et al., 2018), foi avaliado as concentragdes desses elementos, o que
teve maior evidéncia foi o cromo com concentracdo de 245 mg Kg?, o qual esteve acima do indice de
investigacdo Agricola APMax do CONAMA. O trabalho também deixou evidente os efeitos da agdo antrdpica
que o lago Agua Preta vem sofrendo no decorrer dos anos, mostrando que os sedimentos do fundo se
encontram impactados por metais pesados, altas cargas de matéria organica e nutrientes acima do ideal.

Um dos metais contaminantes no solo é o cromo (Cr), dependendo da sua forma, ou estdgios de
oxidacdo, pode ser considerado tdxico e cancerigeno ou, dependendo da concentracdo, é benéfico para seres
humanos ou animais (ATSDR, 2012; STANIN et al., 2004). Suas principais utilizacdes sdo em processamento
de couro e acabamento, em agentes de limpezas por galvanizagao, catalisadores, fabricacdo e producao de
crémico, entre outros processamentos (COSTA, 2020).

Sdo facilmente transportados no solo e podem atingir as aguas subterrdneas quando ocorrem
acidentes ou descarte irregular de residuos de industrias (SHAHID et al., 2017). Sobre a sua acumulagdo em
vegetais, observa-se que ficam retidos a maior parte em raizes e apenas uma pequena parcela é transportada
para as partes superiores da planta (WANG et al., 2002). O cromo causa efeitos negativos na planta, como:
problemas na germinagdo, no crescimento de raizes, folhas e caules, diminuicdo da matéria seca e
consequentemente acarretando uma menor produtividade de biomassa (COSTA, 2020).

A espécie Parkia pendula (Willd.) Walp., comumente conhecida por visgueiro, é pertencente a familia
Fabaceae, com ampla distribuicdo entre Espirito Santo a América Central. Esta arvore tem utilidade para
paisagismo, recuperacao de dreas degradadas e uso na carpintaria e marcenaria (FERRAZ et al., 2004).

A fitorremediagao é considerada uma técnica de descontaminac¢do de areas que estdo poluidas por
meio de organismos vivos, pelo uso de vegetais e/ou microrganismos. Para metais pesados, esse processo ja
tem uma eficacia comprovada (ACCIOLY et al., 2000). Apesar de ser uma técnica de baixo custo, no Brasil
ainda é desconhecida e pouco difundida pelos profissionais, visto que é em longo prazo que serd vistos os
efeitos desta técnica (TAVARES, 2009).

Sendo assim, coube a este estudo realizar analises estatisticas univariadas (Tukey e regressdo) e
multivariada (PCA) para avaliar indices germinativos da espécie Parkia pendula submetida a concentracdes
de prevencdo e investigacdo de cromo, sendo ela uma espécie florestal da Amazbnia brasileira, de
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importancia regional, porém pouco conhecida sobre seu potencial fitorremediador por metal pesado, mais

especificamente o cromo.

METODOLOGIA

O experimento foi realizado no periodo de janeiro a fevereiro de 2022, na sala de crescimento do
grupo de Estudo da Biodiversidade de Plantas Superiores (EBPS) (figura 1), localizado no Instituto de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal da Amazbnia (ICA/UFRA). O trabalho foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com cinco tratamentos e cinco repeticbes, perfazendo 25 unidades

experimentais, sendo cada unidade composta de uma bandeja com 25 sementes.

O Fes [

vmes urRa |

GAS 2000228
| RA, IBGI (adaptacio) EB‘PS

@ owis

Figura 1: Mapa de localizagdo do experimento.

As sementes foram desinfetadas com imers3ao por 10 minutos em solugdo de hipoclorito de sddio
(NaClO) comercial, sendo posteriormente lavadas com agua corrente por 5 minutos. As sementes de
visgueiro (Parkia pendula [Willd.] Walp.) possuem dormeéncia fisica, por isso foi utilizado o método de
escarificacdo mecanica com lixa nimero 100, na regido oposta a micrdpila das sementes.

Para a avaliacdo do efeito toxico do cromo (Cr) no processo germinativo, as sementes foram
distribuidas em bandejas sobre trés folhas de papel germitest® previamente autoclavadas, sendo
umedecidas com agua destilada ou solugdo, na proporc¢do de 2,5 vezes o peso do papel. A solucdo aquosa de
cloreto de cromo Il (CrCls.6H,0), foi feita nas concentra¢des correspondentes a 0 mg.L'? (0 mM), 75 mg.L?
(2,5 mM), 100 mg.L'? (5 mM), 125 mg.L? (7,5 mM) e 150 mg.L? (10 mM). O nivel zero correspondeu a
testemunha, onde foi utilizada apenas agua deionizada. A escolha dessas dosagens foi baseada nos valores
de alerta e intervencgdo preconizados pela Resolugdao Conama n° 420 de 2009.

Apds a semeadura, as bandejas foram acondicionadas na sala de crescimento, na temperatura
constante de 30°C (ROSSETO et al., 2009) com fotoperiodo de 12h e monitoradas de acordo com as regras e
instrugdes para analise de semente.

Foi avaliado a porcentagem de germinac¢do, sementes vidveis e invidveis. J4 o tempo médio de

germinacdo (TMG), coeficiente de velocidade de germinacdo (CVG) e indice de velocidade de germinacdo
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(IVG) foi determinada com a metodologia de Czabator (1962), Kotowski (1962) e Maguire (1962),

respectivamente.

A anadlise estatistica das varidveis e gera¢do dos graficos foi realizada com auxilio do software R Studio
versdo 1.3.1093. Para Analysis of Variance (ANOVA) e Test Post-Hoc de Tukey foi utilizada a biblioteca
ExpDes.pt e a fungdo “dic”, o qual ja realiza andlise de normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk
e igualdade das variancias pelo teste Bartlett para testar os pressupostos das andlises paramétricas, com o
nivel de significancia de 5%. Para a matriz de Correlagdo de Pearson foi utilizada a biblioteca corrplot e a

fungdo “cor.mtest” com o nivel de significancia também de 5%. J& a andlise multivariada de componentes

principais foi utilizada a biblioteca factoextra e a fungdo “fviz_pca_biplot”.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A porcentagem de germina¢do das sementes foi de 96% nas sementes do tratamento controle, e
guando ocorreu a aplicagao do cromo esse percentual reduziu para 73,6% (Figura 2), uma possivel explicacdo
para este fato é que o cromo agiu no metabolismo enzimatico bloqueando o crescimento do eixo
embrionario (VENDRUSCOLO et al., 2016), atuando nas etapas de ativacdo do crescimento vegetativo do
embrido, enfraquecendo a camada do endosperma que envolve o embrido e como consequéncia restringe o
crescimento do endosperma (COSTA, 2020; SOUSA et al., 2020).

A toxidade do cromo depende da capacidade de tolerancia das espécies vegetais e do seu estado de
valéncia (CASTILHOS et al., 2001). Cr lll € menos téxico quando comparado ao Cr VI (COSTA 2020), porém o
fato do cromo nao ser um elemento essencial para as plantas, ndo existe um sistema de transporte especifico

e sua absorg¢do acaba sendo pelos transportadores dos metais esséncias.

100 —I— —I— N

40

Germinacdo
%

0mM 25mM 5mM 7.5mM 10 mM

Dosagens de cromo

Figura 2: Porcentagem de germinagdo de sementes de visgueiro submetidas a estresse por cromo. As letras diferentes
mostram diferenca estatistica, comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Foi perceptivel que a quanto maior as dosagens de cromo, menor a quantidade de sementes viaveis,
e consequentemente aumenta o nimero de sementes invidveis (Figura 3A). Ademais, houve uma reducdo

nos indices germinativos CVG e IVG, e um leve aumento no tempo médio de germinacdo dessas sementes
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submetidas ao metal (Figura 3B e 3C). No entanto, na dosagem 5 mM apresentou uma quantidade menor de
sementes consideradas vidveis, podendo ser em decorréncia da fitotoxidez. Caso semelhante ocorrido com
a espécie arbérea Myracroduon urundeuva, em que o solo estava com o teor de cromo superior a 150 mg.kg-
' (FREITAS et al., 2020).

Tais fatores podem ser decorrentes do estimulo do CrCl;.6H,0 sob o bloqueio da sintese de enzimas
hidroliticas (COSTA, 2020), que degradam polissacarideos a monossacarideos em que a cadeia de carbono é
mais simples facilitando sua metabolizagdo e, posteriormente, sintese de energia para as etapas
germinativas, e como esse processo é bloqueado pelo metal pesado, hd a consequéncia de menor

germinacado (TAIZ et al., 2017; SOUSA et al., 2020).

25
20 ] ¥
A Viaveis

® Invidveis
y = -0.28x + 23,03
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&
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5 - :
QM
0 ®
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Figura 3: NUmero de sementes vidveis e invidveis (A); porcentagem de germinagdo e CVG (B); IVG e TMG (C) de
sementes de visgueiro submetidas a estresse por cromo.

Na interpretacdo de correlagdes estimadas entre as variaveis (figura 4), trés aspectos devem ser
considerados: a magnitude, a dire¢do e a significancia. Estimativas de coeficiente de correlagcdo positivas
indicam a tendéncia de uma varidvel aumentar quando o a outra aumenta, e correlagdes negativas indicam
tendéncia de uma variavel aumentar enquanto a outra diminui (NOGUEIRA et al., 2012). O coeficiente de
correlagcdo de Pearson (1892) classifica as correlagdes em: bem fracas (+/- 0,00 a 0,19), fracas (+/- 0,20 a
0,39), moderadas (+/- 0,40 a 0,69), fortes (+/- 0,70 a 0,89) e muito fortes (+/- 0,90 a 1,00).

De modo geral, a matriz com os coeficientes de correlacdao de Pearson reforca o comportamento
observado mais detalhadamente nas figuras 2 e 3, simplificando a ligacdo que ha entre os elementos que
manifestaram significancia, ou seja, as correlacées. Estudos de Castilhos et al. (2001), também a respeito

sobre o efeito deletério do cromo, revelou que quando o Cr é aplicado em dosagens superiores a 20 mg/L,
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ha reducdo na producdo de matéria seca da parte aérea e radicular de soja, o nimero e peso de nédulos
Bradyrhizobium, como também a fixacdo bioldgica de nitrogénio e absorcdo de nutrientes esséncias para a

planta.

IVG CVG TMG %G S| SV Cr

. B

-1 -08 -06 -04 -0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Figura 4: Coeficiente de correlagdo de Pearson para as sementes vidveis (SV), sementes invidveis (SI), porcentagem de

germinagdo (%G), tempo médio de germinagdo (TMG), coeficiente de velocidade de germinagdo (CVG) e indice de
velocidade de germinagdo (IVG) da Parkia pendula sobre diferentes dosagens de cromo. ns Nao significativo ao nivel
de 5% de probabilidade.

As relagbes entre as varidveis de germinacdo e as diferentes dosagens de cromo podem ser
visualizadas a partir da andlise multivariada introduzindo o método de Analise de Componentes Principais
(Principal Component Analysis - PCA), explorando as maneiras de determinar os componentes principais
(PCs) e extrair alguns PCs que tém grande influéncia na variacdo de dados (YU et al., 2010). A variabilidade
dos dados é explicada em 89,2% no eixo 1 e 8,3% no eixo 2, totalizando 97,5% da variabilidade total dos
dados.

Ha varias explicagdes para a baixa contribui¢do da germinagdo na PCA (15.75), uma delas é que em
maiores concentragoes de Cr, pode ocorrer pela toxidade ibnica sobre a viabilidade do embrido diminuindo
o potencial osmético das solu¢gbes mais concentradas implicando diretamente na absorcdo de agua pelas
sementes, que é o fator mais importante para o processo de germinacdo e viabilidade da semente (BEZINI et
al., 2019).

Além disso, o estresse por metal pesado pode alterar as propriedades de permeabilizagdo de selecdo
da membrana celular ocasionando uma degradacdo acelerada de nutrientes estocados no endosperma
(SHAFIQ et al., 2008) e na homeostase celular acarretando um estresse oxidativo incluindo alteragdes nas
enzimas do sistema de defesa antioxidante (PATEL et al., 2013), diminuicdo da hidrélise do amido e efeito da
atividade de amilases (COSTA 2020), prejudicando o fornecimento de acglcar para eixos embrionarios em

desenvolvimento (MITTAL et al., 2015).
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Figura 5: Analise de Componentes Principais (PCA) para as sementes viaveis (SV), sementes invidveis (SI), porcentagem
de germinagdo (%G), tempo médio de germinagdo (TMG), coeficiente de velocidade de germinagdo (CVG) e indice de
velocidade de germinacdo (IVG) da Parkia pendula sobre diferentes dosagens de cromo.

CONCLUSOES

A aplicacdo das concentracdes de cromo nas sementes de Parkia pendula prejudicaram no processo
germinativo. O tratamento com 10 mM apresenta-se mais prejudicial para a porcentagem de germinacao.
Os indices germinativos CVG e IVG sdo afetados significativamente conforme se aumenta a dosagem do
metal, sendo uma relacao indiretamente proporcional, enquanto o TMG tem uma correlacao diretamente
proporcional, muito baixa e ndo significativa. Na analise multivariada, a variabilidade dos dados totalizada

em 97,5%, com baixa contribui¢do da porcentagem de germinacgao e alta contribui¢ao dos indices TMG, CVG

e IVG.
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