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RESUMO

Marques, Marise Concei¢do, D. Sc. Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Fevereiro de 2013. Toxicidade por metais pesados em pinhao-
manso e mamona cultivadas em solugéo nutritiva. Orientador: Clistenes
Williams Aradjo do Nascimento. Examinadores: Adriana Maria de Aguiar
Accioly, Eriberto Vagner de Souza Freitas, Jerusa Schneider e Lilian Gomes
Willadino.

O presente trabalho avaliou a resposta do acumulo e distribuicdo de Cd,
Zn e Pb em pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) e mamona (Ricinus communis)
utilizando a técnica ndo invasiva da fluorescéncia de clorofila. A resposta das
plantas as doses destes metais considerando-se sua toxicidade,
essencialidade e tolerancia, além da composicdo nutricional, atividade de
enzimas antioxidantes, proteinas sollveis e pigmentos fotossintéticos, foram
estudados. Foram conduzidos cinco ensaios em casa de vegetacdo, 0s quais
trés foram com pinhdo-manso e dois com mamona. Em cada ensaio foi
utilizado cinco doses de cada metal e um controle (sem adicdo de metal). Para
0 ensaio com doses de Zn, devido a essencialidade do metal, adotou-se um
controle com dose 0,380 pmolL™ de Zn. Os ensaios foram conduzidos em
blocos ao acaso com 3 repeticbes. Apbs aplicacdo dos metais, 0s ensaios
foram conduzidos por periodos distintos. Foram determinadas: a matéria seca
das folhas, caule, raizes e total, teores dos metais e nutrientes (N, P, K, Ca,
Mg, Fe, Cu, Zn, M, Mo e B), pigmentos, atividade enzimatica, proteina sollvel,
assim como a fluorescéncia de clorofila. Verificou-se que a medida da
fluorescéncia de clorofila foi eficiente para avaliar as alteracbes temporais
ocasionadas pela toxicidade de Cd, Zn e Pb. O pinhdo-manso apresentou
relativa tolerancia a toxicidade por Cd e ndo demonstrou efeitos deletérios nos
teores de Fe e clorofila “a” nas folhas. Os sintomas visuais de toxicidade por Cd
observados nas plantas foram caracterizados por clorose nas folhas mais
novas, reducdo de crescimento da planta e escurecimento, além de restricdo
do crescimento, das raizes. A dose 227 pmolL™" de Zn foi correspondente a
reducdo de 50% da matéria seca nas plantas de pinhdo-manso. A deficiéncia e
toxicidade por Zn provocaram desbalanco nutricional e reduziram as
concentracbes de pigmentos nas folhas de pinhdo-manso. As doses de Pb

provocaram alteracfes na composicao nutricional das plantas, com reducéao na
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concentracdo de N, P, Cu e Zn nas folhas. A toxicidade por Pb ndo provocou
efeitos deletérios nos teores de Fe, Mg e pigmentos foliares em pinhao-manso.
Apesar do declinio no status nutricional das plantas, com reducdes no
conteudo de Fe e Mg nas folhas, a mamona apresentou relativa tolerancia a
toxicidade por Zn, ndo demonstrando efeitos deletérios aos pigmentos
fotossintéticos. As doses de Pb ndo provocaram alteragbes na composicao
nutricional das plantas, e também nos pigmentos fotossintéticos nas folhas de
mamona. As doses de Cd, Zn e Pb ndo provocaram alteracdes na atividade
das enzimas antioxidantes e nas proteinas sollveis total nas folhas de mamona
e pinhdo-manso. As espécies estudadas, por sua relativa tolerdncia e
capacidade de acumular Cd, Zn e Pb nas raizes, podem ser uma alternativa
ambiental e economicamente atraente para fitoestabilizacéo e fitoatenuacao de
areas contaminadas por estes metais, com adicional vantagem econdmica
decorrente da utilizagdo do 6Oleo para fins industriais e producdo de bioenergia
durante o processo de remediagéo.



ABSTRACT

Marques, Marise Concei¢do, D. Sc. Universidade Federal Rural de
Pernambuco, February 2013. Toxicity of heavy metals in jatropha and castor
bean grown in nutriente solution. Adviser: Clistenes Williams Araujo do
Nascimento. Committee members: Adriana Maria de Aguiar Accioly, Eriberto
Vagner de Souza Freitas, Jerusa Schneider and Lilian Gomes Willadino

The work was carried out to study the response of jatropha (Jatropha
curcas L.) and castor bean (Ricinus communis) to Cd, Zn, and Pb assessed by
X-ray chlorophyll fluorescence. The effect of the metal doses on phytotoxicity,
metal tolerance, nutrients composition, enzymes activity, soluble proteins and
photosynthetic pigments were studied. Five experiments were conducted in
greenhouse, being three of them using jatropha and two studying castor bean
plants. Each experiment had five doses of each metal and a control (no metal
addition). Given its essentiality, the experiment with Zn utilized a 0,380 pmol L™
of Zn as a control. All the experiments were carried out in randomized block
design with three replicates. The metals were applied and the experiments
conducted during different periods. The following characteristics were
evaluated: biomass of roots, stem and leaves, concentration of metals and
nutrients (N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn, Mo and B), antioxidative enzymes
activity, soluble protein, pigments as well as X-ray chlorophyll fluorescence. The
results showed that chlorophyll fluorescence was efficient in determining the
time alterations caused by Cd, Zn and Pb phytotoxicities. Jatropha showed a
relative tolerance to Cd and did not present deleterious effects on the Fe

contents and chlorophyll “a”. The visual symptoms of Cd toxicity were chlorosis
in newest leaves, plant growth reduction, besides darkening and restrict growth
of roots. The 227 pmol L™ of Zn was equivalent to a 50% reduction in jatropha
biomass. Both the toxicity and deficiency of Zn provoked nutritional imbalance
and diminished the pigments concentration in jatropha leaves. The Pb doses
also caused changes in the chemical composition of plants with reduction of N,
P, Cu and Zn in leaves. The Pb toxicity did not change the concentrations of Fe,
Mg and foliar pigments in jatropha. In spite of the decreased nutritional status,
with reduction of Fe and Mg in leaves, castor bean did show tolerance to Zn
toxicity with no effects on photosynthetic pigments. The Pb doses did not
provoke changes on the plants mineral composition as well as on castor bean

photosynthetic pigments. The doses of Cd, Zn and Pb did not change the
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activities of antioxidant enzymes neither the soluble proteins for both plant
species. Owing to their relative tolerance to the studied metals, castor bean and
jatropha can be environmental and economic alternatives to phytostabilization
and phytoattenuation of contaminated areas with additional advantage of oil

utilization in industry and bioenergy production during the remediation.



INTRODUCAO GERAL

O desenvolvimento tecnolégico, econbmico e agricola, e,
consequentemente, a grande quantidade de lixo e residuos produzidos, o uso
inadequado de residuos e insumos agricolas, assim como do descarte de
residuo no solo e aumento das emissdes gasosas nha atmosfera, tém
contribuido para a contaminacdo ambiental. Dentre os diferentes
contaminantes, 0os metais pesados tem recebido atencdo especial, uma vez
que estes elementos sdo persistentes no ambiente e podem atingir a cadeia
tréfica no seu mais alto nivel, 0 homem. Sendo assim, os metais comprometem
a sustentabilidade dos ecossistemas e a qualidade de vida humana e, neste
sentido, se faz necessario o levantamento e monitoramento das areas.

Os metais pesados Cd, Zn e Pb tém amplo espectro de uso em diversas
atividades industriais. O Cd € componente da producédo de bateria de Ni—Cd e
Ag—Cd, galvanoplastia, fabricacdo de material de PVC, como também é
bastante utilizado em pigmentos, ligas e estabilizadores para plasticos. O Zn
também tem uso industrial na producao de bateria, galvanoplastia, pigmentos,
plasticos, catalisacdo da producdo de lubrificantes e pesticidas, estes dois
metais tem ainda uso em equipamentos automobilistico, aparelhos domésticos
e conservacdo de madeira, como também em diferentes compostos para
aplicacbes médicas e dentarias. O Pbh, proveniente da exploracdo de minério
ou da reciclagem de baterias, tem muitos usos industriais. Sua combinagéo
com outros metais forma ligas comumente encontradas em tubos, munigdes,
soldas e cabos. Apresenta amplo uso em pigmentos, tintas, corantes e
esmaltes ceramicos. Por décadas, compostos de Pb (tetraetichumbo e
tetrametilchumbo) foram utilizados como aditivos na gasolina, no entanto, por
causa do impacto ambiental proveniente do seu uso, essa pratica foi proibida
na década de 1980 e, posteriormente, banida a partir de 1996. O
tetraetiichumbo, no entanto € usado na gasolina para veiculos pesados e
avides em paises em desenvolvimento (ATSDR, 2005; ATSDR, 2007; Kabata-
Pendias, 2010).

Alguns estudos tem demonstrado a entrada de metais pesados,
proveniente de via antropogénica, e 0s impactos provocados por estes
contaminantes na qualidade de vida humana. Qu et al. (2012), avaliando a

exposicdo humana a metais na China, verificaram elevados riscos para 0s
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moradores que residiam proximo a area de mineracdo por exposicdo aos
metais Pb, Cd e Hg, sendo que as principais vias de exposi¢cao aos elementos
mais relevantes foram o contato com o solo, a ingestdo de vegetais, e ar
respirado. Cheng et al. (2012), avaliando a distribuicdo de metais pesados em
ambiente aquatico préximo a uma area industrial na China, verificaram, entre
0s metais avaliados, maiores concentracdes de Pb e Cd em agua e sedimentos
na maioria dos locais investigados, sendo a via antropogénica apontada pelos
autores como um dos fatores de enriquecimento dos elementos. Chabukdhara
e Nema (2013), investigando a contaminacdo por metais pesados em solo
urbano na india e a relagdo com o risco carcinogénico em criancas e adultos,
indicaram que os niveis de Cr, Pb, Cd e Ni nas pessoas com cancer ndo se
correlacionaram com a doenca. No entanto, a ingestao de solo por criancas foi
um dos fatores apontados pelos autores por aumentar o risco de outras
enfermidades em criangas quando comparadas aos adultos.

Alguns autores também tém estudado o impacto provocado no sistema
solo—agua—planta—atmosfera. Silva et al. (2012a), avaliando o impacto
ambiental do manejo agricola adotado em area produtora de manga no
Nordeste do Brasil, verificaram a relevante contribuicdo antropogénica na
entrada de metais pesados nos solos, sendo observado contaminacao por Cu,
Zn e Cr nos pomares. Ren et al. (2006), investigando a concentracdo de Pb em
diferentes locais na China, verificaram concentracdes de Pb na seguinte ordem
decrescente: &rea industrial, creches, jardim residencial, parque puablico, area
comercial e fazenda, sendo o teor mais elevado (15127 mg kg™ de Pb no solo)
observado proxima a uma area de forno de fundicéo. Banerjee e Gupta (2012),
estudando a caracterizacdo de efluentes industriais e seu impacto sobre a 4gua
e sedimentos do Rio Dantas, proximo a uma area industrial na india,
verificaram elevadas concentracbes para Cd e Pb, demonstrando a
contribuicdo do impacto provocado pelo descarte do residuo industrial no
ecossistema aquatico. Brait e Antoniosi Filho (2010), avaliando a qualidade do
ar em area urbana no Brasil, verificaram concentracdes médias de Pb de 6,7
ug™t m?dia™, sendo o maior valor detectado em areas de maior intensidade de
transito. Gunawardena et al. (2013), em estudo realizado na Australia,
observaram que os tamanhos das particulas oriundas das emissfes gasosas
sao relevantes para difusdo de metais pesados no ambiente, sendo que a

deposicdo umida de particulas finas apresentaram positiva correlacdo com a
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deposicdo dos metais Pb, Cd, Ni e Cu no solo e abrangeram uma maior
extensdo de area, sendo que a fonte de maior contribuicdo foi a emissbes
gasosas dos veiculos. Haiyan e Stuanes (2003), investigando o acumulo de
metais pesados durante quatro anos em area industrial na China, verificaram
predominéancia de Pb nas particulas de poeira e maior teor em plantas de areas
industrias proximo as emissdes das chaminés do forno de fundigdo. Os autores
ressaltaram ainda que 0s aspectos negativos para contaminagdo ambiente ndo
ocorrem apenas localmente, mas também em areas vizinhas.

O solo é o constituinte da biosfera que atua como tamp&o no controle
das transformacbes e transporte de metais pesados para a atmosfera,
hidrosfera e biota, por meio de varias reacdes na fase sélida/solucao:
adsorcao/dessorcdo, precipitacdo/dissolucdo, complexacdo, lixiviacdo e
volatilizacdo, sendo a dinadmica destas reacdes controladas por varios atributos
do solo, entre os quais 0 pH e potencial redox séo de grande relevancia. Outros
fatores que podem predizer a intensidade das transformacgdes e transferéncia
de metais no solo sdo caracteristicas como qualidade e teor da matéria
organica e assembleia mineraldgica (Kabata-Pendias e Pendias, 2001).

Desta forma, no decorrer das trés Ultimas décadas, a crescente
contaminagcdo do solo e &guas por metais pesados tem despertado
preocupacdo e as alternativas com finalidade de recuperacdo destas areas
impactadas por parte dos 6rgdo responsaveis devem envolver estratégias que
assegurem a identificacdo da fonte de contaminagao e os agravantes por elas
provocados, como também a aplicacdo de medidas cabiveis a tomada de
deciséo e as formas de intervencdo e monitoramento mais adequados, sempre
com finalidade de reduzir a exposi¢cao (CETESB, 2013).

Nascimento e Xing (2006) citam como estratégias para recuperacédo de
areas contaminadas por metais pesados a fitoestabilizacdo, pratica que visa o
estabelecimento de espécies vegetais tolerantes a concentracdes elevadas de
metais pesados nos solos. Esta pratica, além de desempenhar papel de
protecdo do solo, imobiliza o metal pesado in situ. A fitoestabilizacdo € uma
técnica que reduz a mobilidade dos metais pesados, pois atua como barreira
diminuindo a transferéncia do metal pesado para outros ambientes, por meio
de processos como eroséo e lixiviagao.

Alguns autores tém demostrado que o pinhdo-manso (Jatropha curcas

L.) e a mamona (Ricinus communis L.) sdo espécies oleaginosas promissoras
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para producdo de bioenergia (Kumar e Sharma, 2008; Sahoo et al., 2009;
Sahoo e Das, 2009; Jingura et al., 2010; Berman et al., 2011). Estudos tém
demonstrado que estas plantas apresentam tolerancia a metais pesados
(Romeiro et al. 2006; Niu et al., 2007; Juwarkar et al., 2008; Jamil et al. 2009;
Shi e Cai, 2009; Yadav et al., 2009; Huang et al., 2011), e por serem culturas
ndo-alimenticias apresentam grande potencial para programas de
fitorremediacdo de areas contaminadas por metais pesados.

O Cd, o Zn e o Pb provocam varios disturbios nas plantas, os quais sao
devidos a alteracdes fotossintéticas, metabdlicas, nutricionais e anatdmicas e,
consequentemente, dependendo da susceptibilidade das plantas a toxicidade,
sintomas visuais destas alteragdes sao externados (Cunha et al., 2008; Zhao et
al., 2011; Bertoli et al., 2012; Costa et al., 2012; Solymosi e Bertrand, 2012; Luo
et al., 2012). Por outro lado, quando as plantas apresentam mecanismos de
defesa ao estresse provocado por estes metais, sinalizam alteracées a nivel
metabdlico e celular que demonstram sua capacidade de tolerar elevadas
concentracdes destes elementos no solo (Zhao et al., 2012; Lin e Aarts, 2012).

Por exemplo, a toxicidade por metais pesados pode induzir a producéo
de espécies reativas de oxigénio, tais como superoéxidos (O), radicais hidroxila
(OH") e perodxido de hidrogénio (H2.0,), que ao interagirem com componentes
celulares promovem danos oxidativos e consequente deterioracdo celular
(Gadjev et al. 2008; Schutzendubel et al. 2001). Em espécies de plantas
sensiveis a metais pesados, o conteudo de espécies reativas de oxigénio
aumenta consideravelmente se ndo houver um mecanismo eficiente de
enzimas antioxidantes. Por conseguinte, o acumulo de espécies reativas de
oxigénio resultard em morte celular, afetando assim o metabolismo normal das
plantas (Sharma e Dietz, 2009). Desse modo, a estratégia de elevacdo da
atividade de enzimas antioxidantes indica o status de defesa nas células
vegetais. Dentre estas se destacam a superoxido dismutase, catalase,
ascorbato peroxidase, glutationa redutase e glutationa S-transferase (Smeets
et al., 2005; Sun et al., 2007; Jamil et al., 2009; Liu et al., 2011)

A fotossintese € um dos mais importantes e complexos processos que
ocorrem na natureza, pelo o qual as plantas utilizam a luz como fonte de
energia para produzir carboidratos. Neste processo, o dioxido de carbono e a
agua sdo usados para produzir glicose e oxigénio. Todo metabolismo

fotossintético € intermediado diretamente por pigmentos fotossintéticos, sendo
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a clorofila a grande responsavel por possibilitar essa interacdo entre a captura
de energia solar e o processo desencadeado dentro dos cloroplastos, enquanto
a clorofila b e os carotendides atuam como pigmentos acessoOrios na
transferéncia de elétrons para a clorofila a (Caires et al, 2009; Bohr, 2011).

A diminuicdo da atividade fotossintética € ocasionada por varios
distarbios, podendo apresentar-se de forma reversivel ou irreversivel, a
depender da intensidade do estresse e da tolerancia da planta ao estresse. O
dano promovido pelo acumulo de Zn, Pb e Cd em tecido vegetal € um dos
responsaveis por desencadear alteracbes no aparato fotossintético, sendo o
contéudo de pigmentos comumente afetado (Khudsar et al. 2004;
Silva et al., 2012b; Cambrollé et al., 2012; Cambrollé et al., 2013; Alfadul e Al-
Fredan, 2013). As moléculas de clorofila que emitem fluorescéncia no
cloroplasto sdo indicadoras sensiveis do status normal do aparato
fotossintético. A medida de fluorescéncia de clorofila € caracterizada por um
pico maximo na regido vermelha (680-700 nm) que ¢é atribuido ao fotossistema
II (PSIl) e outro na regido vermelha distante (730-740 nm) correspondente ao
fotossistema | (PSI) (Silva Junior, 2011). A fluorescéncia de clorofila reflete os
processos da fotossintese que ocorrem nos cloroplastos, incluindo a reacdo
fotoquimica no PSIl, tornando-se uma ferramenta Uutil para avaliar o
desempenho fotossintético e monitorar precocemente 0 estresse ambiental
(Dell et al., 1999; ;Joshi e Mohanty, 2004; Corcoll et al., 2011; Cambrollé et al.,
2011). A correlacdo negativa do decrescimento da biossintese de clorofila e
eficiéncia quantica desencadeia declinio da assimilacdo de C, resultando em
inibicdo do crescimento das plantas (Silva et al., 2012b).

Neste contexto, o presente trabalho avaliou a resposta do acumulo e
distribuicdo de Cd, Zn e Pb em pinh&o-manso e mamona utilizando a técnica
nao invasiva da fluorescéncia de clorofila. A resposta das plantas as doses
destes metais considerando-se sua toxicidade, essencialidade e tolerancia,
além da composicao nutricional, atividade de enzimas antioxidantes, proteinas
soluveis e pigmentos fotossintéticos, foram estudados. Estes resultados
permitiram avaliar a tolerancia do pinh&o-manso e mamona aos metais
estudados, podendo inferir a possibilidade do uso desta espécie em projetos de
revegetacao de areas contaminadas.
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TOXICIDADE POR Cd EM PINHAO-MANSO (Jatropha curcas L.) AVALIADA
POR FLUORESCENCIA DE CLOROFILA, BALANCO NUTRICIONAL E
ENZIMAS DE DEFESA

RESUMO

A contaminagdo por Cd nos solos agricolas é resultante da aplicacdo de
fertilizantes e diferentes residuos e compromete a sustentabilidade de
ecossistemas, apresentando sérias consequéncias a saude humana e animal.
A revegetacdo com espécies ndo-alimenticias pode ser adotada como
alternativa para imobilizacdo de metais e recuperagdo desses solos.
Considerando que o pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) apresenta relativa
tolerancia a metais pesados e potencial para producéo de biodiesel, o trabalho
avaliou a toxicidade de Cd e o estresse fotossintético induzido pelo Cd
utilizando a técnica da fluorescéncia de clorofila e as alteragdes provocadas
pelo Cd no status nutricional e na atividade de enzimas antioxidativas, proteina
soluvel, e pigmentos fotossintéticos nesta espécie. Para tanto, plantas de
pinh&o-manso foram cultivadas durante 20 dias em solug¢ao nutritiva com doses
de 5, 10, 20, 30 e 40 pmol L™ de Cd e um controle, sem adicdo de Cd, foi
adotado. A fluorescéncia de clorofila foi sensivel as alteracbes temporais
ocasionada pela toxicidade por Cd nas plantas. O pinhdo-manso apresentou
tolerancia a toxicidade por Cd e ndo demonstrou efeitos deletérios nos teores
de Fe e clorofila a nas folhas. Os sintomas visuais de toxicidade por Cd
observados nas plantas foram caracterizados por clorose nas folhas mais
novas, reducdo de crescimento da planta e escurecimento, além de restricdo
do crescimento, das raizes. A toxicidade por Cd em pinh&o-manso né&o
provocou alteracbes na atividade de enzimas antioxidantes e no teor de
proteina soluvel nas folhas. O pinhdo-manso é considerado atualmente espécie
ndo-alimenticia promissora para producdo de bioenergia e pode ser uma
espécie atraente para a estratégia de revegetacao de areas contaminadas por
Cd, com a adicional vantagem econdmica da producdo de um Oleo nédo

comestivel.

Palavras-chave: Oleaginosa. Metal pesado. Enzimas antioxidantes
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TOXICITY OF CADMIUM IN JATROPHA ASSESSED BY X-RAY
FLUORESCENCE, NUTRITIONAL IMBALANCE AND DEFENCE-RELATED
ENZYMES

ABSTRACT

Cadmium contamination in agricultural soils is a result of fertilizers and wastes
application. It hampers the ecosystems sustainability and presents serious
consequences to animal and human health. The vegetation using non-edible
crops can be an alternative to both immobilization of metals and remediation of
metal contaminated areas. Giving jatropha (Jatropha curcas L.) poses a relative
tolerance to heavy metals and potential to biofuel production, the work was
carried out to study Cd toxicity and photosynthetic stress assessed by x-ray
chlorophyll fluorescence as well as the effects of Cd on the mineral composition
changes, enzymes activity, soluble proteins and photosynthetic pigments.
Jatropha plants were grown during 20 days in a nutrient solution with five Cd
rates: 5, 10, 20, 30 and 40 pmol L™ and a control with no Cd addition.
Chlorophyll fluorescence was able to detect the alterations caused by Cd
toxicity in plants. Jatropha posed tolerance to Cd and did not show effects on
Fe contents and chlorophyll a in leaves. The plants displayed symptoms such
as foliar chlorosis, biomass reduction, darkening and growth decreasing of root.
Cd toxicity did not promote changes in enzymes with antioxidative activity and
soluble protein contents in leaves. Jatropha is considered a promising crop for
bioenergy production. It can also be used as an attractive alternative to
vegetate contaminated areas with the economic advantage of commercial

production of non-edible oil.

Keywords:. Oilseed crop. Heavy metal. Antioxidant enzymes
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INTRODUCAO

A contaminacdo por Cd nos solos agricolas é resultante da aplicagédo de
fertilizantes fosfatados, lodo de esgoto, esterco, calagem e diferentes residuos
(Chaffei et al., 2004; Campos et al., 2005; Goncalves et al., 2008; Freitas et al.,
2009). Essa contaminacdo compromete a sustentabilidade de ecossistemas,
apresentando sérias consequéncias a saude humana e animal. A revegetacao
com espécies nao-alimenticias que apresentem potencial para tolerar elevadas
concentracbes de metais pesados nos tecidos, especialmente com seu
acumulo em raizes, apresenta-se como alternativa para recuperacdo desses
solos.

Dentre as praticas fitorremediadoras, a fitoestabilizacdo é uma técnica
gue estabelece cobertura vegetal na area contaminada imobilizando o metal
pesado in situ (Nascimento e Xing, 2006). Essa técnica impede principalmente
a mobilidade de metais pesados para outros ambientes através de processos
como erosdo e lixiviacdo, consequentemente reduz o risco de difusdo da
contaminag¢do. Como alguns estudos tém demonstrado que o pinhdo-manso
apresenta tolerancia a metais (Juwarkar et al., 2008; Jamil et al. 2009; Yadav et
al., 2009), esta espécie poderia ser uma alternativa para sustentabilidade e
recuperacdo de solos contaminados, pois além de ser uma cultura nao-
alimenticia, apresenta a vantagem de agregar valor econdmico a
fitoestabilizacdo, visto a possibilidade de exploracdo industrial de 6leo para
producdo de bioenergia (Kumar e Sharma, 2008; Sahoo et al., 2009; Sahoo e
Das, 2009; Jingura et al., 2010).

O Cd, devido sua semelhanca quimica com outros metais essenciais,
pode substituir esses no sistema enzimatico e em estruturas de proteinas e
compostos bioativos, 0 que resulta em toxicidade (Babula et al., 2008).
Ademais, apresenta alta mobilidade no floema podendo acumular-se em varias
partes das plantas (Cheffei et al., 2004). Cabe salientar a elevada toxicidade do
Cd, que mesmo em concentracdes to baixas como 5 a 10 mg kg™ na matéria
seca de folhas, provoca toxidez em plantas (White e Brown, 2010). Kabata-
Pendias (2010) citam teores considerado téxicos entre 5 a 20 mg kg™ na
matéria seca da parte aérea.

A elevacdo na concentragdo de Cd promove irreversiveis disturbios

celulares e de processos fisiologicos, por induzir estresse oxidativo (Smeets et
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al.,, 2005). O aumento da reacdo de espécies reativas de oxigénio €
considerado potencialmente prejudicial para 0s componentes celulares,
mostrando-se como um dos danos comumente observados apds exposi¢cao a
metais pesados (Sharma e Dietz, 2009). Schutzendubel et al. (2001) sugerem
gue o Cd inibiu o sistema antioxidante e acelerou a producéo de superoxido de
hidrogénio, revelando-se, provavelmente, como efeito chave para inibicdo do
crescimento e alongamento das raizes, induzindo uma sequéncia de reacdes,
e consequentemente a morte celular. Estes autores ainda ressaltaram que o
Cd néo provocou deterioragcdo nas células radiculares, mas acelerou os
processos que conduzem ao envelhecimento celular. No entanto, o aumento da
atividade de enzimas antioxidantes é mecanismo de defesa no balanco
homeostético. Dentre estas enzimas podem ser citadas a ascorbato peroxidase
(APX), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), superdxido dismutase
(SOD), glutationa redutase (GR) (Smeets et al., 2005; Sun et al., 2007; Jamil et
al., 2009; Liu et al., 2011).

A toxidez por Cd altera o conteudo de pigmentos e inibe a atividade
fotossintética e metabdlica das plantas (Dixit et al.,, 2001; Joshi e Mohanty,
2004; Maurya et al., 2008; Wang et al., 2009; Mohamed et al., 2012). Assim
como provoca desbalango nutricional (Bertoni et al., 2012; Li et al., 2012; Costa
et al., 2012).

Além da avaliacdo da concentracdo dos niveis toxicos nos tecidos
vegetais, status nutricional, metabdlicos e dos sintomas visuais dos danos
provocados por acumulo de Cd, e as técnicas que possibilitem identificar a
toxidez de forma mais rapida e eficiente sdo de grande relevancia para o
monitoramento de contaminagao por metais pesados nos ecossistemas. Assim,
a medida da fluorescéncia de clorofila € uma técnica que utiliza informacéo
sobre a atividade fotossintética das plantas, possibilitando detectar estresse
ambiental (Giardi et al.,, 2001; Joshi e Mohanty, 2004; Maurya et al., 2008;
Corcoll et al., 2011). Isto ocorre porque a molécula de clorofila é fluorescente e
atraves da dissipacdo de energia pode-se elucidar alteracdes na transferéncia
de elétrons a nivel de membranas de tilacoides, possibilitando verificar
alteracOes de forma pontual e em tempo real (Lin et al., 2007). Uma importante
vantagem adicional dessa técnica € a sensibilidade para detectar distarbios a
nivel celular sem destrutir o tecido vegetal (Maurya e Gopal, 2008; Venterella et
al., 2009; Cherif et al., 2010; Silva et al., 2012).
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Considerando que o pinhdo-manso apresenta relativa tolerancia a
metais pesados, o presente trabalho avaliou a toxicidade de Cd e o estresse
fotossintético induzido pelo metal utilizando a técnica ndo destrutiva da
fluorescéncia de clorofila e as alteragcdes provocadas pelo Cd no status
nutricional e na producdo de enzimas antioxidativas, proteina soluvel e

pigmentos fotossintéticos.

MATERIAL E METODOS

Sementes de pinhdo-manso (Jatropha Curcas, L.) foram colocadas para
germinar em bandejas contendo vermiculita umedecida com solucdo de Ca
0,67 mmol L™ na forma de Ca(NOs3),)4H,0 (Vilela e Anghinomi, 1984). Treze
dias apdés o semeio, as plantulas foram transferidas para vasos plasticos
contendo seis litros de solucéo nutritiva (Hoagland e Arnon, 1950, modificada),
contendo: 105,05; 15,5; 117,3; 100,2; 24,3; 32,1; 0,325; 0,25; 0,025; 0,01; 0,25;
0,005; 7,53 mg L' de N, P, K, Ca, Mg, S, Cl, Mn, Zn, Cu, B, Mo e Fe,
respectivamente, a qual foi substituida semanalmente. Foi adicionado
diariamente 4gua deionizada nos vasos para reposicdo da agua perdida por
evapotranspiracao. O pH da solucédo foi ajustado sempre que necessario, para
valores proximos de 5,6 (+/- 0,2), sendo a corre¢do efetuada com H,SO,4 ou
NaOH 1 mmol L™. Apés 14 dias de cultivo, foram acrescentadas na solucéo
doses de 5, 10, 20, 30 e 40 umol L™ de Cd (CdCl,. H,0). Um controle sem
adicdo de Cd foi adotado. O experimento foi conduzido em blocos ao acaso,
(uma espécie vegetal com seis doses de Cd), com 3 repeticdes.

Apés a adicdo do metal, as plantas foram mantidas em casa de
vegetacdo por 20 dias. Posterior a esse periodo, procedeu-se a coleta e
lavagem com agua destilada das folhas, caule e raizes, sendo estes
acondicionados em sacos de papel.

As amostras foram mantidas em estufa com circulagéo forgcado de ar a
65 © C até peso constante, obtendo-se a matéria seca das partes e, pela soma,
a mateéria seca total. Apés secagem, as amostras foram moidas em moinho tipo
Willey e acondicionadas em sacos plasticos. A digestdo do material vegetal foi
feita em &cidos nitrico e cloridrico em forno de microondas (MarsXpress),
segundo o método 3051A (USEPA - 1996). Este material também foi submetido
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a digestdo sulfarica para determinacdo de N realizada conforme Embrapa
(1999).

No extrato da digestdo foram determinados os teores de Zn e Cu por
espectrofotometria de absorcdo atbmica (AAnalyst 800). Também foram
determinados os teores de Ca, Mg, Fe, Mn, Mo e B por espectrometria de
emissao otica (ICP-OES/Optima 7000, Perkin Elmer). Os teores de N, K e P,
foram determinados por titulometria, fotometria e colorimetria, respectivamente.
A partir dos teores dos elementos e da matéria seca, foram calculados os
conteudos dos elementos. Para avaliacdo da qualidade das analises para Cd
foi utilizado um padrdao do Nacional Institute of Standards and Technology
(1750-a- Trace elementes in spinach), sendo obtida uma recuperacéo de 108%
de Cd do padrao utilizado.

As medidas de fluorescéncia de clorofila foram efetuadas com emissor
de luz ultravioleta LED, com picos de comprimento de onda vermelho (685 nm)
e vermelho distante (735 nm) obtidos pelo software do aparelho (Ocean Optics-
Spectra Suite). Foram efetuadas cinco avaliagdes ao longo do experimento. A
primeira avaliacdo foi tomada antes da adicdo do Cd e a ultima um dia antes da
coleta das plantas. Estas avaliacbes foram realizadas a noite a partir da
permanéncia das plantas por 20 minutos no escuro, com o intuito de garantir a
desativacdo do transporte de elétrons fotossintético. As medidas foram
efetuadas no segundo par de folhas abaixo do meristema apical, sendo
realizadas quatro leituras por planta, as quais foram submetidas a emissao de
luz por 10 segundos cronometrados.

Os espectros obtidos foram ajustados a duas curvas Gaussianas
correspondentes ao 685Mmm e 735 nmm. A razdo entre a intensidade da
fluorescéncia F685/F735 (Fr/FFr) de altura de pico foi calculada a partir da
curva ajustada para cada uma das doses de Cd em solugcdo e usadas para
inferir sobre o efeito do elemento na biossintese de clorofila e no PSII por meio
do software Origin versao 6.0.

Para as analises bioquimicas, foi coletada uma amostra de cada planta
do mesmo par de folhas utilizadas na avaliacdo da fluorescéncia de clorofila.
Realizou-se a determinacdo dos conteudos de clorofilas a, b, total e
carotendides mediante extracdo com acetona 80% (Arnon 1949), sendo o

conteudo de carotendides calculado pela equacao de Lichtenthaler (1987).
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O extrato bruto utilizado na determinacéo da atividade das enzimas e do

teor de proteinas foi obtido através de homogeneizagdo de 200 mg do material
vegetal em almofariz, com N, liquido, e adicionado 2,0 mL de tampé&o fosfato
de potassio (100 mmolL™, pH 7,0). O homogeneizado foi centrifugado a 14000
g por 25 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer
a - 80°C. Foram determinadas as atividade de catalase (CAT) (Havir e Mchale,
1987), polifenoloxidase (Kar e Mishra, 1976), peroxidase do ascorbato (APX)
(Nakano e Asada, 1981) e teor de proteina soluvel (Bradford, 1976). Todas as

determinacdes foram efetuadas por espectrofotometria.

Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA e a analise de regresséo
com Software SISVAR (Ferreira, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

PRODUCAO DE MATERIA SECA

A producdo de matéria seca das folhas, raizes e total ndo foi reduzida
com a adicdo de doses crescentes de Cd a solucdo nutritiva. No entanto, foi
verificado significativo declinio na producdo da matéria seca do caule (Tabela
1.1). As maiores reducdes em relacdo ao controle foram observadas para dose
30 pmol L™ e 40 pmol L™, com declinio de 36 e 40%, respectivamente.

A toxicidade do Cd provoca diversos distirbios metabdlicos, nutricionais
e também alteracdes morfolégicas (Pereira et al., 2002; Chaffei et al., 2004;
Cunha et al., 2008; Bertoli et al., 2012). Assim, cabe salientar que apesar do Cd
nao apresentar essencialidade para as plantas, observou-se nas doses mais
baixas que as plantas apresentaram matéria seca praticamente constante, com
declinio apenas a partir da dose 30 umolL™*. Avaliando a dose 30 pmol L™ em
relacdo ao controle, a reducao verificada foi de 13% e 36%, para folhas e
raizes, respectivamente. Quando comparou-se as plantas cultivadas na dose
40 pmol L™ em relacdo ao controle, a reducéo verificada foi de 21% e 41%,
para folhas e raizes, nessa ordem. Wang et al. (2009), monitorando a
exposicdo de Cd em plantas de milho (Zea Mays L.) em curto periodo,
verificaram que doses de 5 e 20 umol L™ promoveram diferenciacéo na matéria
seca das folhas apenas apés 168 h de exposicdo, apesar do aumento do

acumulo de Cd ap6s 24h de exposi¢cdo. Comportamento similar foi verificado
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por Arduini et al. (2004) em plantas de euldlia (Miscanthus sinensis L.)
cultivadas durante trinta dias sob baixos teores de Cd, no entanto, apenas apos
90 dias de cultivo foi verificado declinio da matéria seca.

De maneira geral, a atrofia do crescimento, clorose e deterioracdo do
sistema radicular sdo os sintomas visuais da toxicidade por Cd (Barros et al.,
2009; Costa et al., 2012; Mohamed et al., 2012; Silva et al., 2012), pois o0s
efeitos da exposicdo a teores toxicos da Cd inibe processos celulares,
ocasionando danos irreversives a nivel celular, como reducdo da atividade
enzimatica e alteracdo no DNA (Smeets et al., 2005; White e Brown, 2010). De
acordo com Schutzendubel et al. (2001), a exposicdo ao Cd pode acelerar
processos que conduzem ao envelhecimento celular. Assim, os sintomas
visuais de toxidez de Cd observados nas plantas cultivadas sob 40 pmolL™
foram caracterizados por clorose nas folhas mais novas, reducdo de
crescimento da planta e escurecimento, além de restricdo do crescimento, das

raizes (Figura 1.1).

Tabela 1.1. Matéria seca de plantas de pinhdo-manso cultivadas sob doses de
Cd em solucgéao nutritiva

Matéria seca, g vaso!

Doses de Cd
(umol L-1) Folhas Caule Raizes Total
0 6,82 19,08 5,87 31,77
5 6,13 17,52 4,80 28,44
10 7,39 17,71 5,40 30,50
20 8,29 16,86 4,99 30,14
30 5,93 12,25 3,74 21,92
40 5,41 11,48 3,26 20,16
Variavel Equacéo de regressao ajustada
Matéria seca Caule y=-0,195*x + 19,238, R?= 0,91*

*: Significativo a 5% de probabilidade.

Durante o periodo do ensaio constatou-se incidéncia de Oidium sp., a
qual ficou mais acentuda nas plantas aos 15 dias de tratamento, a infestacéo
foi favorecida pela combinacdo da temperatura (méx. e min. de 41C° e 22C°) e
umidade relativa (max. e min. de 89% e 21%) encontrada na casa de
vegetacado no periodo do ensaio, que indicou condicdes ambientais propicias a

ocorréncia de injurias provocadas pelo patdégeno nas folhas, caracterizadas
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visualmente por manchas marrom escuro na face abaxial, sintoma
fitopatologico também verificado por Dianese e Cargnin (2008) em pinh&o-
manso em fase inicial do atague pelo patégeno. O avanco das manchas
possibilitaram observacfes também na face adaxial das folhas, no entanto em
menor intensidade. O diagnodstico da presenca do patdgeno foi confirmada com
base em preparacdo microscépica feita a partir de tecido vegetal infectado, a
gual permitiu a visualizacdo de conidioforos. Cabe ressaltar, que a ocorréncia
dos sintomas visuais apresentou-se em todas as plantas, isto indicou que a

infestacdo ocorreu provavelmente via sementes contaminada.

pmol L' de Cd

40 pmol L-* de Cd

Figura 1.1. Visualizacdo de plantas e raizes de pinhdo-manso crescidas em
solugéo nutritiva sob doses de Cd.

TEOR DE Cd

O aumento das doses foi acompanhado pelo aumento dos teores de Cd
nas folhas, caule e raizes, sendo o maior teor detectado nas raizes, seguido

pelo caule (Figura 1.2). O incremento de Cd do controle para a maior dose (40
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pmolL™ de Cd) foi de 280%, 1360% e 45078%, para folhas, caule e raizes,

respectivamente.
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Figura 1.2. Teor de Cd em plantas de pinh&o-manso cultivadas sob doses de
Cd em solucdo nutritiva. * e **: Significativo a 5 e 1% de probabilidade,
respectivamente.

Comparando o teor de Cd nas raizes para a dose 40 pmol L? e sua
distribuicdo no caule e nas folhas, observou-se um acumulo 34 vezes maior
nas raizes. Isto ocorre porque as plantas sob estresse por Cd sinalizam
estratégias de defesa a toxicidade por Cd, como por exemplo, a
compartimentalizacdo no vacuolo reduzindo a disponibilidade e translocacéo do
metal por meio do acumulo no vacuolo de células radiculares e foliares
(Nascimento e Xing, 2006; Verbruggen et al., 2009). A quelacdo também
desempenha papel relevante na acumulagao e transporte de metais pesados,
pois quelantes como histidina e citrato, inativam o metal evitando sua reacéo
com outra substancia, as quais provocariam danos celulares (Wu et al., 2010).
Assim como os peptideos (fitoquelatina e glutationa) sdo apontados como

responsaveis por quelatar metais pesados favorecendo a desintoxicacdo, as
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proteinas ricas em cistinas atuam como complexantes (Cobbett e Goldsbrough,
2002; Ma et al., 2005).

No entanto, apenas a dose 40 umol L™ de Cd em solucéo (571 mg kg™
nas raizes) demonstrou danos radiculares. Silva et al. (2012) verificaram teores
de 2733,2 mg kg’ em raizes de plantas de milho cultivadas em solucao
nutritiva contendo 6 mg L™ de Cd. Costa et al. (2012) verificaram actimulo de
12800 mg kg™ em raizes de mamona cultivadas sob concentracdo de 11 mg L™
de Cd em solucao nutritiva.

Os dados indicam que o pinhdo-manso apresentou relativa tolerancia
para acumular Cd em tecido radicular. Isto demonstra sua relevancia para
revegetacdo de areas contaminadas por Cd com a vantagem de se destacar
como oleaginosa ndo-alimenticia promissora para producdo de bioenergia
(Kumar e Sharma, 2008; Sahoo et al., 2009; Sahoo e Das, 2009; Jingura et al.,
2010), além da cobertura vegetal contribuir para reducdo da mobilidade do Cd
no solo por erosao, lixiviagdo e escoamento superficial (Soares et al., 2001,
Melo et al., 2009).

As doses 30 pmolL™® e 40 pmolL™ de Cd provocaram actimulo nas
folhas de 14 e 18 mg kg™ de Cd (Figura, 2), respectivamente, concentracdes
consideradas téxicas para a maioria das espécies. De acordo com Leita et al.
(1995), o efeito toxico de Cd nas plantas influencia o movimento e absor¢ao de
agua, que se inicia apds algumas horas que as plantas sdo expostas ao Cd,
ocasionando primeiramente efeito indireto na abertura dos estématos, induzido
por aumento do potencial osmoético nas folhas; em seguida, o Cd age
diretamente nas células-guarda e causa inibicdo no crescimento das raizes, as
quais induzem ao declinio na transpiragéo, e limita a demanda e absor¢édo de
agua, consequentemente provocando o fechamento dos estdbmatos; por
conseguinte, quando a concentracdo no tecido vegetal torna-se elevada ou
apos longo periodo de exposi¢do, hd um declinio metabdlico e diminuicdo da

producédo de biomassa.

TEORES DE NUTRIENTES

Um dos sintomas de toxicidade por Cd nas plantas foi o desbalanco
nutricional ocasionando incremento dos teores de N e K nas folhas e caule e de
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K, Cu, Fe e Mn nas raizes, além de reducdes nos teores de P, Ca, Mg, e Mo
nas folhas, e também nos teores de Mg e B no caule (Tabela 1.2).

Os maiores incrementos foram verificados nas raizes, com aumento de

20, 126, 142 e 215%, respectivamente, para os teores de K, Cu, Fe e Mn.

Como as maiores reducbes dos teores de nutrientes foram verificadas no

caule, sendo observado declinio de 18, 42 e 148%, para Ca, Mg e B,

respectivamente.

Tabela 1.2. Equacdes de regressdo dos teores de nutrientes em plantas de
pinh&o-manso cultivadas sob doses de Cd em solug&o nutritiva

Variaveis Equacdes de Regressédo Ajustadas
Teor N Folhas, g kg™ y=-0,1240**x + 27,5252, R2= 0,88**

Teor P Folhas, g kg'l y=0,0385**x2 - 1,9129**x + 75,0186, R?= 0,79**
Teor K Caule, g kg™ y=-0,0043**x2 + 0,2619**x + 16,7796, R2= 0,94**
Teor K Raizes, g kg™ y= 0,1687**x + 24,2983, R2= 0,85**

Teor Ca Folhas, g kg'1 y= - 0,225**x + 46,6928, R2= 0,87**

Teor Ca Caule, g kg™ y=-0,025**x + 7,685, R2= 0,54**

Teor Mg Folhas, g kg™ y=-0,064**x + 21,2982, R?= 0,45**

Teor Mg Caule, g kg™ y=-0,029%*x + 3,097, R2= 0,91**

Teor Cu Folhas, mg kg™ y=0,0913**x + 3,2089, R2= 0,86**

Teor Cu Raizes, mg kg™ y=0,1156**x + 5,7181, R2= 0,83*

Teor Mo Folhas, mg kg™ y= 0,003**x* - 0,0183**x + 0,8244, R2= 0,87**
Teor Fe Raizes, mg kg'1 y=20,1714**x + 515,3021 R?= 0,82*

Teor Mn Raizes, mg kg™ y=9,194**x + 188,1957, R?= 0,82**

Teor B Caule, mg kg™ y=0,002**x* — 0,056**x + 1,033, R2= 0,89**

* @ **: Significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.

O desbalanco nutricional é considerado sintoma de toxicidade comum
provocado por acumulo de Cd em plantas. Mohamed et al. (2012) verificaram
incremento de teores de Ca e decréscimo de Fe nas raizes de mustarda da
india (Brassica juncea L. Czern) e incremento de teores de Ca, K, Mg e Zn nas
folhas. Vassilev et al. (1998) observaram inibicdo da absorcdo de Fe em
plantas de trigo (Hordeum vulgares L., cv. Hemus). Souza et al. (2011)

verificaram que o acumulo de Cd em jenipapo (Genipa americana) provocou
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decréscimo dos teores de K nas folhas, enquanto para Ca e Zn houve
incremento nas raizes. Lopez-Millan et al. (2009), avaliando a concentracdo de
nutrientes N, P, Mg, Ca e K em plantas de tomate (Lycopersicon esculentum)
sob estresse de Cd, verificaram alteracdo apenas no desbalanco de K nas
raizes. Bertoli et al. (2012), avaliando o estresse de Cd em tomate, citam
reducdes no conteudo de K, Ca, Mn e Zn na parte aérea, de K nos frutos e Mn
nas raizes. Costa et al. (2012), avaliando a toxicidade por Cd em mamona,
espécie da mesma familia do pinhdo-manso, verificaram correlagdo positiva
entre Ca, Cu, Fe, Mn e Zn nas raizes. Estes autores ainda relataram que o
elevado potencial fitotoxico do Cd ocasionou deterioracdo celular, alterando a
permeabilidade e seletividade das membranas celulares e induzindo o acumulo
indiscriminado de nutrientes. Outro fato que provoca o desbalanc¢o nutricional €
a similaridade do Cd com metais essenciais, como Zn, Ca e Fe, inibindo a
absorcao destes, por conseguinte o Cd interfe no balanco homeostatico desses
metais, ou causam desbalanco nas proteinas transportadoras desses
elementos (Nascimento et al.,1998).

Shaul (2002) cita que mesmo quando o desbalan¢co do conteudo de Mg
€ pouco afetado, as alteracbes nas concentracbes de Mg no citosol e
cloroplastos implicam em reducéo na atividade fotossintética, visto que o Mg é
o metal divalente mais abundante no citosol, além da sua capacidade para
interagir com ligantes nucleofilos, observada na presenca deste metal no centro
da molécula de clorofila, como constituinte na agregacdo de ribossomos e
participacdo na atividade enziméatica. Como o Mg, o elemento Fe também
apresenta denotada importancia, uma vez que este metal participa tanto da
constituicdo dos cloroplastos como de reacdes enzimaticas e de oxirredugdo
(Hansch e Mendel, 2009). No entanto, comparando os teores nas folhas das
plantas cultivadas no controle e dose 40 pmol L™ de Cd, apenas foi verificado
reducdo para os teores de Mg (7%). Aparentemente, o Fe ndo representou
participacdo significativa na reducdo fotoquimica das plantas cultivada sob
maior dose de Cd (40 pmol L), as quais apresentaram maior declinio da
producdo de biomassa e teores de Cd.

FLUORESCENCIA DE CLOROFILA
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Observou-se diferencas nos picos de absorcdo nos espectros da
fluorescéncia de clorofila (Figura 1.3). Nota-se que a menor reabsorcdo da
fluorescéncia foi verificada nas plantas cultivadas sob maior dose de Cd
(Figuras 3A e 3B), demonstrando a sensibilidade da fluorescéncia de clorofila
para detectar alteragcbes no PSII em plantas com toxidez por Cd, o qual
acentuou-se em relagdo as demais doses, resultados também verificados para

0s sintomas visuais de toxicidade e na producéo de biomassa das folhas.
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Figura 1.3. Espectros médios da fluorescéncia de clorofila em plantas de
pinh&o-manso cultivadas sob doses de Cd em solucdo nutritiva aos 20 dias,
dados normalizados (A) e nao-normalizados (B). Razdo dos espectros de
fluorescéncia de clorofila em fung¢do do tempo de cultivo, referente as leituras
do vermelho= 680-700 nm e vermelho distante= 730-740 nm (Fr/FFr) (C).

A razado Fr/FFr demonstra que as doses de Cd promoveram alteracdes
temporais na biossintese fotossintética, as quais se acentuaram aos 10 dias
ap6s adicdo das doses (Figura 1.3C). E interessante ressaltar que o acumulo
de Cd nas menores doses nao alterou a eficiéncia de absor¢éo de fétons, uma
vez que as razdes das plantas cultivadas sob as doses 5 e 10 pmol L™
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mantiveram as razdes Fr/FFr similares ao controle, com declinio ao longo do
cultivo, o que indica que as plantas apresentaram status fotossintético normal.
Maurya et al. (2008) observaram comportamento similar avaliando a toxicidade
por Cd em plantas de milho sob dose de 0,01mmolL™" do metal.

A incidéncia do patogeno (Oidium sp.) durante o ensaio ndo apresentou
efeito sobre a fluorescéncia de clorofila, uma vez que os maiores danos
provocados pelo patdgeno foram visualizados na face abaxial das folhas.
Sengundo Buschmann (2007), a medida da fluorescéncia de clorofila tomada
nas diferentes faces foliares apresentam comportamentos distintos, oriundos
das diferencas anatbmicas nestas regibes, sendo a melhor resposta de
modificagdes no PSII na face adaxial devido a maior densidade de moléculas
de clorofilas nesta regiao.

A medida da fluorescéncia de clorofila é ndo destrutiva e pode avaliar
alteracdes nas membranas dos cloroplastos de forma a elucidar o aparato
fotoquimico anormal das plantas (Krause e Weis, 1991). Valores da razéo
Fv/Fm (maxima fluorescéncia/maxima variacdo da emisséo de fluorescéncia) e
Fr/FFr (pico maximo na regido vermelho/pico maximo na regido vermelho
distante) podem ser utilizados para detectar estresse no PSII, pois verifica-se
que o declinio da concentracdo de clorofila indica condicdo de biossintese
anormal do aparato fotossintético, consequentemente diminuicdo da razao
Fv/Fm. No entanto, os valores da razédo Fr/FFr demonstram que em condi¢ao
de biossintese anormal ocorre elevacdo dos valores. SituacBes inversas
ocorrem em condicdo de estresse (Gopal et al., 2002; Maurya et al., 2008; Silva
et al, 2012).

Observa-se que o estresse provocado por toxicidade a Cd nas plantas
ocorreu a partir da dose 20 pmolL™ em solugéo, evoluindo com aumento dos
teores de Cd no tecido foliar (Figura 1.2). Isto demonstra o potencial da
fluorescéncia de clorofila para detectar concentracfes toxicas de Cd nas folhas
de pinhdo-manso. Assim, verifica-se que os actmulos de 10, 14 e 18 mg kg™
de Cd nas folhas, correspondentes as doses 20, 30 e 40 pumolL™, podem
implicar em varios disturbios, incluindo a inibicdo fotoquimica, principalmente
porque os metais pesados podem induzir alteracdes a nivel estrutural das
membranas e de células do aparato fotossintético. Vitéria et al. (2006),
observaram modificacbes no formato dos cloroplastos de plantas cultivados

sob doses de Cd, assim como de sua membrana interna e organizacdo do
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estroma. Sagardoy et al. (2010) verificaram que a toxicidade por Zn afetou a
condutancia estomatica em consequéncia da menor densidade das células-
guarda das folhas, no entanto, estes autores nao verificaram significativa
inibicdo a nivel fotossintético. Pietrini et al. (2003) apontam a toxicidade de Cd
associada a reducéo do conteudo de Fe nas folhas, interferindo na biossintese
da clorofila e, consequentemente, na maior emissao de fétons. No entanto, os
autores também relacionaram o declinio na eficiéncia quantica com a permuta
do Cd por Mg na molécula de clorofila.

Alguns estudos tém demonstrado a sensibilidade da medida da
fluorescéncia de clorofila associada a outras técnicas como ferramenta segura
e vantajosa para mensurar com acuracia a toxicidade de Cd, principalmente,
por obter resposta rapida e sem danificar a planta avaliada. Pietrini et al. (2003)
e Wang et al. (2009), utilizando a razdo Fv/Fm, um dos parametros obtidos por
meio da leitura da fluorescéncia de clorofila, verificaram declinio da razdo em
resposta ao estresse de Cd, indicando que o potencial maximo de producao de
quantum do PSII foi inibido, sendo os resultados confirmados por distarbios na
atividade de enzimas antioxidantes. Silva et al. (2012) observaram notavel
diferenca na razao Fr/FFr em plantas de milho, apés quatro dias de exposicéo
a doses 3 e 6 mg L™ de Cd em solucéo nutritiva, sendo o estresse corroborado
pelo resultado dos contetudos de pigmentos e concentracdo de Cd em tecido
vegetal.

Verifica-se que os aumentos dos teores de Cd e clorofila b nas folhas
correlacionaram-se com a elevacao da razédo Fr/FFr a medida que aumentou
as doses de Cd em solucao (Figura 1.4A e 1.4B). Além disso, faz-se notavel a
confirmacéo da relativa tolerancia do pinhdo-manso a toxicidade por Cd nas
doses 5 umolL™ e 10 umolL™, com correspondentes teores de 5,7 e 6,2 mg kg™
nas folhas, pois ainda assim as plantas apresentaram a razéo Fr/FFr proxima
ao valor da planta controle, qual apresentou-se com melhor status nutricional.

Apesar da clorofila b e carotendides apresentarem menor influéncia na
eficiéncia quéantica para o PSIl estas podem atuar como pigmentos acessorios
transferindo elétrons a clorofila a (Bohr, 2011). Silva et al. (2012) também
verificaram reducdo do conteudo de clorofila b, acompanhada por aumento da
razao Fr/FFr em plantas sob estresse de Cd. Wang et al. (2009) e Pietrini et al.
(2003) observaram declinio na razdo Fv/IFm em plantas sob estresse de Cd,

isto indicou que o potencial maximo de producdo de quantum do PSII foi
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inibido, corroborando os resultados dos sintomas visuais cloréticos observados
nas folhas provocados por estresse de Cd. Wang et al. (2009) observaram que
o0 estresse de Cd inicialmente reduziu a atividade da rubisco e fosfenol piruvato
carboxilase nas folhas e, consequentimente, afetou a transferéncia de elétrons
do PSII. Por isso, os autores apontam o ciclo de Calvin como primeiro alvo

envolvido na toxicidade de Cd em plantas de milho.
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Figura 1.4. Razao dos espectros de fluorescéncia de clorofila aos 20 dias, em
plantas de pinhdo-manso cultivadas sob doses de Cd em solugéo nutritiva,
referente as leituras do vermelho e vermelho distante (Fr/FFr) e teores de Cd
nas folhas (A). Razao dos espectros de fluorescéncia de clorofila aos 20 dias, e

conteudo de clorofila b (B).

PIGMENTOS, ATIVIDADE ENZIMATICA E PROTEINA SOLUVEL

Os conteudos de clorofila b e total apresentaram declinio com aumento
das doses de Cd (Tabela 1.3). A reducéo das concentracdes de pigmentos sado

sintomas comumente observadas em plantas por toxicidade a metais pesados



36

(Joshi e Mohanty, 2004; Chaffei et al., 2004; Shi e Cai, 2009; Silva et al., 2012;
Cambrollé et al.,, 2013). Como observado anteriormente, a fluorescéncia de
clorofila foi sensivel para elucidar alteracdes no PSIl e um efeito que se
relacionou com esse efeito toxico provocado por Cd foi o declinio do contetdo
de clorofila b. Apesar de néo ser encontado ajuste de regressao para a clorofila
“a”, as doses 20, 30 e 40 ymolL™ apresentaram clara tendéncia de redugéo em

relacdo ao controle e as doses mais baixas.

Tabela 1.3. EquagbOes de regressdo de pigmentos em plantas de pinhao-
manso cultivadas sob doses de Cd em solucéo nutritiva

Doses de Zn Clorofila a Clorofila b Clorofila Total Carotendides
(umol L-1) mg g* de matéria fresca
0 1,32 0,52 1,84 0,29
1,31 0,47 1,78 0,30
10 1,38 0,45 1,83 0,29
20 1,10 0,38 1,48 0,25
30 0,93 0,34 1,27 0,23
40 1,05 0,36 1,41 0,24
Variaveis Equacdes de Regressédo Ajustadas
Clorofila b y= 0,499**x - 0,004, R2= 0,86*
Clorofila total y= - 0,014**x - 1,855, R2= 0,79*

* e **: Significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.

Nado foi observada reposta significativa para as enzimas catalase,
polifenoloxidase, ascorbato peroxidase e proteina sollvel. Alteracdes na
atividade de enzimas antioxidantes podem demonstrar estratégia de defesa ou
indicar toxicidade em plantas sob condi¢cdes de estresse por metais pesados.
Um efeito negativo do Cd na sintese enzimatica € sua substituicdo em
estruturas de proteinas e compostos bioativos, devido sua semelhanca com
outros metais (Babula et al., 2008). Dixit et al. (2001) observaram que o
acumulo de Cd induziu incremento de H,O, nas folhas e raizes, e a elevacéo
da atividade de enzimas antioxidantes (ascorbato peroxidase e catalase) foi
expressiva para manter a integridade celular, pois uma vez nao controlado o
excesso das espécies reativas de oxigénio, estas danificaram organelas
presentes no citosol. Sun et al. (2007) verificaram que o0 aumento da atividade

da catalase, peroxidase e concentragcbes de prolina desempenharam
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importante papel na tolerdncia de Cd em plantas hiperacumuldoras (Solanum
nigrum L. e S. melongena). Smeets et al. (2005) verificaram que o estresse por
Cd provocou aumento das concentracdes de ascorbato peroxidase e glutationa
em plantas de feijao (Phaseolus vulgaris), sendo estas enzimas apontadas
como mecanismos indiretos de defesa no balanco homeostatico.

Apesar de ndo haver elevacéo da atividade de enzimas antioxidantes em
func@o do acumulo de Cd nas plantas, também né&o foi verificada reducao da
atividade a medida que foi induzido o estresse por Cd. Estes resultados,
associados a outras observacdes anteriores, corroboram a relativa tolerancia
do pinhdo-manso a toxicidade por Cd. Neste sentido, essa pode ser uma
espécie vantajosa para introducdo em estratégias fitorremediadoras em éareas
contaminadas por Cd, pois além de acumular o metal principalmente no tecido
radicular, a espécie é ndo-alimenticia e considerada promissora para producao

de bioenergia.
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CONCLUSOES

A medida da fluorescéncia de clorofila foi eficiente para avaliar as
alteracOes temporais ocasionadas pela toxicidade de Cd em plantas de pinh&o-
manso.

Apesar das alteracbes no desbalanco nutricional, o pinhdo-manso
apresentou relativa tolerancia a toxicidade por Cd e ndo demonstrou efeitos
deletérios nos teores de Fe e clorofila “a” nas folhas.

O aumento das doses de Cd para pinhdo-manso nao provocou
alteracdes na atividade de enzimas antioxidantes nem no teor de proteina
soluvel nas folhas.

Os sintomas visuais de toxicidade por Cd observados nas plantas foram
caracterizados por clorose nas folhas mais novas, redugdo de crescimento da

planta e escurecimento, além de restricdo do crescimento, das raizes.

O pinh&o-manso, por produzir um 6leo ndo comestivel e ser promissora
para producéo de bioenergia, pode ser uma espécie importante em estratégias
para revegetacdo de areas contaminadas por Cd, com adicional vantagem
econdmica decorrente do uso comercial do 6leo durante o processo de

remediacgao.
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CAPITULO I

DEFICIENCIA E TOXICIDADE DE Zn EM PINHAO-MANSO (Jatropha curcas
L.) AVALIADO POR ALTERACOES NUTRICIONAIS E NO APARATO
FOTOSSINTETICO
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DEFICIENCIA E TOXICIDADE DE Zn EM PINHAO-MANSO (Jatropha curcas
L.) AVALIADO POR ALTERACOES NUTRICIONAIS E NO APARATO
FOTOSSINTETICO

RESUMO

O Zinco (Zn) é um elemento requerido para o metabolismo das plantas.
Entretanto, teores elevados de Zn provocam distirbios no aparato
fotossintético antes das plantas apresentarem sintomas visuais de toxicidade.
Considerando a essencialidade e toxicidade de Zn, o trabalho avaliou o
estresse de Zn utilizando a técnica da fluorescéncia de clorofila em plantas de
pinhdo-manso (Jatropha curcas L.). As alteracdes provocadas pelo Zn no
status nutricional e fitotoxico, na atividade de enzimas antioxidantes, proteinas
sollveis e pigmentos fotossintéticos foram também estudadas. Para tanto,
plantas de pinhdo-manso foram cultivadas durante 40 dias em solug&o nutritiva
com cinco doses de Zn: 100, 200, 300, 400 e 600 umol L™ e um controle,
contendo 0,380 umol L™ de Zn. Os resultados demonstraram que a medida de
fluorescéncia detectou precocemente a toxicidade por Zn e indicou potencial
para monitorar areas contaminadas por este metal. A razdo Fr/FFr foi sensivel
para elucidar alteracdes no PSII em plantas de pinhdo-manso com sintomas de
toxicidade provocados por Zn. A deficiéncia e toxicidade por Zn provocaram
desbalanco nutricional e reduziram as concentracdes de pigmentos nas folhas.
A dose 227 pmolL™ de Zn foi correspondente a reducéo de 50% da matéria
seca. O pinhdo-manso apresentou relativa tolerancia a toxicidade por Zn nao
demonstrando redugédo na atividade de enzimas antioxidantes e contetudo de
proteina solavel nas folhas. Pode ser indicada como espécie promissora para

programas de fitorremediacdo de &reas contaminadas por este metal.

Palavras-chave: Fluorescéncia de clorofila. PSIl. Pigmentos. Enzimas

antioxidantes.
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DEFICIENCY AND TOXICITY OF Zn IN JATROPHA ASSESSED BY
NUTRITIONAL STATUS AND PHOTOSYNTHETIC ALTERATIONS

ABSTRACT

Zinc (Zn) is an essential element, although high concentrations of the
metal cause disturbance in the photosynthetic apparatus even before visual
symptoms are displayed. The work was carried out to evaluate the deficiency
and toxicity of Zn assessed by X-ray fluorescence chlorophyll in jatropha plants
(Jatropha curcas L.). The alterations caused by Zn on the nutritional status,
phytotoxicity, antioxidative enzyme activity, soluble proteins, and photosynthetic
pigments were studied. Jatropha plants were grown during 40 days in a nutrient
solution with five Zn rates: 100, 200, 300, 400 and 600 umol L™ and a control
with 0,380 umol L™ of Zn. The results showed that X-ray fluorescence early
detected Zn toxicity and has potential to monitoring of contaminated areas. The
Fr/FFr ratio was sensible to elucidate changes in photosystem Il in jatropha
plants displaying symptoms of Zn toxicity. Both the deficiency and toxicity of Zn
provoked nutritional imbalance and diminished the pigments concentration in
leaves. The 227 pmol L™ dose of Zn caused a 50% reduction of biomass.
Jatropha posed a relative tolerance to Zn toxicity since it did not present
alteration in the antioxidative enzyme activities or in the contents of soluble
proteins in leaves. Therefore it can be indicated as a promising species to

phytoremediation of areas contaminated by Zn.

Keywords: Chlorophyll fluorescence. PSIl. Pigments. Antioxidant enzymes.
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INTRODUCAO

O Zn é um elemento requerido para o metabolismo das plantas, atuando
principalmente como componente estrutural, catalitico ou cofator enzimatico
(Clemens et al., 2002). E componente essencial para um vasto nimero de
enzimas, entre estas, superéxido dismutase, desidrogenase, RNA polimerase.
O metal estd também presente em proteinas ligadas ao DNA, e participa do
metabolismo de carboidratos e fosfatos, sintese de proteinas, regulacdo e
expressdo de gene e estrutura de ribossomos (Broadley et al., 2007).
Considerando-se condi¢des favoraveis de disponibilidade do Zn no solo, este
apresenta elevada ou intermediaria mobilidade nas plantas. No entanto, em
condicbes de deficiéncia, pode apresentar baixa mobilidade, acumulando-se
nas folhas mais velhas.

A sensibilidade para deficiéncia depende de fatores intrinsecos das
plantas, assim como da interagdo do Zn com outros metais. A faixa de
deficiéncia nas plantas varia entre 10 a 20 mg kg™, sendo apresentados
sintomas visuais inicialmente nas folhas mais novas, induzindo a atrofia do
crescimento (Kabata-Pendias, 2010). Silva et al. (2009) verificaram que a
omissado de Zn para plantas de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) promoveu
encurtamento dos internodios, clorose internerval e encarquilhamento para
cima de folhas novas, algumas das quais exibiram coloracdo avermelhada. Por
outro lado, quando sua concentracdo na planta excede 300 mg kg™, observa-
se inibicdo do crescimento e clorose em folhas como principais sintomas de
toxicidade (Vitosh et al., 1994, Cunha et al., 2008; Babula et al., 2008; Lin e
Aarts, 2012). Sintomas visuais como clorose induzida pelo excesso de Zn
podem ser resultantes da redugdo no conteudo de clorofilas (a e b),
principalmente devido a deficiéncia de Fe e Mg, frente a semelhanca do Zn
com estes metais podendo participar dos mesmos sitios bioativos (Soares et
al., 2001a; Sagardoy et al., 2009).

Uma das formas de absorcdo de Zn pelas plantas € por meio de
proteinas transportadoras, tendo estas afinidades por outros metais, razao pela
qual estes podem interferir na seletividade da proteina ao Zn. Plantas que séo
submetidas ao excesso de Zn podem inibir o seu influxo mediante da regulacéo
das proteinas transportadoras (Lin e Aarts, 2012). Kramer et al. (2007) relatam

que a absorcdo de Zn por plantas hiperacumuladoras € conduzida por



53

proteinas transportadoras atreladas a genes da familia ZIP, as quais sao
também reguladores da absor¢éo de Fe.

As plantas evoluiram complexos mecanismos para controlar e minimizar
0s danos por exposicdo a metais pesados, mas existem muitas duvidas
relativas ao mecanismo de acumulacéo, desintoxicacao, transporte, quelacao,
e sequestro de metais que contribuem para a reducédo da fitotoxicidade. Podem
ser citadas como duas estratégias basicas, a acumulacdo e a exclusdo de
metais, resultantes de mecanismos de desintoxicacdo interna (Gallego et al.,
2012). Observa-se que, em condicdes de estresse por Zn, a translocacdo é
limitada por sequestro e acumulo no vacuolo das células radiculares
(Verbruggen et al., 2009). Segundo Nascimento e Xing (2006), a
compartimentalizacdo no vacuolo de células de raizes e folhas, bem como a
complexacao por peptideos e proteinas, contribuem para tolerancia ao estresse
de metais pesados. Alguns estudos demonstram que, dentre estes
mecanismos, a quelacdo desempenha um papel importante na acumulacao e
transporte de Zn, pois normalmente quelantes como histidina e citrato podem
inativar o Zn, evitando sua reacdo com outras moléculas que causariam danos
celulares (Wu et al., 2010). Salt et al. (1999) verificaram que histidina estava
relacionada ao transporte Zn enquanto os acidos organicos de baixo peso
molecular contribuiram tanto para seu transporte como para 0 armazenamento
no vacuolo de células radiculares em Thlaspi caerulescens.

As moléculas de clorofila a que emitem fluorescéncia no cloroplasto séo
indicadoras sensiveis do status normal do aparato fotossintético. A medida de
fluorescéncia de clorofila é caracterizada por um pico maximo na regido
vermelha (680-700 nm) que é atribuido ao fotossistema Il (PSIl) e outro na
regido vermelha distante (730-740 nm) correspondente ao fotossistema | (PSI)
(Silva Junior, 2011). A fluorescéncia de clorofila reflete os processos da
fotossintese que ocorrem nos cloroplastos, incluindo a reacdo fotoquimica no
PSII, tornando-se uma ferramenta interessante para avaliar o desempenho
fotossintético e monitorar precocemente o estresse ambiental (Deell et al., 1999
; Joshi e Mohanty, 2004; Corcoll et al., 2011; Cambrollé et al., 2011). A
correlacdo negativa do decrescimento da biossintese de clorofila e eficiéncia
quantica desencadeia declinio da assimilacdo de C, resultando em inibicdo do

crescimento das plantas (Silva et al., 2012).
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A medida da fluorescéncia de clorofila € uma ferramenta néo invasiva e
pode revelar alteragbes nas membranas dos cloroplastos resultantes de
alteragbes do aparato bioquimico (Joshi e Mohanty, 2004). A razdo obtida
através da fluorescéncia de clorofila maxima na regido do vermelho e vermelho
distante (Fr/FFr) pode ser utilizada para esta finalidade, visto que a adequada
concentracdo de clorofila indica condicbes normais do aparato fotossintético,
apontando consequentemente a diminuicdo da razdo Fr/FFr. Situagao inversa
ocorre em condicdes de estresse promovidos por danos na integridade da
atividade fotoquimica das plantas (Gopal et al., 2002; Maurya et al., 2008; Silva
et al., 2012).

A toxicidade por Zn pode induzir a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), tais como superoéxido (Oy), radicais hidroxila (OH") e perdxido
de hidrogénio (H20,), que ao interagir com componentes celulares promovem
danos oxidativos e consequente deterioracéo celular (Gadjev et al., 2008). Em
espécies de plantas sensiveis a metais pesados, o contetdo de ROS aumenta

consideravelmente se ndo houver um mecanismo eficiente de enzimas
antioxidantes. Por conseguinte, o acumulo de ROS resultara em morte celular,
afetando assim o metabolismo normal das plantas (Sharma e Dietz, 2009).
Desse modo, a estratégia de elevacdo da atividade de enzimas antioxidantes
indica o status de defesa nas células vegetais. Dentre estas destacam-se a
superéxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase e glutationa redutase
(Lin e Aarts, 2012; Matilla-Vazquez e Matilla, 2012).

O presente trabalho avaliou a resposta do acumulo e distribuicdo do
metal em pinhdo-manso utilizando a técnica ndo invasiva da fluorescéncia de
clorofila. A resposta das plantas as doses de Zn, considerando-se sua
essencialidade e toxicidade, além da producdo de enzimas antioxidantes,
proteinas sollveis e pigmentos fotossintéticos, foram estudados. Estes
resultados permitem avaliar a requerimento metabdlico e a tolerancia do
pinhdo-manso ao Zn, bem como inferir a possibilidade do uso desta espécie

em projetos de revegetacao de areas contaminadas.

MATERIAL E METODOS

Sementes de pinhdo-manso foram colocadas para germinar em

bandejas contendo vermiculita umedecida com solucéo de Ca 0,67 mmol L™ na
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forma de Ca(NO3);)4H,O (Vilela e Anghinomi, 1984). Treze dias apés o
semeio, as plantulas foram transferidas para vasos plasticos contendo seis
litros de solucdo nutritiva (Hoagland e Arnon, 1950, modificada), contendo:
105,05; 15,5; 117,3; 100,2; 24,3; 32,1; 0,65; 0,5; 0,05; 0,02; 0,5; 0,01; 7,35 mg
L' de N, P, K, Ca, Mg, S, Cl, Mn, Zn, Cu, B, Mo e Fe, respectivamente, a qual
foi substituida semanalmente. Adicionou-se diariamente agua deionizada nos
vasos para reposicdo da dgua perdida por evapotranspiracdo. O pH da solucéo
foi ajustado sempre que necessario para valores proximos de 5,6 (+/- 0,2),
sendo a correcdo efetuada com H,SO4 ou NaOH 1 mmol L. Apés 14 dias de
cultivo, foram acrescentadas a solu¢cdo doses de 100, 200, 300, 400 e 600
pmol L™ de Zn (ZnSO.,. 7H,0). Foi adotado um controle contendo 0,380 pmol L
! de Zn. O experimento foi conduzido em blocos ao acaso, (uma espécie
vegetal com seis doses de Zn), com 3 repeticdes.

Depois da adi¢cdo das doses de Zn, as plantas foram mantidas em casa
de vegetacao por 40 dias. Apds esse periodo, procedeu-se a coleta e lavagem
com agua destilada das folhas, caule e raizes, sendo estes acondicionados em
sacos de papel. As amostras foram mantidas em estufa a 65 °C com circulacdo
forcada de ar até peso constante, obtendo-se a matéria seca das partes e total.
ApOs secagem, as amostras foram moidas em moinho tipo Willey e
acondicionadas em sacos plasticos. A digestdo do material vegetal foi feita em
acidos nitrico e cloridrico em forno de microondas (Mars Xpress), segundo o
método 3051A (USEPA - 1996) e submetido a digestdo sulfarica para
determinacdo de N (Embrapa, 1999).

No extrato da digestdo foram determinados os teores de Zn e Cu por
espectrofotometria de absorcdo atdbmica (AAnalyst 800). Também foram
determinados os teores de Ca, Mg, Fe, Mn, Mo e B por espectrometria de
emissao Otica (ICP-OES/Optima 7000, Perkin Elmer). Os teores de N, K e P,
foram determinados por titulometria, fotometria e colorimetria, respectivamente.
A partir dos teores dos elementos e da matéria seca, foram calculados os
conteudos dos elementos. Para avaliacdo da qualidade das analises para Zn
foi utilizado um padrdo do Nacional Institute of Standards and Technology
(1570a-Trace elements in spinach), sendo obtida uma recuperacéao de 98%.

As medidas de fluorescéncia de clorofila foram efetuadas com um
emissor de luz ultravioleta LED, com picos de comprimento de onda vermelho

(685 nm) e vermelho distante (735 nm) obtidos pelo software do aparelho
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(Ocean Optics-Spectra Suite). Foram efetuadas 5 avaliacbes ao longo do
experimento. A primeira avaliacdo foi tomada antes da adicdo do Zn e a ultima
um dia antes da coleta das plantas. Estas avalia¢cdes foram realizadas a noite a
partir da permanéncia das plantas por 20 minutos no escuro, com o intuito de
garantir a desativacdo do transporte de elétrons fotossintéticos. As medidas
foram efetuadas no segundo par de folhas abaixo do meristema apical, sendo
realizadas quatro leituras por planta, as quais foram submetidas a emisséo de
luz por 10 segundos cronometrados.

Os espectros obtidos foram ajustados a duas curvas Gaussianas
correspondentes ao 685 nm e 735 nm. A razdo entre a intensidade da
fluorescéncia F685/F735 (Fr/FFr) de altura de pico foi calculada a partir da
curva ajustada para cada uma das doses de Zn em solucdo e usadas para
inferir sobre o efeito do elemento na biossintese de clorofila e no PSII por meio
do software Origin versao 6.0.

Para as andlises bioguimicas, foi coletada uma amostra por planta do
mesmo par de folhas utilizadas na avaliacdo da fluorescéncia de clorofila na
Gltima avaliacdo. Realizou-se a determinacdo dos conteudos de clorofila a,
clorofila b e carotendides mediante extracdo com acetona 80% (Arnon 1949) e
para determinacdo de carotendides utilizou-se a equacdo segundo
Lichtenthaler (1987).

O extrato bruto utilizado na determinacgéo da atividade das enzimas e do
teor de proteinas foi obtido através de homogeneizacao de 200 mg do material
vegetal em almofariz, com N liquido, e adicionado 2,0 mL de tampéo fosfato
de potassio (100 mmolL™, pH 7,0). O homogeneizado foi centrifugado a 14000
g por 25 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer
a - 80°C. Foram determinadas as atividade de catalase (CAT) (Havir e Mchale,
1987), polifenoloxidase (Kar e Mishra, 1976), peroxidase do ascorbato (APX)
(Nakano e Asada, 1981) e teor de proteina solavel (Bradford, 1976). Todas as

determinacdes foram efetuadas por espectrofotometria.

Os dados obtidos foram submetidos a ANOVA e a analise de regressao
com Software SISVAR (Ferreira, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO
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PRODUCAO DE MATERIA SECA

As producdes de matéria seca das folhas e raizes foram reduzidas de
forma quadratica, enquanto que a do caule decresceu linearmente com a
adicdo das doses crescentes de Zn a solugdo nutritiva (Tabela 2.1). A
aplicacdo de Zn promoveu resposta positiva no crescimento das plantas,
evidenciando a sua essencialidade, e, em doses mais elevadas, um
decréscimo acentuado neste crescimento (Figura 2.1). A dose 100 mol L™ de
Zn em solugao provocou o maior incremento na biomassa das plantas (Tabela
4). No entanto, cabe salientar o efeito benéfico do Zn para as plantas, uma vez
qgue o suprimento de 100 umol L possibilitou aumento de 788%, 146%, 428%
na producdo de matéria seca das folhas, caule e raizes, respectivamente, em
relacdo ao controle. A dose toxica de um elemento, segundo a Agéncia e
Protecdo Ambiental do EUA, corresponde a 50% de reducdo da matéria seca
(King, 1996). No presente ensaio, esta dose foi 227 umol L. Observa-se que a
dose 300 umol L™ provoca ponto de inflexdo na curva com acentuada queda na
matéria seca das plantas.

Tabela 2.1. Matéria seca de plantas de pinhdo-manso cultivadas sob doses de
Zn em solugéo nutritiva

Matéria seca, g vaso!

Doses de Zn
(umol L-1) Folhas Caule Raizes Total
0,380 2,84 9,80 2,15 14,79
100 25,22 24,07 11,35 60,65
200 18,02 18,34 7,65 44,01
300 14,57 13,68 8,48 36,73
400 7,08 9,08 4,72 20,88
600 1,50 4,54 1,85 7,89
Variaveis Equacdes de regressao ajustadas
Matéria seca Folhas y=-0,0001**x2 - 0,067**x + 9,7158, R2= 0,52**
Matéria seca Caule y= - 0,0200*x + 18,5854, R2=0,38*
Matéria seca Raizes y=-0,0001**x2 + 0,0302*x + 4,6530, R?= 0,56**
Matéria seca Total y=-0,0003**x2 + 0,1186*x + 29,0710, R?= 0,54**

* e ** Significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.

As condicdes de deficiéncia ou toxidez provocaram severas reducdes de

crescimento nas plantas. O decréscimo observado para a maior dose em
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relacdo a 100 umol L foi de 94%; 81% e 84% para folhas, caule, raizes, nessa
ordem. Como também reduc¢des de 89%, 59% e 81% para folhas, caule, raizes,
respectivamente, foram registradas para dose controle em relacédo a 100 pmol
LY. Ambas as condices induzem profundas alteracbes moleculares,
estruturais e metabolicas, com declinio das funcdes fisiolégicas, tendo como
consequéncia a diminuicdo de biomassa e produtividade (Solymosi e Bertrand,
2012).

Doses de Zn, pmol L-'

Figura 2.1. Redugédo de crescimento e sintomas de toxidez de Zn em plantas
de pinh&o-manso crescidas em solucéo nutritiva.

Os sintomas visuais de deficiéncia detectados nas plantas durante o
ensaio foram clorose interneval (esbranquigcada) nas folhas novas, e algumas
folhas exibiram coloragédo avermelhada, e severa restricdo no crescimento das
plantas, corroborando os resultados de Silva et al. ( 2009), no que se refere a
omissdo de Zn em pinhdo-manso. Zinco, juntamente com B e Cu, é um dos
micronutrientes mais limitantes para produtividade do pinhdo-manso (Laviola e
Dias, 2008). Silva et al. (2009) citam a sequéncia Fe>Cu>Zn>Mn>B para a
limitacdo de micronutrientes para producdo de biomassa desta espécie.
Chaves et al. (2010) afirmam que quando existe suprimento adequado de Zn,

muitas espécies translocam quantidades apreciaveis do elemento das folhas
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mais velhas para 6rgdos de crescimento. Lima et al. (2011) estudando a
mobilidade de Zn em plantas de pinhdo-manso verificaram intensa
redistribuicdo de Zn das folhas mais velhas para os tecidos mais novos. No
entanto, Lange et al. (2005) verificaram baixa redistribuicdo de Zn para folhas
mais novas em mamona, planta da mesma familia do pinhdo-manso cultivada
sob condicdo de deficiéncia. Kabata-Pendias (2010) cita que, apesar da alta
mobilidade do Zn nas plantas, em condi¢cdes de deficiéncia as mesmas podem
apresentar baixa mobilidade, acumulando-se nas folhas mais velhas.

Os sintomas visuais de toxidez observados para a dose mais elevada
(600 pmol L™) foram clorose seguida de necrose nas folhas mais novas, com
severa restricdo no crescimento das plantas, sendo esta mais acentuada nas
folhas, e necrose do meristema apical. Para as doses 300 pmolL™ e 400 pmolL’
! verificou-se apenas a ocorréncia da reducdo do crescimento e clorose nas
folhas mais novas. Na dose 600 pmol L™, o aparecimento dos sintomas visuais
teve inicio na segunda semana de tratamento, e nas demais doses apenas
apos a terceira semana de tratamento. Nas raizes, além da reducdo do
crescimento, observou-se também escurecimento, comportamento né&o

verificado em condicao de deficiéncia (Figura 2.1).

TEOR DE Zn NAS PLANTAS

O aumento das doses foi acompanhado pelo acumulo de Zn nas folhas e
caule de forma quadréatica, enquanto que, nas raizes, este aumento ocorreu
linearmente (Figura 2.2). Considerando que o maior acumulo foi verificado na
dose 400 umol L™, o incremento em relacdo ao controle foi de até 2825% e
2804%, nas folhas e caule, respectivamente. Avaliando a dose 600 pmolL™ em
relacdo ao controle, o acréscimo verificado foi de 26062%.

A partir da dose 200 pmol L™?, os teores de Zn encontrados nas folhas
estiveram na faixa de 296 a 842 mg kg™, teores considerados toxicos para a
maioria das espeécies. Isto demonstra a interferéncia do acumulo de Zn a partir
dessa dose na biossintese normal das plantas, coincidindo com significativa
reducdo na matéria seca. Verificou-se também que as plantas em melhor
status nutricional visual (100 umol L™) acumularam 213 mg kg nas folhas.

Apesar da toxidez, o acimulo de Zn nas raizes de 4399 mg kg™ para
dose 400 umolL™ indica o potencial desta espécie para tolerar teores elevados

de Zn no solo imobilizando-os nas raizes. Logo, comparando a distribuicdo do
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teor nas folhas em relacdo as raizes, observa-se para 100 pmol L™ e 400 umol
L”, a relacéo de 6 vezes maior o acimulo nas raizes para ambas doses. Sendo
interessante destacar que a dose 400 pmol L™ n&o inibiu a translocacdo do Zn
para parte aérea. No entanto, a maior dose (600 pmol L) de Zn apresentou a
relacdo 11 vezes maior o acumulo de Zn nas raizes em comparacdo com a
folha.

A translocacdo de metais pesados pode ser limitada pelo sequestro do
metal, 0 qual se concentra no vacuolo das células radiculares (Verbruggen et
al. (2009). Sendo assim, observa-se que a baixa translo¢cdo de metais para
parte aérea € considerado mecanismo importante para imobilizacdo de metais
em areas contaminadas, pois reduz a transferéncia de metais do solo por

erosao e lixiviacdo (Soares et al., 2001b; Melo et al., 2009).
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Figura 2.2. Teor de Zn em plantas de pinhdo-manso cultivadas sob doses de
Zn em solugcdo nutritiva. * e **: Significativo a 5, 1% de probabilidade,
respectivamente.

Alguns autores tém demonstrado que o0 pinhdo-manso apresenta
tolerancia a metais pesados (Juwarkar et al., 2008; Jamil et al., 2009; Yadav et

al., 2009, Chaves et al,. 2010). Plantas tolerantes a metais pesados podem
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desenvolver trés estratégias para manter a homeostase de metais. Uma delas
€ a exclusdo, em que os metais sdo excluidos ou tem sua absor¢do limitada,
reduzindo sua concentragdo nas células; outra é o sequestro de metais em
vacuolos ou seu efluxo para o citoplasma. Na terceira estratégia, praticada por
espécies hiperacumuladoras, os metais sdo eficientemente transportados para
0s vacuolos por varios transportadores especificos (Lin e Aarts, 2012). No
entanto, pode-se inferir que, apesar do pinh&o-manso apresentar relativa
tolerancia em acumular elevados teores nas raizes, a concentracdo de 8899
mg kg observado na maior dose (600 molL™) promoveu severa toxicidade
devido a perda da capacidade de retencao nas raizes da grande quantidade de
Zn absorvido. O efeito toxico de metais pesados em plantas ocasiona
deterioracdo celular e consequente morte de tecidos (Kopittke et al., 2007;
Sagardoy et al., 2008; Costa et al., 2012)

TEOR DE NUTRIENTES

Um dos efeitos da toxicidade por Zn nas plantas foi a reducdo de todos
os nutrientes avaliados (N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, B e Mo) (Tabela 2.2).
Alguns estudos tém demonstrado que o desbalanco nutricional € um sintoma
de toxidez desencadeado pelo acumulo de metais pesados nas plantas
(Bonnet et al., 2000; Martin et al., 2012; Safarzadeh et al., 2013; Lima et al.,
2013).

Kupper et al. (1998) citam interferéncia dos elevados teores de Zn nas
plantas reduzindo o conteudo de Mg provocado por substituicdo do Zn por Mg
na molécula de clorofila. Sagardoy et al. (2009) observaram reduc¢des nas
concentracdes de nutrientes em plantas de beterraba (Beta vulgaris L.) sob
estresse de Zn cultivadas em solugcéao nutritiva. Estes autores ressaltaram que
um dos sintomas de toxicidade por Zn foi a interferéncia na absorcdo do Fe
induzindo sua deficiéncia. Bonnet et al. (2000) citam que as reduc¢des nos
conteudos de P, Ca, K, Mg, e Cu em folhas de azevém (Lolium perene)
cultivadas sob doses de Zn provocam distirbios em processos metabdlicos,
incluindo a fotossintese e a assimilagdo do nitrogénio. Tewari et al. (2008)
avaliando a toxicidade por Zn em plantas de amoreira (Morus alba L.)
observaram decréscimo nas concentracdes de Fe, Mn, e Cu em folhas novas

e também o incremento de H,0O,, induzindo estresse oxidativo. Wang et al.
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(2009) observaram maiores decréscimos nos conteudos de Cu, Fe, Mg e Mn
nas raizes do que nas folhas de colza (Brassica napus) sob estresse de Zn.
Cambrollé et al. (2013) avaliando o estresse por Zn em Limoniastrum
monopetalum (L.) Boss (arbusto costeiro) observaram reducdes nas
concentracfes de Cu e Fe nas folhas, embora o contelido destes metais foram

praticamente inalterados nas raizes.

Tabela 2.2. Equacdes de regressdo dos contetdos de nutrientes em plantas de
pinh&o-manso cultivadas sob doses de Zn em solugao nutritiva.

Variaveis

Equacdes de Regresséo Ajustadas

Contetido N Folhas, g vaso™
Contetido N Caule, g vaso™
Contetido N Raiz, g vaso™
Contelido P Folhas, g vaso™
Contetido P Raiz, g vaso™
Contelido K Folha, g vaso™
Contetido K Caule, g vaso™
Contetido K Raiz, g vaso™
Contetido Ca Folhas, mg vaso™
Contetido Mg Caule, g vaso™
Contetido Mg Raizes, g g vaso™
Conteldo Cu Folhas, mg kg™
Contetido Cu Caule, mg kg™
Contelido Cu Raizes, mg kg™
Contelido Fe Folhas, mg vaso™
Contetido Mn Folhas, mg vaso™
Contetido Mn Caule, mg vaso™
Contetido Mn Raizes, mg vaso™
Conteltido B Folhas, mg vaso™

Contetido Mo Folhas, mg vaso™

y = -0,4x 10”**x2 + 0,0020**x + 0,3093, R2 = 0,53**
y= 0,000%*x2 - 0,0001**x + 0,0489, R2= 0,61**

y= 0,2x10"°**x2 + 0,0008**x + 0,1033, R2= 0,54**
y = -0,6x10**x2 + 0,0025**x + 0,4918, R2= 0,53**
y = -0,4x10™°*x2 + 0,0019**x + 0,2037, R2= 0,54**
y = -0,7x10™*x2 + 0,0037**x + 0,3213, R2= 0,66**
y = -0,3x10™*x2 + 0,0014**x + 0,3351, R?= 0,67**
y = -0,3x10™°*x2 + 0,0015**x + 0,1784, R2= 0,55**
y = -0,41x10°*x2 + 0,0002*x + 0,369, R2= 0,51*
y=-0,084*x + 62,75, R2= 0,51*

y=-0,5x10"*x2 + 0,0002**x + 0,044, R2= 0,52*

y = 0,1x10™°**x2 + 0,0003**x + 0,057, R2= 0,70**

y = 0,1x10™**x + 0,086, R2= 0,41**

y = -0,1x10°**x 0,0003**x + 0,040, R?= 0,58**
y=-0,00001*x2 + 0,004*x + 0,909, R2= 0,44*

y =-0,2.10*x2 + 0,0103*x + 1,234, R2= 0,68*

y =-0,1x10™*x2 + 0,0057**x + 0,637, R2= 0,94*

y =0,006*x + 1,117, R2= 0,54*

y =-0,0000%x2 + 0,0001*x + 0,0436, R2= 0,45*

y = -0,000028**x + 0,116, R2= 0,33*

*e " Significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.

O desbalanco nutricional em plantas provocado por outros metais
pesados também foi citado por Li et al. (2010) avaliando a toxicidade de Pb e
Cd em plantas de arroz (Oryza sativa L.) observaram nas folhas de correlagéo
positiva para concentracdo dos teores de Pb com os de Fe, Mn e Ni, e dos
teores de Cd e Ni, e também correlagBes negativas entre os teores de Cd, Fe e
Mn. Costa et al. (2012), avaliando a toxicidade por Cd em mamona, verificaram
correlacéo positiva entre Cd e Ca, Cu, Fe, Mn e Zn nas raizes , pois o elevado

potencial fitotoxico do Cd, ocasiona deterioracdo celular das raizes e
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consequentemente interfere na permeabilidade da membrana induzindo ao
acumulo indiscriminado de nutrientes. No entanto, Zhao et al. (2012), avaliando
a toxicidade por Mn em Phytolacca americana, verificaram que nao houve
desbalanco nutricional nas plantas e apontam outros efeitos positivos na
tolerancia dessa espécie em acumular 5996 mg kg* de Mn nas folhas, entre os
quais citam a elevacdo da atividade enzimatica superoxido de hidrogénio e
catalase, comportamentos nédo verificados nas plantas a toxicidade por Zn e
Cu.

As plantas com sintomas de deficiéncia e toxidez por Zn reduziram 96%
e 91% de Fe nas folhas, respectivamente, em relacdo a dose 100 pumolL™. Isto
confirma o severo desbalanco de Fe para ambas as situagcbes de estresse. Lin
e Aarts (2012) ressaltam que o mecanismo de homeostase de um metal
essencial € mais facil de ser controlado em condicdo de deficiéncia do que em
niveis toxicos. As implicagcbes sobre o metabolismo das plantas tanto em
condi¢Bes de deficiéncia como toxidez inibiram a capacidade fotossintética das
plantas, pois o declinio de Fe e outros micronutrientes séo relevantes para o
metabolismo fotossintético, uma vez que, participam tanto da constituicdo
celular, como também de reacdes enzimaticas e de oxirredugdo (Hansch e
Mendel , 2009). As reduc¢des nos conteudos de Mg nas folhas de 77 % e 96%
para as plantas cultivadas nas doses controle (deficiéncia) e 600 pmolL™
(toxicidade), respectivamente, em relacdo a dose 100 pumolL™ foi outro fator que
implica em declinio da atividade fotossintética principalmente porque o Mg é
um elemento abundante no citosol, e interage com ligantes nucledfilos,
propriedade qual possibilita sua presenca no centro da molécula de clorofila e
também como constituinte na agregacao de ribossomos. Além da participacéo
na atividade enzimatica da RNA-polimerase, ATPase, fosfatase, e na sintese
de glutationa e carboxilase (Shaul, 2002).

FLUORESCENCIA DE CLOROFILA

Os espectros apresentaram diferencas nos picos de absorcdo da
fluorescéncia de clorofila (Figura 2.3A e 2.3B). Verificou-se que 0s espectros
das plantas sob cultivo em condicdes de toxicidade e deficiéncia foram
distintos, com menor pico observado em condicdo de estresse sob toxicidade

por Zn.
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As folhas de pinhdo-manso analisadas parecem ter propriedades
anatomicas que dificultam a deteccao da fluorescéncia de clorofila, apesar do
baixo conteddo de pigmentos fotossintéticos. Buschmann (2007) afirma que
propriedades Opticas das folhas tém um papel importante na passagem da
fluorescéncia de clorofila, e podem ser especificas para diferentes espécies
vegetais, assim como, a idade da folha.
Segundo Silva et al. (2012), a diminuicdo da razéo Fr/FFr ocorre quando
a concentracdo de clorofila aumenta, indicando maior reabsorcdo de
fluorescéncia no comprimento 685 nm detectando condi¢cdes de funcionamento
normal do aparato fotossintético. Contudo, como citado anteriormente a razdo
Fr/FFr ndo confirmou a inibicdo do funcionamento de clorofila em plantas com
deficiéncia de Zn. Morales et al. (2000) verificaram que a medida da
fluorescéncia de clorofila pode também ser uma ferramenta potencial para
detectar alteracées na fluorescéncia de clorofila em plantas cultivadas sob
deficiéncia, observando esse efeito para Fe. Pois os sintomas de deficiéncia
sdo provenientes de modificacbes exteriores ocasionadas por danos
bioquimicos que ocorrem em nivel molecular e celular nos tecidos vegetais.
Esses danos podem ser reproduzidos em plantas de espécies diferentes, uma
vez que 0s processos bioguimicos exercem fungbes especificas, que variam

pouco entre espécies (Silva et al., 2009).
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Figura 2.3. Espectros médios da fluorescéncia de clorofila em plantas de
pinhdo-manso cultivadas sob doses de Zn em solucéo nutritiva (A e B) aos 40
dias. Razao dos espectros de fluorescéncia de clorofila em funcdo do tempo de
cultivo, referente as leituras do vermelho e vermelho distante (Fr/FFr) (C).

De maneira geral a razdo Fr/FFr das plantas controle foram praticamente
constantes ao longo do ensaio, sendo que as plantas apresentaram baixo
indice de emissdo de folhas. As leituras foram realizadas praticamente na
mesma folha em todas as avaliaches, e estas ndao apresentaram clorose,
podendo ter possibilitado essa constante nos resultados (Figura 2.3C).

Observou-se que a avaliacdo temporal indicou maior elevacdo da razéo
Fr/FFr para dose (600 umolL™), exceto apés os 30 dias de avaliacdo. A partir
deste periodo as plantas apresentaram decréscimos e igualaram-se, exceto
para as doses 200 e 400 pmolL™ . Pode-se inferir que declinio da razéo Fr/FFr
das plantas aos 40 dias de tratamento indica melhor adaptacdo das plantas a
condi¢Oes de estresse.

A deteccdo precoce da toxicidade por Zn em plantas também foi

demonstrado para Cd (Baryla et al., 2001; Maurya e Gopal, 2008; Silva et al.,
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2012), como também para Ni (Gopal et al., 2002; Mishra e Gopal, 2008), e Cu e
Hg (Ventrela et al., 2009).

Bonnet et al. (2000) verificaram declinio na capacidade de transporte de
elétrons em plantas submetidas a estresse de Zn, representada pela reducéo
na razado Fv/Fm, parametro também utilizado para avaliar alteracdo no PSII. De
acordo com Buschmann (2007), a razdao Fr/FFr depende principalmente do
conteddo da clorofila, e em menor relevancia da atividade fotossintética e das
caracteristicas opticas e arranjos celulares do tecido foliar. No entanto, Cherif
et al. (2010) citam que aumento da razdo Fr/FFr ndo € apenas indicativo de
reducdo do conteudo de clorofila, mas pode também ser elevada quando o
processo fotossintético de conversao de quantum é afetado.

PIGMENTOS, ATIVIDADE ENZIMATICA E PROTEINA SOLUVEL

O conteudo de pigmentos foi influenciado significativamente pela adicédo
das doses de Zn (Tabela 2.3). O comportamento quadratico do conteudo de
pigmentos, demonstra sua funcdo do Zn como micronutriente e seu efeito
toxico em doses elevadas. Verifica-se que o contetdo de clorofilas (a e total) e
carotendides aumentaram 174%, 137% e 42%, respectivamente, com relacdo
ao controle quando adicionado 100 pmol L* de Zn. O aumento da
concentracdo de clorofila indica condicBes de biossintesse normal do aparato
fotossintético, consequentemente, maior producdo de biomassa.

A inflexdo da curva na dose 300 pumol L™ (Figura 2.3) coincide com os
efeitos de toxidez observados visualmente, que promoveram reducdes de 65,
56, 63 e 40 % no conteudo de clorofilas a, b, total e carotendides,
respectivamente. A reducdo da concentracdo de clorofilas e carotenoides
também sdo sintomas comuns ocasionados por estresse de metais pesados
(Joshi e Mohanty, 2004; Cambrollé, 2012; Cambrollé, 2013). O conteudo de
pigmentos fotossintético € indicador sensivel do status fisioldgico das plantas.
No entanto, os métodos para a sua determinagdo s&o invasivos, lentos e
trabalhosos (Pefiuelas e Filella, 1998), razdo pela qual a correlacdo destas com
a fluorescéncia de clorofila pode ser utilizada para avaliacdo do estresse.

Ndo foi verificada alteracdo significativa para a catalase,
polifenoloxidase, peroxidase do ascorbato e proteina solivel. No entanto,
observou-se para atividade da polifenoloxidase e peroxidase do ascorbato,

tendéncia & elevacdo até a dose 300 pmol L™, mantendo-se constante. Para
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atividade da catalase e conteudo de proteina soluvel, observou-se tendéncia de

aumento até a dose 400 mol L™, com posterior declinio.

Tabela 2.3. Contetudo de pigmentos em plantas de pinhdo-manso cultivadas
sob doses de Zn

Doses de Zn Clorofila a Clorofila b Clorofila Total Carotenodides
(umol L-1) mg g-! de matéria fresca
0,380 0,466 0,258 0,724 0,366
100 1,276 0,437 1,713 0,519
200 1,203 0,426 1,629 0,502
300 0,939 0,305 1,244 0,449
400 0,443 0,188 0,632 0,329
600 0,447 0,193 0,640 0,313
Variaveis Equacéo de regressao ajustadas
Clorofila a y=-0,0000**x2 + 0,00219**x + 0,7530, R2= 0,44**
Clorofila Total y=-0,6x10"* x2 + 0,00246*x + 1,0866, R2= 0,45**
Carotenoides y=-0,1x10™*x2 + 0,0004*x + 0,4217, R2= 0,56**

*e " Significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.

Yadav et al. (2009) observaram que o estresse causado por Cromo (Cr)
em plantas de pinhdo-manso cultivadas em solos contendo 0, 25, 50, 100 e
250 mg kg * de Cr, elevaram os teores das enzimas antioxidantes catalase,
peroxidase do ascorbato e glutationa S-transferase a medida que aumentava o
acumulo de Cr na planta. Isto ressalta a importancia da sintese dessas
enzimas na inibicdo da toxicidade. A elevacdo da atividade enzimatica é uma
importante estratégia de tolerancia de plantas sob estresse de metais pesados,
principalmente por inibir a producdo de espécies reativas de oxigénio (Sun et
al., 2007; Jamil et al., 2009; Yadav et al., 2009; Lin e Aarts, 2012, Juknys et al.,
2012). Sendo assim, em espécies de plantas sensiveis a metais pesados, 0
conteudo de espécies reativas de oxigénio aumenta consideravelmente se nédo
houver um mecanismo eficiente de enzimas antioxidantes. Consequentemente,
o dano celular induzido por espécies reativas de oxigénio resultard em morte
celular, afetando o funcionamento fotossintético das plantas (Sharma e Dietz,
2009). Cabe salientar a relativa tolerancia das plantas de pinhdo-manso, visto
que a atividade enzimatica ndo apresentou declinio em condicdes de estresse
de Zn. Este fato, aliado a outras observacdes sobre a tolerancia da espécie a
Zn, pode ser util para sua utilizacdo em projetos de revegetacdo de areas

contaminadas pelo elemento. Neste caso, como se trata de uma espécie
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oleaginosa, a producédo de 6leo ndo comestivel, especialmente para biodiesel,
pode ser uma alternativa viavel ambientalmente e geradora de renda durante o

processo de remediacdo da area.
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CONCLUSOES

A medida da fluorescéncia de clorofila detectou precocemente a
toxicidade por Zn e indicou potencial para monitorar areas contaminadas por
este metal. A razdo Fr/FFr foi sensivel para elucidar alteragcbes no PSIl em
plantas de pinh&o-manso com sintomas de toxicidade provocados por Zn.

A dose 227 pmolL™ de Zn foi correspondente a reducéo de 50% da
matéria seca.

A deficiéncia e toxicidade por Zn provocaram desbalanco nutricional e
reduziram as concentracdes de pigmentos nas folhas.

O pinhd@o-manso apresentou relativa tolerancia a toxicidade por Zn nao
demonstrando reducdo na atividade de enzimas antioxidantes e conteudo de
proteina solUvel nas folhas, e pode ser indicado como espécie promissora para
programas de fitorremediagéo de areas contaminadas por este metal.
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CAPITULO Il

ALTERACOES NO FOTOSSISTEMA I, COMPOSICAO MINERAL E
PRODUCAO DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES EM PINHAO-MANSO (Jatropha
curcas L.) EXPOSTO A DOSES DE CHUMBO
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ALTERACOES NO FOTOSSISTEMA Il, COMPOSICAO MINERAL E
PRODUCAO DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES EM PINHAO-MANSO (Jatropha
curcas L.) EXPOSTO A DOSES DE CHUMBO

RESUMO

O monitoramento da contaminagdo por Pb, assim como alternativas de
recuperagdo de areas contaminadas é de grande relevancia para reducdo de
impactos ambientais. Considerando que o pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é
uma espécie promissora para fitoestabilizar areas contaminadas por metais
pesados, o0 presente trabalho avaliou o acumulo, distribuicdo e toxicidade por
Pb em plantas de pinhdo-manso. A técnica da fluorescéncia de clorofila foi
utiizada para avaliar as alteracbes provocadas pelo metal na atividade
fotossintética. Adicionalmente, a composi¢cdo mineral, a atividade de enzimas
antioxidantes, proteinas sollveis e pigmentos fotossintéticos foram também
estudados. Para esta finalidade, plantas de pinhdo-manso foram cultivadas
durante 40 dias em solucao nutritiva com cinco doses de Pb (25, 50, 100, 150 e
200 pmol L™) e um controle, sem adicéo do metal, foi adotado. A fluorescéncia
de clorofila detectou alteragdes no PSIl em plantas de pinh&o-manso cultivadas
sob doses de Pb, indicando relevancia da técnica para monitoramento
ambiental de area contaminda pelo metal. As doses de Pb provocaram
alteracbes na composicdo mineral das plantas, com reducdo nas
concentracdes de N, P, Cu e Zn nas folhas. A toxicidade por Pb ndo provocou
efeitos deletérios nos teores de Fe, Mg e pigmentos foliares, apesar das razbes
Fr/FFr verificarem alteracdes no status fisiologico das plantas. A toxicidade por
Pb em pinh&do-manso ndo provocou alteracdes na atividade de enzimas

antioxidantes e nas proteinas soluveis nas folhas.

Palavras-chave: Contaminagdo. Monitoramento. Metabolismo fotossintético.
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ALTERATIONS IN PHOTOSYSTEM II, MINERAL COMPOSITION AND
DEFENCE-RELATED ENZYMES ACTIVITY IN JATROPHA PLANTS
EXPOSED TO LEAD

ABSTRACT

The monitoring of Pb contamination as well as the study of techniques for
remediation of Pb affected areas is of great relevance for ameliorating
environmental impacts. Taking into account that jatropha (Jatropha curcas) is a
promising candidate to Pb phytostabilization, the work was carried out to
evaluate the effects of Pb doses on the accumulation, distribution and toxicity in
jatropha plants. The X-ray chlorophyll fluorescence was used to assess the
effects of Pb on the photosynthetic activity. Additionally, the mineral
composition, antioxidative enzymes activity, soluble proteins and photosynthetic
pigments were also studied. Jatropha plants were grown in a nutrient solution
with five Pb doses (25, 50, 100, 150 and 200 pmol L™) besides a control with no
Pb addition. Fluorescence of chlorophyll detected alterations in the photosystem
Il therefore this technique is relevant to monitoring of Pb contaminated areas.
Pb doses provoked alterations in the mineral composition of plants with
decreased concentrations of N, P, Cu, and Zn in leaves. The Pb toxicity did not
cause deleterious effects on Fe, Mg and foliar pigments in spite of the Fr/FFr
ratio has detected changes in the physiological status of plants. On the other
hand, Pb toxicity did not affect antioxidative related-enzymes activity or soluble

proteins in leaves.

Keywords: Contamination. Monitoring. Photosynthetic metabolism.
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INTRODUCAO

A entrada de metais pesados na atmosfera, agua e solo e posterior
transferéncia do solo para as plantas, promove efeitos adversos como
fitotoxicidade e contaminacdo da cadeia tréfica, refletindo diretamente na
qualidade de vida. O Pb € um metal pesado que tem provocado grandes
problemas ambientais, por isso alguns estudos tém avaliado seu potencial de
difusé@o nos ecossistemas. Uma fonte pontual considerada mais relevante para
contaminag¢@o ambiental por Pb é a atividade de refinaria do metal (Paoliello et
al., 2002). Outras atividades antropogénicas geradoras de emissdes oriundas
de diversos processos industriais, incineracdo de residuos, fabricacdo de
cimento, queima de combustiveis e producédo de energia também adicionam Pb
ao meio (Kabata-Pendias, 2010;Toledo et al., 2008).

Haiyan e Stuanes (2003), investigando o acumulo de metais pesados
durante quatro anos em area industrial, verificaram predominancia de Pb nas
particulas de poeira e maior teor em plantas de areas industriais proximas as
emissdes das chaminés do forno de fundicdo, enquanto que as particulas
menores foram depositadas no solo principalmente por precipitacdo. Os
autores ainda ressaltaram que 0s aspectos negativos para contaminacao
ambiente ndo ocorrem apenas localmente, mas também em areas vizinhas.
Ren et al. (2006), investigando a concentragdo de Pb em diferentes locais,
verificaram concentracdes de Pb nesta ordem decrescente: area industrial,
creches, jardim residencial, parque publico, area comercial e fazenda, quais
registraram teores médios de 1723, 135, 99, 99, 67, 35 mg kg™* de solo,
respectivamente, sendo o teor mais elevado (15127 mg kg* de Pb no solo)
observado proximo a area do forno de fundicédo. Brait e Antoniosi Filho (2010),
avaliando a qualidade do ar, verificaram concentracdes meédias de Pb de 6,7
ugt m? dia sendo o maior valor detectado em areas de maior intensidade de
transito.

O monitoramento ambiental da contaminacdo por Pb, e também a
recuperacdo das é&reas contaminadas, € de grande relevancia para
sustentabilidade dos ecossistemas. Nascimento e Xing (2006) citam como
estratégias para recuperacdo de areas contaminadas a fitoestabilizacao,
pratica que visa o0 estabelecimento de espécies vegetais tolerantes a

concentracdes elevadas de metais pesados nos solos. Esta pratica, aléem de
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desempenhar papel de protecdo do solo, imobiliza o metal pesado in situ. A
fitoestabilizagcdo é uma técnica que reduz o risco de difusdo da contaminacao
pois atua como barreira diminuindo a transferéncia do metal pesado para
outros ambientes, por meio de processos como erosao e lixiviacao.

Alguns estudos tém demonstrado que o pinhdo-manso apresenta
tolerancia a metais pesados (Juwarkar et al., 2008; Jamil et al., 2009; Yadav et
al., 2009) pondendo ser indicada como espécie relevante para fitoestabilizar
areas contaminadas por metais pesados, com vantagem de atribuir valor
econdbmico no periodo de recuperacdo da area, visto que € atualmente
considerada espécie oleaginosa nao comestivel promissora para producéo de
biocombustivel (Kumar e Sharma, 2008; Sahoo et al., 2009; Sahoo e Das,
2009; Jingura et al., 2010).

O Pb provoca altera¢cdes morfolégicas e funcionais nas células vegetais
(Malone, et al., 1974; Wierzbicka et al., 2007; Zhao et al., 2011). De maneira
geral, os efeitos toxicos do Pb nas plantas sdo caracterizados por inibicdo da
atividade fotossintética e mitose, reducdo da absorcdo de agua e, como
observado para outros metais pesados, a toxicidade por Pb desencadeia danos
no sitema radicular e provoca efeitos secundéarios na absorcéo e transporte de
outros elementos (Kabata-Pendias, 2010).

A diminuicdo da atividade fotossintética € causada por varios disturbios,
podendo apresentar-se de forma reversivel ou irreversivel, a depender da
intensidade do estresse e da tolerancia da planta ao estresse. O dano
promovido pelo acumulo de Pb em tecido vegetal € um dos responséaveis por
desencadear alteracbes no aparato fotossintético, sendo o contéudo de
pigmentos comumente afetado. Zhou et al. (2010) verificaram redugcdo do
conteudo de clorofila a, b e carotendides em folhas de iris (Iris pseudacorus L.)
cultivadas sob estresse de Pb. Alfadul e Al-Fredan (2013) verificaram reducéo
no conteudo de clorofila a e clorofila b em folhas de Phragmites australis
cultivada sob estresse de Cu, Zn, Pb e Cd.

As moléculas de clorofilas (a e b) e carotendides sdo componentes
incorporadas nas unidades dos fotossistemas, as quais localizam-se nas
membranas dos tilacéides dos cloroplastos. Ha dois tipos de fotossistemas
(PSI e PSII), sendo que a principal diferenca entre eles € o pico maximo de
absorcao, de 700 e 680 nm, respectivamente (Shabala, 2009).
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A medida da fluorescéncia de clorofila possibilita avaliar os efeitos de
estresse em plantas, por meio da inibicdo do transporte de elétrons a nivel de
membrana dos cloroplastos e, consequentemente, demonstra como a atividade
fotossintética € negativamente afetada. Giardi et al. (2001) e Corcoll et al.
(2011) ressaltam que a técnica consegue detectar alteracbes no PSIl em
diferentes condi¢Bes de estresse, pois este fitossistema € sensivel a um vasto
namero de contaminantes, desde substancias organicas e metais pesados.

Um dos parametros obtidos com a medida da fluorescéncia de clorofila é
a razao Fr/FFr, obtida das medidas do pico 680-700 nm (Fr= vermelho) e 730-
740 nm (FFr= vermelho distante), valor do qual pode-se inferir alteracées no
aparato fotossintético, porque o aumento da razao Fr/FFr, além de detectar
reducdo do conteudo de clorofila, também possibilita relacionar distirbios no
aparato fotossintético, indicando que a conversdo de quantum foi afetado
(Cherif et al.,, 2010). Alguns estudos tem demontrado o potencial da
fluorescéncia de clorofila para detectar precocemente a toxicidade por metais
pesados em plantas (Baryla et al., 2001; Maurya e Gopal, 2008; Gopal et al.,
2002; Mishra e Gopal, 2008; Ventrela et al., 2009; Silva et al., 2012).

A toxicidade por metais pesados pode provocar o aumento da producéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS), moléculas reativas, tais como
superoéxido (O3, radicais hidroxila (OH"), peréxido de hidrogénio (H.O,) que ao
entrar em contato com componentes celulares induzem estresses oxidativos
nas células e ocasionam danos em membranas e, em condi¢cdes extremas de
estresse, podem ainda resultar em morte celular (Gadjev et al., 2008; Sharma e
Dietz, 2009). Desta forma, plantas tolerantes a metais pesados podem induzir
mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo e eliminagdo de ROS por
meio da elevacdo da producdo de enzimas antioxidantes capazes de
desintoxicar as células. Entre estas podem ser citadas a superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR)
(Sun et al., 2007; Lin e Aarts, 2012; Zhao et al., 2012).

Considerando que o pinh&o-manso € uma espécie promissora para
fitoestabilizar areas contaminadas por metais pesados, o presente trabalho
avaliou o acumulo, distribuicdo e toxicidade por Pb em plantas de pinh&o-
manso utilizando a técnica da fluorescéncia da clorofila e as alteracdes
provocadas pelo Pb na composicdo mineral, na producdo de enzimas

antioxidantes, proteina sollUveis e pigmentos fotossintéticos.
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MATERIAL E METODOS

Sementes de pinhdo-manso (Jatropha curcas, L.) foram colocadas para
germinar em bandejas contendo vermiculita umedecida com solucdo de Ca
0,67 mmol L™ na forma de Ca(NO3),)4H,0 (Vilela e Anghinomi, 1984). Treze
dias apds o semeio, as plantulas foram transferidas para vasos plasticos
contendo seis litros de solucdo nutritiva (Hoagland e Arnon, 1950, modificada),
contendo: 105,05; 15,5; 117,3; 100,2; 24,3; 32,1; 0,65; 0,5; 0,05; 0,02; 0,5;
0,01; 753 mg L* de N, P, K, Ca, Mg, S, Cl, Mn, Zn, Cu, B, Mo e Fe,
respectivamente, a qual foi substituida semanalmente. Foi adicionado
diariamente agua deionizada nos vasos para reposicdo da agua perdida por
evapotranspiracao. O pH da solucédo foi ajustado sempre que necessario, para
valores proximos de 5,6 (+/- 0,2), sendo a correc¢do efetuada com H,SO,4 ou
NaOH 1 mmol L. Apés 14 dias de cultivo, foram acrescentadas na solucéo
doses de 25, 50, 100, 150 e 200 pmol L™ de Pb [(CH3COO),Pb3H,0]. Um
controle (sem adicdo de Pb) foi adotado. O experimento foi conduzido em
blocos ao acaso (uma espécie vegetal com seis doses de Pb), com 3
repeticoes.

ApoOs a adicdo do Pb, as plantas foram mantidas em casa de vegetacéo
por 40 dias. Posterior a esse periodo, procedeu-se a coleta e lavagem com
adgua destilada das folhas, caule e raizes, sendo estes acondicionados em
sacos de papel.

As amostras foram mantidas em estufa a 65 °C com circulacdo forcada
de ar até peso constante, obtendo-se a matéria seca das partes e, pela soma,
a mateéria seca total. Apés secagem, as amostras foram moidas em moinho tipo
Willey e acondicionadas em sacos plasticos. A digestdo do material vegetal foi
feita em &cidos nitrico e cloridrico em forno de microondas (MarsXpress),
segundo o método 3051A (USEPA - 1996). Este material também foi submetido
a digestéo sulfurica para determinagéo de N (Embrapa, 1999).

No extrato da digestdo foram determinados os teores de Pb, Zn e Cu por
espectrofotometria de absorcdo atdomica (AAnalyst 800). Também foram
determinados os teores de Ca, Mg, Fe, Mn, Mo e B por espectrometria de
emissao otica (ICP-OES/Optima 7000, Perkin Elmer). Os teores de N, K e P,

foram determinados por titulometria, fotometria e colorimetria, respectivamente.
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A partir dos teores dos elementos e da matéria seca, foram calculados os
conteudos dos elementos.

As medidas de fluorescéncia de clorofila foram efetuadas com emissor
de luz ultravioleta LED, com picos de comprimento de onda vermelho (685 nm)
e vermelho distante (735 nm) obtidos pelo software do aparelho (Ocean Optics-
Spectra Suite). Foram efetuadas cinco avaliagdes ao longo do experimento. A
primeira medida foi tomada antes da adicdo do Pb e a ultima um dia antes da
coleta das plantas. Estas medidas foram realizadas a noite a partir da
permanéncia das plantas por 20 minutos no escuro, com o intuito de garantir a
desativacdo do transporte de elétrons fotossintético. As leituras foram
efetuadas no segundo par de folhas abaixo do meristema apical, sendo
realizadas quatro leituras por planta, as quais foram submetendo a emissao de
luz por 10 segundos cronometrados.

Os espectros obtidos foram ajustados a duas curvas Gaussianas
correspondentes ao 685 nm e 735 nm. A razdo entre a intensidade da
fluorescéncia F685/F735 (Fr/FFr) de altura de pico foi calculada a partir da
curva ajustada para cada uma das doses de Pb em solucédo e usadas para
inferir sobre o efeito do elemento na biossintese de clorofila e no PSII por meio
do software Origin versao 6.0.

Para as analises bioguimicas, foi coletada uma amostra por planta do
mesmo par de folhas utilizadas na avaliacdo da fluorescéncia de clorofila.
Realizou-se a determinacdo dos contetdos de clorofilas a, b, total e
carotendides mediante extracdo com acetona 80% (Arnon 1949), sendo o

conteudo de carotendides calculado pela equacao de Lichtenthaler (1987).

O extrato bruto utilizado na determinacgéo da atividade das enzimas e do
teor de proteinas foi obtido através de homogeneizacdo de 200 mg do material
vegetal em almofariz, com N; liquido, e adicionado 2,0 mL de tampéao fosfato
de potassio (100 mmolL™?, pH 7,0). O homogeneizado foi centrifugado a 14000
g por 25 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer
a - 80°C. Foram determinadas as atividade de catalase (CAT) (Havir e Mchale,
1987), polifenoloxidase (Kar e Mishra, 1976), peroxidase do ascorbato (APX)
(Nakano e Asada, 1981) e teor de proteina soluvel (Bradford, 1976). Todas as

determinacdes foram efetuadas por espectrofotometria.

Os dados obtidos foram submetidos & ANOVA e a analise de regressao
com Software SISVAR (Ferreira, 2008).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

PRODUCAO DE MATERIA SECA

Apenas a producdo de matéria seca das folhas diminuiu linearmente
com adicao das doses de Pb em solucdo (Tabela 3.1). Verificou-se reducao de
29% da matéria seca das folhas para dose 200 pmol L* em relagdo ao
controle. O Pb € um metal que néo apresenta funcao biolégica e pode provocar
varias alteracdes morfologicas, fisiologicas e metabdlicas nas plantas,
ocasionando reducdo do crescimento e interferéncia na sintese de clorofila
(Sharma e Dubey, 2005).

Os sintomas visuais de toxicidade por Pb observados durante o ensaio
foram caracterizados por reducdo do crescimento apenas nas plantas
cultivadas sob as doses 150 e 200 pumol L e escurecimento das raizes, além
de restricdo do crescimento na dose 200 pmol L. Shu et al (2012), avaliando o
efeito de doses de Pb (0; 0,5; 1; 2; 3 e 4 mmol kg™* de solo) em plantas de
pinhdo-manso, observaram como sintomas visuais de toxicidade por Pb a
reducdo da area foliar, escurecimento das raizes e reducao do crescimento.

As plantas de pinhdo-manso cultivadas sob estresse de Pb
apresentaram relativa toleréncia a toxicidade por este metal, visto que nao
apresentaram significativas reducfes na producdo de matéria seca e nao

demonstraram severos sintomas visuais de alteracfes metabdlicas.
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Tabela 3.1. Matéria seca de plantas de pinhdo-manso cultivadas sob doses de
Pb em solucg&o nutritiva

Matéria seca, g vaso!

Doses de Pb
(umol L-1) Folhas Caule Raizes Total
0 43,33 30,36 16,19 89,87
25 38,51 31,80 15,80 86,11
50 35,69 31,45 15,19 82,33
100 37,19 31,71 17,41 86,32
150 34,15 26,29 17,69 78,14
200 30,65 26,14 14,26 71,05
Variavel Equacéo de regresséo ajustada
Matéria seca folhas y=-0,0502** + 40,9773, R2= 0,82**

**. Significativo a 1% de probabilidade.

TEOR DE Pb

O aumento das doses foi acompanhado pelo acumulo de Pb nas folhas,
caule e raizes (Figura 3.1), sendo o maior teor detectado nas raizes, seguido
pelas folhas. Malone et al. (1974) verificaram que, ap6s absorcao pelas raizes,
o Pb acumula-se nas raizes, caule e folhas predominantemente na parede
celular formando precipitados e cristais, ndo interagindo com a membrana
plasmatica. Meyers et al. (2008) citam como defesa a toxicidade por Pb o
sequestro de Pb e compartimentalizacdo em vacuolo e citoplasma em plantas
de mostarda da india (Brassica juncea) e ainda sugeriram que o Pb nao foi
depositado nos tecidos internos da estria de Caspary, sendo este um indicativo
de integridade da membrana plasméatica. No entanto, Zhao et al. (2011) citam
que o acumulo de Pb provocou desorganizacdo e alteracdo do tamanho de
cloroplastos e mitocéndrias, além de rompimento da membrana plasmatica em
célula foliar de tomate. Eun et al. (2000) citam que o efeito téxico de metais
pesados inibe o crescimento de raizes e um dos mecanismos responsaveis por
essa inibicdo induzida por Pb foi a elevacdo da concentacdo em tecido celular,
provocando alteracbes na organizacdo dos microtubulos e consequente

inibicdo na divisdo celular do meristema das raizes.
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Figura 3.1. Teor de Pb em plantas de pinhdo-manso cultivadas sob doses de
Pb em solucdo nutritiva. * e **: Significativo a 5 e 1% de probabilidade,
respectivamente.

Romeiro et al. (2007) também observaram em plantas de feijao-de-porco
(Canavalia ensiformes L.) elevado acumulo de Pb nas raizes, sendo pouco
translocado para a parte aérea. Os autores observaram que as plantas
removeram 84%, 67% e 88% dos 100, 200 e 400 ymolL™, respectivamente, do
Pb aplicado na solucdo. Zhao et al. (2011) verificaram de 250 a 2564 vezes
maior o acumulo nas raizes comparando com as concentra¢gdes nos frutos de
tomate, sendo que apenas a dose 900 mg kg™t de Pb no solo induziu o
incremento na concentracdo de Pb nos frutos. Ashraf et al. (2011) verificaram
maior acumulo de Pb nas raizes de canola (Brassica napus L.), com maximo
conteudo acumulado de 354 mg kg™ de matéria seca.

Baker et al. (2000) citam que plantas hiperacumuladoras de Pb, Zn e Cd
apresentam potencial para concentrar na matéria seca das folha 0,1%, 1% e
0,01%, respectivamente. Antiochia et al. (2007) verificaram teores de Pb em
plantas de vetiver (Vetiveria zizanioides) de 0,4 e 0,1 % de Pb da matéria seca

das folhas e raizes, respectivamente, e apontaram a planta como
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hiperacumuladora de Pb. Observou-se que o aumento das doses de Pb
promoveu acumulo de 0,01% e 3,0% de Pb da matéria seca das folhas e
raizes, respectivamente (Figura 3.1). Nota-se que o elevado acumulo de Pb
nas raizes das plantas, indica a espécie como tolerante a teores elevados de
Pb no solo.

O maior acumulo verificado (30457 mg kg* de Pb) nas raizes para a
dose 200 pmolL™ € um mecanismo de defesa revelevante pelo qual as plantas
podem inibir a toxicidade por Pb. O pinhdo-manso € uma oleaginosa nao-
alimenticia promissora para producdo de bioenergia e com potencial para
imobilizacdo de Pb em &reas contaminadas. O cultivo dessa espécie pode
reduzir custos na recuperacdo da area, gerando beneficio ambiental aliado a
exploracdo econbmica para producdo de biocombustivel e extracdo de
compostos ativos das sementes para finalidades industriais (Ginnerken et al.,
2007).

TEORES DE NUTRIENTES

Um dos efeitos da toxicidade por Pb nas plantas foi a alteracdo na
composi¢do mineral das plantas. Houve reducdo dos conteudos de N, P, Cu e
Zn nas folhas e N, Ca e Zn no caule. Para as raizes, verificou-se incremento
dos conteutdo de P e Fe (Tabela 3.2). O desbalanco nutricional tem
frequentemente sido citado como um importante efeito toxico de metais em
plantas (Tewari et al., 2008; Sagardoy et al., 2009; Martin et al., 2012;
Safarzadeh et al., 2013; Lima et al.,, 2013). A toxicidade por Pb nas plantas
provoca alteracdes na absor¢do e transporte de outros elementos, sendo
verificado mecanismo antagbnico entre os teores de Pb e Zn, assim como a
sua semelhanca com o Ca pode induzir sua absor¢céo e, consequentemente,
substitui-lo em sitios ativos provocando reducéo da atividade fotossintética e de
algumas enzimas (Kabata-Pendias, 2010).

Li et al. (2010) observaram em folhas de arroz (Oryza sativa L.)
correlagcdo positiva entre os teores de Pb e Fe, Mn e Ni e Cd e Ni, e
correlagbes negativas entre os teores de Cd, Fe e Mn. Sinha et al. (2006)
verificaram redug¢des na concentracao de Fe, Mn e Cu, e incremento de Zn em
repolho (Brassica oleracea L.) cultivadas sob doses de Pb, sendo toxico o

acimulo de 150 mg kg™' de Pb no tecido vegetal. Ashraf et al. (2011)
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verificaram reducdes nos conteudos de N, P e K nos folhas e raizes de canola
e diminuicdo dos teores de Fe, Cu, Mn e Zn nas raizes acompanhado pelo
aumento de doses de Pb até 90 mg kg™ de Pb no solo.

Tabela 3.2. Equacdes de regressao dos teores de nutrientes em plantas de
pinhdo-manso cultivadas sob doses de Pb em solugéo nutritiva

Variaveis Equacbes de Regressao Ajustadas

Conteldo N Folhas, g vaso™ y=-0,0021**x + 1,3376, R2= 0,87*

Contetido N Caule, g vaso™ y=-0,0012**x + 0,4915, R2= 0,80*

Contelido P Folhas, g vaso™ y=-0,0027**x + 2,4581, R2= 0,73*

Contelido P Raizes, g vaso™ y=0,0028**x + 0,7144, R2= 0,84**

Conteudo Ca Caule, g vaso™ y=-0,0004**x + 0,347, R2= 0,85*

Contetido Cu Folhas, mg vaso™ y=-0,0008**x + 0,7441, R2= 0,74*

Contetido Zn Folhas, mg vaso™ y=-0,0016**x + 0,9539, R2= 0,44**

Conteudo Zn Caule, mg vaso™ y=-0,0009**x + 0,4593, R2=0,78**

Contelido Fe Raizes, mg vaso™ y=-0,001**x2 + 0,361**x + 16,143, R2= 0,86**

* e **: Significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.

Observou-se incremento de 85% no contéudo de fosforo nas raizes
comparando a dose controle e a dose 150 pmolL™, a qual apresentou maior
contetdo de P. De acordo com Kabata-Pendias (2010) o P pode ligar-se ao Pb
e formar fosfatos insoluveis, reduzindo o efeito téxico do metal. Este é um
comportamento intrinseco do Pb verificado no tecido vegetal. Também
observou-se incremento de 175% do contetdo de Fe nas raizes, comparando a
dose controle com a dose 150 pmolL™?, a qual apresentou maior contetido
acumulado com posterior declinio na dose 200 pmolL™.

FLUORESCENCIA DE CLOROFILA

Os espectros apresentaram diferencas nos picos de absor¢cao da
fluorescéncia de clorofila (Figura 3.2A e 3.2B). Observou-se menor reabsorcao
da fluorescéncia nas plantas sob maior estresse de Pb. A medida da
fluorescéncia é uma ferramenta que consegue detectar alteracbes no PSIl em

diferentes condi¢cbes de estresse, por este ser um fotossistema sensivel a uma
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ampla variacdo de contaminantes, incluindo o Pb. Alguns estudos demonstram
que essa técnica pode ser utilizada para monitoramento do estresse abiotico
em plantas (Kummerova et al.,, 2006; Maurya et al., 2008; Dai et al., 2009;
Goncalves et al. 2010; Willadino et al., 2012; Fan et al., 2013).
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Figura 3.2. Espectros médios da fluorescéncia de clorofila em plantas de
pinhdo-manso cultivadas sob doses de Pb em solugao nutritiva aos 40 dias,
dados normalizados (A) e nao-normalizados (B). Razdo dos espectros de
fluorescéncia de clorofila em funcdo do tempo de cultivo, referente as leituras
do vermelho= 685nm e vermelho distante= 735 nm (Fr/FFr) (C).

Apés excitagdo pela luz ultravioleta, o espectro de fluorescéncia
caracteristico de plantas superiores contistue quatro bandas centralizadas
proximo de 450 nm (azul), 520 nm (verde), 685 nm (vermelho) e nm 735
(vermelho-distante). No entanto, as faixas vermelho e vermelho-distante s&o
obtidas pelas reagbes desencadeadas dentro das membranas dos cloroplastos.

Sendo assim, as variaveis obtidas a partir das informacdes destes dois picos
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das bandas de fluorescéncia tém importante potencial para avaliar o status
fisiolégico normal das plantas ou se a mesma encontra-se submetida a alguma
condigéo de estresse (Mishra e Gopal, 2008).

A razdo Fr/FFr demonstrou que as doses de Pb promoveram alteracdes
temporais no cultivo das plantas (Figura 3.2C). Verifica-se que apenas apos 30
dias da aplicacdo do Pb as razdes Fr/FFr de todas as doses diferenciaram-se
do controle. Nota-se que este comportamento pode ser um indicativo da maior
retencdo do Pb nas raizes até esse periodo. Com o incremento da
concentracdo nas raizes, a capacidade de restringir o movimento de Pb é
superado e o metal é significativamente transportado para a parte aérea
causando os danos detectados pela fluorescéncia. O maior valor da razéo
Fr/FFr para as plantas cultivadas na dose 200 umolL™ corrobora o maior teor
de Pb (148 mg kg™) acumulado nas folhas para esta dose e 0s sintomas
visuais de toxicidade, especialmente a reducao da biomassa.

A medida da fluorescéncia de clorofila foi capaz de detectar alteracdes
no aparato fotossintético, embora as plantas ndo demonstraram reducdes
significativas da matéria seca, sendo este um comprotamente importante no
monitoramento e deteccdo precoce de contaminacdo ambiental por metais
pesados. Mesmo néo havendo reducdo dos contetdos de Fe e Mg nas folhas,
e de outros nutrientes que desempenham papel relevante no status
fotossintético, o aumento das doses de Pb aplicada em solucdo provocou
redugéo na eficiéncia quantica.

Um outro efeito que pode estar envolvido no declinio da eficiéncia da
absorcéo de foton é a inibicdo da enzima rubisco. Wang et al. (2009), avaliando
a toxicidade por Cd em plantas de milho, sugerem que o estresse reduziu
inicialmente a atividade da rubisco (ribulose-1,5-bifosfato carboxilase-
oxigenase) e fosfenol piruvato carboxilase (PEPC) nas folhas e,
consequentimente, afetou a transferéncia de elétrons do PSIl. Os autores
sugeriram que o ciclo de Calvin foi o primeiro alvo envolvido na toxicidade por
Cd nas plantas. Segundo Siedlecka e Krupa (2004) e Mateos-Naranjo et al.
(2008), a rubisco € uma enzima importante para o ciclo de Calvin, pois participa
da catalisacdo de reagOes de carboxilagcdo e oxigenacédo e, desta forma, o
estresse por metais em plantas pode inibir o transporte de elétrons no PSll e a
fixacdo e assimilacdo de CO,, processo desencadeado por declinio da

atividade da rubisco.
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PIGMENTOS, ATIVIDADE ENZIMATICA E PROTEINA SOLUVEL

O conteudo de pigmentos nao foi afetado pelo Pb (Tabela 3.3), apesar
da alteracdo na fluorescéncia de clorofila. Alguns estudos demonstram que a
reducdo na concentragdo de pigmentos esta diretamente relacionada ao
declinio na taxa fotossintética e indiretamente pela substituicio de metais
pesados em sitios bioativos no PSII (Monnet et al., 2001;Cambrollé et al., 2011;
Lin e Aarts, 2012).

Shu et al. (2012) verificaram elevacdo do conteudo de clorofila a, b e
carotendides em plantas de pinhdo-manso cultivadas sob dose de 0,5 mmol L
de Pb no solo e posterior declinio dos pigmentos nas doses mais elevadas.
Zhou et al. (2010) e Alfadul e Al-Fredan (2013) verificaram efeito de reducé&o
nos conteudo de pigmentos fotossintéticos em condi¢Bes de toxicidade por Pb,
comportamento também verificado por Khudsar et al. (2004) em plantas de
artemisia (Artemisia annua L.) cultivada em solo sob doses de Zn até 400 mg
kg™. Estes autores ainda verificaran os efeitos deletérios da toxicidade por Zn
na atividade da enzima nitrato redutase e contetudo de proteina.

A avaliacdo do contetdo de pigmentos fotossintético € indicador do
status fisiolégico normal das plantas. No entanto, os métodos para sua
determinacao sao lentos e trabalhosos (Pefiuelase Filella, 1998). Apesar de
nao ter sido verificado alteracdo na concentracado de pigmentos, a medida da
fluorescéncia da clorofila demonstrou ser ferramenta sensivel para detectar
alteracdes no PSIl em plantas sob estresse de Pb, embora o disturbio
provocado por Pb ndo reduziu a eficiéncia da biossintesse de clorofila, podendo

este ser um indicativo de tolerancia das plantas de pinh&o-manso a toxicidade.
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Tabela 3.3. Contetudo de pigmentos em plantas de pinhdo-manso cultivadas
sob doses de Pb em solugao nutritiva

Doses de Pb Clorofila a Clorofila b Clorofila Total Carotendides
(umol L) mg g* de matéria fresca

0 1,701 0,543 2,244 0,51
25 1,536 0,438 1,974 0,38
50 1,537 0,472 2,009 0,37
100 1,535 0,516 2,050 0,37
150 1,703 0,511 2,214 0,41
200 1,541 0,505 2,046 0,34

Nao foi verificado efeito significativo para a atividade das enzimas
antioxidativas catalase, polifenoloxidase, ascorbato peroxidase nem para o
conteldo de proteina soluvel total (Tabela 3.4). Alteracdes na atividade de
enzimas antioxidantes podem demonstrar estratégia de defesa ou indicar
toxicidade por metais pesados em plantas sob condi¢des de estresse. Plantas
tolerantes a Pb apresentam como mecanismo de defesa a toxicidade por este
metal a exclusdo impedindo a entrada do metal dentro da célula ou
conectando-a a parede celular. Outra estratégia de defesa relevante é o
aumento da producdo de enzimas antioxidantes e outros compostos que
evitem o acumulo de ROS, inibindo os danos oxidativos nas células (Gupta et

al., 2013).

Tabela 3.4. Atividade enziméatica e proteina solUvel total em plantas de pinhao-
manso cultivadas sob doses de Pb em solugao nutritiva

Doses de Pb, umol L*
Variaveis

0 25 50 100 150 200

APX* 4886,28 9511,96 5602,94 7818,05 8990,79 6319,59
Polifenoloxidase® 18782,62 22646,13 20714,37 22408,37 21457,35 23626,87
CAT* 587,80 253,36 334,44 466,19 334,44 476,32
Protefna soltvel® 2,24 2,11 3,88 2,63 2,78 2,55

1: (umol H,O,/g matéria fresca /min); 2:(umol piragalol/g matéria fresca/min) e 3: (ug /g matéria

fresca).

Alguns estudos tém demontrado efeitos téxicos do Pb no status

metabolico das plantas. Gupta et al. (2011) n&o verificaram reducdo no
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conteudo de pigmentos, porém observaram declinio no conteiado de proteina
soluvel total e incremento da atividade da catalase e superéxido dismutase nas
raizes e folhas de Pfaffia glomerata sob dose de Pb até 400 umol L™. No
entanto, esse aumento na atividade antioxidante nao foi suficiente para inibir os
efeitos téxicos do metal. Shu et al. (2012), avaliando a toxicidade por Pb em
plantas de pinhdo-manso, verificaram incremento do conteddo de proteina
solavel total, atividade da superoxido dismutase, catalase e peroxidase
acompanhado pelo aumento das doses de Pb no solo. Yadav et al. (2009)
observaram que a toxicidade por Cr em plantas de pinhdo-manso elevou a
atividade das enzimas antioxidantes catalase, peroxidase, ascorbato
peroxidase e glutationa S-transferase acompanhada pelo aumento das doses
do metal no solo.

Ben Ammar et al. (2008) verificaram que o estresse por Cd em plantas
de tomate provocou aumento da ROS e, consequentemente, induziu o
aumento da peroxidacao lipidica. Khudsar et al. (2004) observaram reducdes
na atividade da enzima nitrato redutase e conteudo de proteina, além do
declinio no contetdo de pigmentos em artemisia (Artemisia annua L.)
cultivada em solo sob doses de até 400 mg kg™ de Zn. Zhao et al. (2012)
ressaltam a tolerancia de Phytolacca americana em acumular Mn em tecido
vegetal e apontaram a elevacdo da atividade enzimética superdxido de
hidrogénio e catalase como mecanismo estratégico das plantas a tolerancia do
estresse por Mn, comportamento nao verificado avaliando a toxicidade para os
metais Zn e Cu, tal como observado para Pb no presente trabalho. Rellan-
Alvarez et al. (2006), avaliando a toxicidade por Cd e Hg em folhas de milho,
verificaram que o acumulo de Cd aumentou a atividade da ascorbato
peroxidase nas folhas e o incremento de Hg reduziu a atividade da mesma,

efeito apontado pelos autores como inibidor na homeostase celular.
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CONCLUSOES

A medida da fluorescéncia de clorofila demonstrou potencial para
detectar alteracdes no PSIlI em plantas de pinhdo-manso cultivadas sob doses
de Pb, indicando relevancia da técnica para monitoramento ambiental de area
contaminda por Pb.

As doses de Pb provocaram alteragbes na composicao mineral das
plantas, com reducao na concentracao de N, P, Cu e Zn nas folhas.

A toxicidade por Pb ndo provocou efeitos deletérios nos teores de Fe,
Mg e pigmentos foliares, apesar das razdes Fr/FFr verificarem alteracdes no
status fisioldgico das plantas.

A toxicidade por Pb em pinh&o-manso ndo provocou alteracfes na
atividade de enzimas antioxidantes e nas proteinas sollveis nas folhas de

pinh&do-manso.
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TOLERANCIA DE MAMONA (Ricinus communis) A ZINCO AVALIADA POR
FLUORESCENCIA DE CLOROFILA E ALTERACOES METABOLICAS

RESUMO

A medida da fluorescéncia de clorofila pode ser uma ferramenta para
avaliar a contaminacgéo por metais pesados, pelo fato de detectar alteracbes no
aparato fotossintético das plantas. Considerando que a deteccdo precoce da
contaminacdo de zinco (Zn) em plantas é essencial para 0 monitoramento
ambiental, o trabalho avaliou o estresse de Zn em plantas de mamona (Ricinus
communis) utilizando a técnica da fluorescéncia de clorofila. As alteracdes
provocadas pelo Zn no status nutricional e na atividade de enzimas
antioxidativas, proteina soluvel e pigmentos fotossintéticos foram também
estudadas. Para tanto, plantas de mamona foram cultivadas durante 28 dias
em soluc&o nutritiva com cinco doses de Zn (100, 200, 300, 400 e 600 umol L™)
e um controle, contendo 0,380 pmol L™* de Zn. A fluorescéncia de clorofila
detectou alteracdes temporais promovidas pelo acumulo de Zn nas plantas e
mostrou-se util na deteccdo precoce da toxicidade do elemento em plantas de
mamona. Apesar do declinio no status nutricional das plantas, com reducdes
no contetdo de Fe e Mg nas folhas, a manona apresentou relativa tolerancia a
toxicidade por Zn, ndo demonstrando efeitos deletérios aos pigmentos
fotossintéticos. O acumulo de Zn também ndo promoveu alteracdes na
atividade de enzimas antioxidantes e no teor de proteina solavel nas folhas.
Considerando que a mamona apresentou relativa toleréncia a doses elevadas
do metal, esta espécie pode ser uma alternativa ambiental e economicamente
atraente para fitoestabilizacdo de areas contaminadas, com adicional vantagem

para producao de 6leo industrial e bioenergia.

Palavras - Chave: Fotossistema Il. Metal pesado. Toxicidade
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TOLERANCE OF CASTOR BEAN (Ricinus communis) TO ZINC ASSESSED
BY CHLOROPHYLL FLUORESCENCE

ABSTRACT

X-ray chlorophyll fluorescence is an useful tool for assessing alterations in the
plants photosynthetic apparatus. Taking into account that early detection of Zn
contamination is fundamental to assure environmental safety, this work
evaluated Zn stress in castor bean (Ricinus communis) plants as assessed by
X-ray chlorophyll fluorescence. Additionally, the mineral composition,
antioxidative enzymes activity, soluble proteins and photosynthetic pigments
were also studied. Castor bean plants were grown in a nutrient solution with five
Zn doses (100, 200, 300, 400 and 600 pmol L™) besides a control with 0,380
umol L™ of Zn. Chlorophyll fluorescence detected temporal alterations owing to
Zn accumulation in plants and is useful to early detection of Zn toxicity in castor
bean plants. Despite the negative effects on nutritional status with significant
decreasing of Fe and Mg in leaves, castor bean was relatively tolerant to Zn
toxicity and no damages were observed in photosynthetic pigments. Zn
accumulation did not promote alterations in activity of defense-related enzymes
or in the soluble proteins in leaves. Due to its relative tolerance to Zn, castor
bean can be an environmental-friendly and economic alternative to
phytostabilization of Zn contaminated areas with the additional advantage of oil
production for industry and biofuels.

Keywords: Photosystem Il. Heavy metal. Toxicity
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INTRODUCAO

O aumento das atividades industriais e de mineracdo, aliado ao uso
inadequado de fertilizantes e pesticidas, tém contribuido para elevacdo dos
teores de Zn no solo. O Zn desempenha importantes funcdes metabdlicas nas
plantas, sendo constituinte de enzimas como a desidrogenase, protease,
peptidases e fosfohidrolase (Kabata-Pendias, 2010). Por outro lado, quando
sua concentracdo na planta excede 300 mg kg™, observa-se inibicdo do
crescimento e clorose em folhas como principais sintomas de toxicidade (Vitosh
et al., 1994, Cunha et al., 2008; Babula et al., 2008; Lin e Aarts, 2012).

A diminuicdo do rendimento quéantico da fotossintese € causada por
varios disturbios bidticos ou abibticos, podendo apresentar-se de forma
reversivel ou irreversivel, a depender da intensidade do estresse e da
tolerdncia das plantas a condigbes adversas. O estresse promovido por
elevado acumulo de Zn em tecido vegetal é um dos responsaveis por
desencadear alteracbes no aparato fotossintético. Cambrollé et al. (2013)
observaram que doses de Zn acima de 90 mmol L™ foram responsaveis pelo
declinio na atividade fotossintética, resultando em decréscimo na concentracdo
de pigmentos em Limoniastrum monopetalum (L.) Boiss. Cherif et al. (2011)
observaram efeito benéfico do Zn até a dose 100 pmol L™ em tomate (Solanum
lycopersicum), enquanto doses maiores induziram redugao na concentragéo de
clorofilas (a e b).

Existem cerca de 250 a 400 moléculas de clorofilas (a e b) e
carotendides incorporadas nas unidades dos fotossistemas, as quais se
localizam nas membranas dos tilacéides dos cloroplastos. Ha dois tipos de
fotossistemas (PSI e PSIl), sendo que a principal diferenca entre eles é o pico
maximo de absorcdo, de 700 e 680 nm, respectivamente. Cada fotossistema
apresenta dois componentes: um complexo de antena, responsavel pela
interceptacédo da luz, e um centro de reagbes (Shabala, 2009).

Apbs um pigmento absorver um foton, h4 a possibilidade de transicédo de
um elétron a um nivel eletrénico mais elevado, levando a dissipacdo do
excesso de energia, a qual ocorre mediante emissdo de fluorescéncia. A
fluorescéncia de clorofila é caracterizada por um pico maximo na regido
vermelha (680-700nm) que € atribuido ao fotossistema Il (PSIl) e outro na

regido vermelha distante (730-740 nm) correspondente ao fotossistema | (PSI)
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(Silva junior, 2011). Essa fluorescéncia pode ser uma ferramenta potencial para
avaliar a contaminacdo em ecossistemas causada por metais pesados em
plantas pois consegue detectar alterac6es no aparato fotossintético (Joshi e
Mohanty, 2004; Corcoll et al., 2011; Cambrollé et al., 2011; Silva et al., 2012).

A medida da fluorescéncia de clorofila € ndo invasiva e pode revelar
alteracbes nas membranas dos cloroplastos resultantes do funcionamento
anormal do aparato bioquimico (Joshi e Mohanty, 2004). Com base nos
parametros das fases de inducdo cinética da fluorescéncia inicial (FO) e
maxima fluorescéncia (Fm), pode-se determinar a maxima variacdo da emissao
de fluorescéncia (Fv), obtida por meio da equacéo Fv= Fm — FO, representada
pela variacdo entre diferentes pontos detectados (Krause e Weis, 1991).
Valores da razdo Fv/IFm podem ser usados para quantificar a fotoinibic&o
decorrente do estresse por metais (Krivosheeva et al., 1996). A razdo obtida
através da fluorescéncia de clorofila maxima na regido vermelha e vermelho
distante (Fr/FFr) também pode ser utilizada, pois verifica-se que o aumento da
concentracdo de clorofila indica condicbes de biossintesse normal do aparato
fotossintético, consequentemente diminuicdo da razdo Fr/FFr. Situacao inversa
ocorre em condi¢Bes de estresse e integridade da atividade fotoquimica das
plantas (Gopal et al., 2002; Maurya et al., 2008; Silva et al., 2012).

A toxidez por Zn pode induzir a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), moléculas altamente reativas, tais como superéxido (O3),
radicais hidroxila (OH"), perdxido de hidrogénio (H.0,), que ao interagir com
componentes celulares promovem danos oxidativos em acidos nucléicos,
proteinas, acgucares e lipidios. Tais danos levam ao estresse oxidativo em
células e membranas e, em condicBes extremas, pode ocorrer morte celular
(Gadjev et al., 2008). Para inibicdo do estresse oxidativo, e eliminacao de ROS,
existem enzimas antioxidantes capazes de desintoxicar as células. Dentre
estas podem ser citadas a superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR), sendo que a CAT,
APX e GR desempenham importante papel na desintoxicacdo de H,0O,. Deste
modo, 0 aumento na concentracdo destas enzimas antioxidantes indica o
status da defesa antioxidante nas células vegetais (Lin e Aarts, 2012; Matilla-
Vézquez e Matilla, 2012).

Considerando que a deteccdo precoce da contaminacdo de Zn em

plantas é essencial para o monitoramento ambiental, o presente trabalho
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avaliou o estresse causado pelo metal em plantas de mamona utilizando a
técnica ndo invasiva da fluorescéncia de clorofila e as alteracdes provocadas
pelo Zn no status nutricional e na producdo de enzimas antioxidativas, proteina

soltvel e pigmentos fotossintéticos.

MATERIAL E METODOS

Sementes de mamona (Ricinus communis cv. BRS Energia) foram
colocadas para germinar em bandejas contendo vermiculita umedecida com
solucdo de Ca 0,67 mmol L™ na forma de Ca(NO3),) 4H,0 (Vilela e Anghinomi,
1984). Treze dias apds o semeio, as plantulas foram transferidas para vasos
plasticos contendo seis litros de solucdo nutritiva (Hoagland e Arnon, 1950,
modificada), contendo: 105,05; 15,5; 117,3; 100,2; 24,3; 32,1; 0,325; 0,25;
0,025; 0,01; 0,25; 0,005; 7,53 mg L™* de N, P, K, Ca, Mg, S, Cl, Mn, Zn, Cu, B,
Mo e Fe, respectivamente, a qual foi substituida semanalmente.
Adicionou-se diariamente agua deionizada nos vasos para reposi¢cdo da agua
perdida por evapotranspiracdo. O pH da solucdo foi ajustado sempre que
necessario, para valores préximos de 5,6 (+/- 0,2), sendo a correcdo efetuada
com H,SO,4 ou NaOH 1 mmol L™. Apés 14 dias de cultivo, foram acrescentadas
na solucéo doses de 100, 200, 300, 400 e 600 pmol L™ de Zn (ZnSO,. 7H,0).
Adotou-se um controle, contendo 0,380 pmol L™ de Zn. O experimento foi
conduzido em blocos ao acaso, (uma espécie vegetal com seis doses de Zn),
com 3 repeticdes.

Ap6s a adicdo do metal, as plantas foram mantidas em casa de
vegetacdo por 28 dias. Posterior a esse periodo, procedeu-se a coleta e
lavagem com A&gua destilada das folhas, caule e raizes, sendo estes
acondicionados em sacos de papel.

As amostras foram mantidas em estufa a 65 © C com circulagéo forcada
de ar até peso constante, obtendo-se a matéria seca das partes e, pela soma,
a matéria seca total. Apés secagem, as amostras foram moidas em moinho tipo
Willey e acondicionadas em sacos plasticos. A digestdo do material vegetal foi
feita em acidos nitrico e cloridrico em forno de microondas (Mars Xpress),
segundo o método 3051A (USEPA - 1996). Este material também foi submetido
a digestéo sulfurica para determinagédo de N (Embrapa, 1999).
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No extrato da digestdo foram determinados os teores de Zn e Cu por
espectrofotometria de absorcdo atdbmica (AAnalyst 800). Também foram
determinados os teores de Ca, Mg, Fe, Mn, Mo e B por espectrometria de
emissao otica (ICP-OES/Optima 7000, Perkin Elmer). Os teores de N, K e P,
foram determinados por titulometria, fotometria e colorimetria, respectivamente.
A partir dos teores dos elementos e da matéria seca, foram calculados os
contetdos dos elementos. Para avaliagdo da qualidade das andlises para Zn
foi utilizado um padrdo do Nacional Institute of Standards and Technology
(1570a-Trace elements in spinach), sendo obtida uma recuperacéo de 98% de
Zn do padrao utilizado.

As medidas de fluorescéncia de clorofila foram efetuadas com um
emissor de luz ultravioleta LED, com picos de comprimento de onda vermelho
(685 nm) e vermelho distante (735 nm) obtidos pelo software do aparelho
(Ocean Optics-Spectra Suite). Foram efetuadas quatro avaliagbes ao longo do
experimento. A primeira medida foi tomada antes da adicdo do Zn e a Ultima
um dia antes da coleta das plantas. Estas avaliac6es foram realizadas a noite a
partir da permanéncia das plantas por 20 minutos no escuro, com o intuito de
garantir a desativacdo do transporte de elétrons fotossintéticos. As medidas
foram efetuadas no segundo par de folhas abaixo do meristema apical, sendo
realizadas quatro leituras por planta, as quais foram submetidas a emissao de
luz por 10 segundos cronometrados.

Os espectros obtidos foram ajustados a duas curvas Gaussianas
correspondentes ao 685 mm e 735 nm. A razdo entre a intensidade da
fluorescéncia F685/F735 (Fr/FFr) de altura de pico foi calculada a partir da
curva ajustada para cada uma das doses de Zn em solucdo e usadas para
inferir sobre o efeito do elemento na biossintese de clorofila e no PSII por meio
do software Origin versao 6.0.

Para as analises bioguimicas, foi coletada uma amostra por planta do
mesmo par de folhas utilizadas na udltima avaliacdo da fluorescéncia de
clorofila. Realizou-se a determinacdo dos conteudos de clorofila a, b, total e
carotendides mediante extracdo com acetona 80%, sendo o conteudo de
carotendides calculado pela equacao segundo Lichtenthaler (1987).

O extrato bruto utilizado na determinacéo da atividade das enzimas e do
teor de proteinas foi obtido através de homogeneizacdo de 200 mg do material
vegetal em almofariz, com N liquido, e adicionado 2,0 mL de tampé&o fosfato
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de potassio (100 mmolL™?, pH 7,0). O homogeneizado foi centrifugado a 14000
g por 25 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer
a - 80°C. Foram determinadas as atividade de catalase (CAT) (Havir e Mchale,
1987), polifenoloxidase (Kar e Mishra, 1976), peroxidase do ascorbato (APX)
(Nakano e Asada, 1981) e teor de proteina soluvel (Bradford, 1976). Todas as

determinacdes foram efetuadas por espectrofotometria.

Os dados obtidos foram submetidos & ANOVA e a analise de regresséo
com Software SISVAR (Ferreira, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

PRODUCAO DE MATERIA SECA

A producdo de matéria seca das plantas diminuiu linearmente com a
adicdo de doses crescentes de Zn a solucdo nutritiva (Figura 4.1). A reducéo
de matéria seca para a maior dose em relagdo ao controle foi de 77%; 82%;
72%; 77% para folhas, caule, raizes e total, respectivamente.

Os efeitos visiveis da exposicdo a altas doses de Zn sao, em geral,
descritos como reducédo severa do crescimento, clorose e atrofia foliar (Cunha
et al., 2008). De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental do EUA (King,
1996), considera-se nivel toxico o teor de metal que provoca reducéo de 50 %
do crescimento da planta, sendo que esta reducao correspondeu a dose 404
umolL™ de Zn. No entanto, cabe salientar que a partir da dose 300 pmolL™ de
Zn as plantas apresentaram sintomas visuais de toxidez de Zn, caracterizados
por reducédo do crescimento da parte aérea e escurecimento além de restricao
do crescimento das raizes. Como observa-se na Figura 4.1, a dose 300 pmolL™
de Zn em solucéo é a que provoca queda acentuada na matéria seca.

O Zn é um nutriente requerido para o metabolismo de carboidratos e
fosfatos, sintese de proteinas, regulacdo e expressdo de gene, bem como,
estrutura de ribossomos, além de ser essencial para um vasto namero de
enzimas (Clemens et al., 2002; Broadley et al., 2007). Efeitos ndo deletérios do
Zn foram observados até a dose 100 pmolL™, visto que as plantas n&o
apresentaram significativas reducdes na producdo de matéria seca nem

demonstraram sintomas visuais de alteracfes metabdlicas.
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Figura 4.1. Producao de matéria seca de folhas, caule, raizes e total de plantas
de mamona cultivada em doses de Zn em solugdo nutritiva. * e **: Significativo
a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.

TEOR DE Zn

O aumento das doses foi acompanhado pelo acimulo de Zn nas folhas,
caule e raizes (Figura 4.2), sendo o maior teor detectado nas raizes, seguido
pelas folhas. Isto ocorre porque a disponibilidade e translocagdo de metais é
limitada pelo sequestro do metal concentrando-se no vacuolo das células
radiculares (Verbruggen et al., 2009). O acumulo de metais nas raizes € um
mecanismo importante pelo qual o sistema radicular pode contribuir para a
tolerancia de plantas a metais, destacando-se como estratégia vantajosa para
fitoestabilizagao.

A dose 200 pmolL® de Zn acumulou 417 mg kg nas folhas,
concentracdo considerada toxica para a maioria das espécies. No entanto, para
mamona esse acumulo foi considerado benéfico, pois verificou-se que apenas
a partir de 300 umolL™ de Zn em solucdo (903 mg kg™ nas folhas) as plantas

apresentaram sintomas visuais de toxidez e significativa reducdo na matéria
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seca. Isso demonstra a tolerancia da mamona e sua relevancia para
revegetacdo de areas com teores elevados de Zn no solo.

O incremento de Zn do controle para maior dose (600 umolL™ de zn) foi
de 8150%, 6900% e 31473%, para folhas, caule e raizes, respectivamente.
Avaliando a dose 300 pmolL™ em relacdo ao controle, o acréscimo verificado

foi de 3573%, 3016% e 17097%, para folhas, caule e raizes, nessa ordem.

& 1800,y= 3,068**x - 59,264 & 17501y= 2 358%x - 135,17
"X T 3.~ 4 P
2 1500 R*= 0,95 2 1400 R=0,95
v 1200 ;
2 % 1050-
S 900- ,
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[~
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§ 300 2
ol 0 K |
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
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Zn, ymolL-!

& 9000 y= 14,102**x - 262,223
7500 R*= 0,99™
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Figura 4.2. Teor de Zn em plantas de mamona cultivadas sob doses de Zn em
solugdo nutritiva. * e **: Significativo a 5 e 1% de probabilidade,
respectivamente.

CONTEUDO DE NUTRIENTES

Um dos efeitos da toxicidade de Zn nas plantas foi a reducdo dos
conteudos de todos os nutrientes analisados (N, P, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, B, e
Mo) (Tabela 4.1). O desbalanco nutricional tem frequentemente sido citado
como um importante efeito toéxico de metais em plantas (Costa et al., 2012;
Martin et al., 2012; Safarzadeh et al., 2013; Lima et al., 2013).
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Tabela 4.1. Equacdes de regressdo do conteudo de nutrientes em plantas de
mamona cultivadas sob doses de Zn em soluc¢édo nutritiva

Variaveis

Equacdes de Regresséo Ajustada

Contetido N Folhas, g vaso™
Contetido N Caule, g vaso™

Contelido P Folhas, g vaso™

Contetido K Folhas, g vaso™

Contetido K Caule, g vaso™
Contelido K Raizes, g vaso™
Contelido Ca Folhas, g vaso™
Contetido Ca Caule, g vaso™
Contetido Ca Raizes, g vaso™
Contetido Mg Folhas, g vaso™
Contetido Mg Raizes, g vaso™
Contelido Fe Folhas, mg vaso™
Contetido Fe Caule, mg vaso™
Contetido Cu Folhas, mg vaso™
Contetido Cu Caule, mg vaso™
Contetido Mn Folha, mg vaso™
Contetido Mn Raizes, mg vaso™

Conteldo B Folha, mg vaso™
Contelido B Caule, mg vaso™

Contelido B Raizes, mg vaso™
Contetido Mo Folha, mg vaso™

y=-0,0008**x + 0,6239, R?= 0,88**
y=-0,0019**x + 0,1359, R?= 0,96**

y=-0,0019**x + 1,5670, R?= 0,93*

y=-0,0012**x + 1,1671, R?= 0,72**

y=-0,001**x + 0,7745, R?= 0,98**
y=-0,0009**x + 0,7498, R2= 0,87*
y=-0,0001*x + 0,933, R2= 0,96*

y=-0,0004*x + 0,275, R2= 0,97*

y=-0,5.10"*x* + 0,0003**x + 0,0419, R?= 0,62*
y=-0,0002*x + 0,184, R2= 0,95*

y=-0,01*x + 0,00001, R?= 0,92*

y=-0,011*x + 7,205, R2= 0,81**

y=0,6.10"**x? - 0,005*x + 1,229, R2= 0,97**
y=-0,0006**x + 0,4525, R2= 0,91**
y=-0,0004%*x + 0,2712, R2= 0,95**
y=-0,005*x + 4,058, R2= 0,87*

y=0,2.10"x* — 0,02* x+ 5,019, R2= 0,88*

y=-0,0001*x + 0,1164, R2= 0,94*
y=-0,3.10"*x* + 0,03, R2= 0,69**

y=-0,5.10"*x + 0,03, R2= 0,91*
y=-0,2.10"%x + 0,192, R2= 0,85*

* e ** Significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.

Bonnet et al. (2000) verificaram reducdes nos conteudos de P, Ca, K,

Mg, e Cu em folhas de azevém (Lolium perene) sob doses de Zn. Estes
autores ressaltaram que deficiéncia destes nutrientes pode induzir distlrbios
em diversos processos metabdlicos, incluindo a fotossintese e redugdo
assimilatéria do nitrogénio. Sinha et al. (2006) verificaram reducgbes na
absorcdo de Fe, Mn e Cu, e incremento de Zn em repolho (Brassica oleracea
L.) cultivadas sob doses de Pb, sendo considerada concentracdo toxica o
acimulo de 150 mg kg™'. Sagardoy et al. (2009) detectaram reducdes nas
concentracdes de N, K, Mg e Mn em todas as partes das plantas de beterraba

(Beta vulgaris L.) cultivadas sob estresse de Zn, além de incremento de P e Ca
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apenas nos brotos. Estes autores, também verificaram sintomas de deficiéncia
de Fe, com significativas reducdes nas concentracdes de pigmentos nas doses
50 umolL™ e 100 umolL™; sendo apontado efeitos mais severos para as plantas
cultivadas sob 300 upmolL™, resultando em deficiéncia quantica, e
consequentemente alteracées no PSIl. Wang et al. (2009) observaram maior
decréscimo do contetdo de Cu, Fe, Mg e Mn nas raizes do que nas folhas de
colza (Brassica napus).

Bouazizi et al. (2010) verificaram que o estresse de Cu em plantas de
feijjdo (Phaseolus vulgaris L) ndo promoveu alteracdes no mecanismo de
enzimaticas antioxidantes CAT e guaiacol peroxidase (GPX), embora o
desbalanco nutricional de Fe, Zn e K tenha sido um dos fatores que
possibilitaram alteracdes morfolégicas e inibicdo fotossintética. Bertoli et al.
(2012), avaliando o estresse de Cd em tomate, citam reducdées nos conteudos
de K, Ca, Mn e Zn na parte aérea, de K nos frutos e de Mn nas raizes. Li et al.
(2010) observaram em folhas de arroz (Oryza sativa L.) correlacdo positiva
entre os teores de Pb e de Fe, Mn e Ni e entre os teores de Cd e Ni, e
correlagdes negativas entre os teores de Cd, Fe e Mn.

Zhao et al. (2012) verificaram acumulo e tolerancia de Phytolacca
americana a Mn sem desbalanco nutricional. Estes autores também apontam
como mecanismo estratégico das plantas para tolerar o estresse de Mn a
elevacdo da atividade enzimatica (SOD e CAT), comportamentos nao
verificados avaliando a toxicidade para os metais Zn e Cu.

Observou-se reducdo de 87% de Fe nas folhas para dose 600 pmol L™
em relagdo ao controle (Tabela 4.1). Esse declinio implica danos no status
fisiolégico das plantas, principalmente porque o Fe desempenha relevantes
funcdes metabdlicas, participando de reacdes de oxirreducdes na fotossintese,
respiragcdo mitocondrial, assimilacdo de nitrogénio, biossintese hormonal,
producdo e regulacdo de ROS e homeostase. Além disso, 80% do Fe nas
plantas é encontrado nos cloroplastos, denotando sua importancia no PSII
(Hansch e Mendel , 2009). Assim como observado para o Fe, a reducdo do
contéudo dos micronutrientes Cu, Mn, Mo também apontam inibicdo no status
fotossintéticos das plantas. Ademais, por possuir similaridade com cations
divalentes como Mn, Fe e Mg, o Zn pode competir por varios sitios bioativos,
promovendo desequilibrio a nivel metabdlico (Monnet et al. 2001). Uma

alteracdo observada é a substituicdo do Mg por Zn na molécula de clorofila
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(Kupper et al.,1998), o que pode ter implicacbes sobre a capacidade

fotossintética das plantas.

FLUORESCENCIA DE CLOROFILA

Os espectros apresentaram diferencas nos picos de absorcdo da
fluorescéncia de clorofila (Figura 4.3 A e 4.3B). Observou-se menor reabsorcao
da fluorescéncia nas plantas sob maior estresse de Zn. De acordo com Giardi
et al. (2001), a técnica da fluorescéncia de clorofila baseia-se em informacéo
biologica sobre efeitos de toxidez de contaminantes por meio da inibicdo na
atividade do transporte de elétrons e evolucdo fotossintética. A técnica
consegue detectar alteracdes no PSII em diferentes condi¢cdes de estresse, por
este ser um fotossistema sensivel a uma ampla variacdo de contaminantes,
incluindo Zn. O efeito de estresse por metais pesado afetam os fotossistemas,
resultando em baixa producdo de quantum, refletindo assim na intensidade
normal no espectro de fluorescéncia (Golpal et al., 2002; Maurya et al., 2008).

Segundo Siedlecka e Krupa (2004), a rubisco (ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase-oxigenase) € uma enzima muito importante para o ciclo de Calvin,
pois participa da catalisacdo de reacdes de carboxilagcdo e oxigenacdo. Em
condicbes de estresse por metais pesados, estes podem substituir o Mg no
centro ativo ou nas subunidades da rubisco, consequentemente, bloqueiando
sua atividade normal e promovendo alteracfes no funcionamento do ciclo de
Calvin. Isto resulta na inibicdo do transporte fotossintético de elétrons e em
danos ao PSII. De acordo com Mateos-Naranjo et al. (2008), a exposicao de
plantas ao excesso de Zn inibe o transporte de elétrons no PSII, influenciando
a fixacdo e assimilacdo de CO,, processo desencadeado por declinio da
atividade da rubisco. Alteracbes na fluorescéncia sdo primariamente
observados no PSII porque esse processo parece ser mais sensivel a

estresses ambientais (Silva et al., 2012).
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Figura 4.3. Espectros médios da fluorescéncia de clorofila em plantas de
mamona cultivadas sob doses de Zn em solucdo nutritiva aos 28 dias, dados
normalizados (A) e nao-normalizados (B), respectivamente. Razdo dos
espectros de fluorescéncia de clorofila em funcdo do tempo de cultivo de
plantas de mamona, referente as leituras do vermelho e vermelho distante
(Fr/FFr) (C).

A razao Fr/FFr demonstra que as doses de Zn promoveram alteracdes
na biossintesse fotossintética ao longo do cultivo, a qual se acentuou apés 18
dias de avaliacdo (Figura 4.3C). Os sintomas de toxidez visualizados na dose
300 pmol L™ coincidiram com o aumento na razdo Fr/FFr. Percebe-se nesta
dose que razdo Fr/FFr detecta alteracbes bastante acentuadas, pois quanto
maior essa razao maior indicativo o estresse. No entanto, o acumulo de Zn nas
folhas das plantas cultivadas sob doses mais elevadas apresentaram razéo
Fr/FFr menores que a dose 300 pmol L™, provavelmente por ndo apontar
reducdes significativas, no conteudo de clorofila com doses superiores a 300
pmolL™ mecanismo induzido pela planta para reduzir os efeitos do acumulo de

Zn. De acordo com Buschmann (2007), a razao Fr/FFr depende principalmente
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do conteudo da clorofila e, em menor relevancia, da atividade fotossintética e
das caracteristicas oOpticas e arranjos celulares do tecido foliar. Como se pode
visualizar na Figura 4.3B, o estresse causado pelo Zn no PSIl foi muito
semelhante para as doses 300 e 600 umolL™.

Apoés 10 dias da adicdo das doses de Zn, a razédo Fr/FFr (Figura 4.3C)
possibilitou a deteccdo de alteracdo no PSIl, mesmo sem as plantas
apresentarem sintomas de toxidez. Portanto, confirma-se que a fluorescéncia
de clorofila pode ser Gtil na deteccao precoce da toxicidade por Zn em plantas,
como anteriormente demonstrado para Cd (Baryla et al.,, 2001; Maurya e
Gopal, 2008; Silva et al., 2012), Ni (Gopal et al., 2002; Mishra e Gopal, 2008),
Cu e Hg (Ventrela et al., 2009). Contudo, observou-se que as plantas
apresentaram uma resisténcia de elevacao dessa razao, acentuando-se aos 28
dias de cultivos. Nota-se também que apenas neste periodo a razdo Fr/FFr
assemelhou-se para todas as doses. Isto pode sugerir um forte e brusco
estresse pelo Zn iniciado na dose 300 mol L™ e que se estabiliza a partir desta
dose, sendo portanto menores os decréscimos nos teores de clorofila e na
fluorescéncia de clorofila em doses mais elevadas (Figura 4.3B; Tabela 4.1).
Isto pode ser ainda comprovado pela maior razdo Fr/FFr ter ocorrido
exatamente na maior taxa de decréscimo da matéria seca das plantas (Figura
4.4A), ou seja, na dose 300 pmol L% para as doses maiores esta relacéo se
altera, relativamente, muito pouco.

O Zn por possuir similaridade com cations divalentes como Mn, Fe, Mg
pode competir por Vvarios sitios bioativos promovendo desequilibrio
fotossintético, podendo plantas sob estresse de Zn evidenciar essa
interferéncia no PSIlI (Monnet et al. 2001; Siedlecka e Krupa, 2004). No
entanto, Kupper et al. (1998), citam que mesmo quando ocorre a substituicao
do Mg por Zn na molécula de clorofila, esta pode transferir elétrons para um
nivel eletrbnico mais elevado, sendo possivel detectar emissdo de
fluorescéncia na mesma faixa de comprimento de ondas de clorofilas que néo
sofreram alteracdes estruturais.

A razdo Fr/FFr é uma ferramenta capaz de identificar alteracdes no
aparato fotossintético, assim como, os valores da razdo Fv/Fm podem ser
usados para quantificar a fotoinibicdo promovida pelo estresse por metais
(Krivosheeva et al., 1996). No presente caso, esta fotoinibicdo do PSII ocorreu

a partir da dose 100 pmol L™ de Zn (Figura 4.4B), embora com reduzidos
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efeitos na matéria seca (Figura 4.4A) e sem a apresentacdo de sintomas
visuais de fitoxidade. Quando o estresse sobre o PSII atinge seu maximo (dose

300 umol L™) a concentracéo de Zn nas folhas é de 903 mg kg* e os sintomas

sdo externados.
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Figura 4.4. Razdo dos espectros de fluorescéncia de clorofila aos 28 dias e
matéria seca das folhas (A). Razdo dos espectros de fluorescéncia de clorofila
aos 28 e conteudo de Zn das folhas (B).

PIGMENTOS, ATIVIDADE ENZIMATICA E PROTEINA SOLUVEL

Os conteudos de clorofila a e total (Tabela 4.2) apresentaram elevacéo
com as doses de Zn, apesar do efeito téxico observado visualmente e das
alteracOes detectadas pela razédo Fr/FFr (Figura 4.4). Nao foi verificado efeito
significativo para o conteudo de clorofila b e carotendides, comportamento
também observado por Cambrollé et al. (2013), que observaram reducédo da
fluorescéncia de clorofila em condi¢cdes de estresse por Zn em Limoniastrum
monopetalum (L.) Boiss. Estes autores, no entanto, também néao detectaram

modificacées na concentracéo de clorofila até 60 mmol L™, apenas em doses



126
de Zn de 90 e 130 mmolL™. A baixa tolerancia das plantas & toxidez por metais
pesados pode reduzir os teores de clorofilas e carotendides (Joshi e Mohanty,
2004; Maurya et al., 2008; Shi e Cai, 2009). Assim, pode-se inferir que a
manona foi relativamente tolerante a toxicidade por Zn, por ndo apresentar
efeitos deletérios nos pigmentos avaliados, que sdo importantes indicadores de
alteracbes fotossintéticas. Além disso, mesmo em teores nas folhas téo
elevados quanto 417 mg kg™, a espécie ndo apresentou reducao significativa
de matéria seca.

Outro fato que pode ser um indicativo de estratégia de tolerancia ao
estresse ap0Os exposicao prolongada sob Zn foi o declinio no conteddo da
clorofila até a dose 400 umol L™ com posterior elevacdo na dose 600 umol L™?
Resultado também encontrado por Silva et al (2012), avaliando o efeito de Cd
em pigmentos fotossiteticos, e por Alfadul e Al-Fredan (2013), avaliando a
interacao dos metais Zn, Cu, Cd e Pb no metabolismo das plantas. Podendo ter
ocorrido efeito de concentragéo, devido uma menor producéo de biomassa das

folhas.

Tabela 4.2. Equacbes de regressdo de pigmentos em plantas de mamona
cultivadas sob doses de Zn em solugao nutritiva

Doses de Zn Clorofila a Clorofila Total
(umol L-1) mg g* de matéria fresca
0,380 0,76 1,114
100 0,81 1,187
200 1,13 1,616
300 1,24 1,780
400 1,02 1,460
600 1,36 1,877
Variaveis Equacdes de Regressédo Ajustada
Clorofila a y= 0,0009**x + 0,8076, R°= 0,71*
Clorofila total y= 0,0012**x + 1,1888, R°= 0,68*

* e **: Significativo a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.

Nado foi verificado efeito para as variaveis CAT, peroxidase,
polifenoloxidase, APX e proteina soltvel. A auséncia de elevacdo do contetdo

de enzimas antioxidantes indica que 0 excesso de metais pesados induz
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acumulo de ROS, alterando negativamente o crescimento das plantas e
funcionamento normal da fotossintese. Lin e Aarts (2012) afirmam que uma vez
o metal acumulado no citosol, a estratégia de desintoxicagdo por meio de
enzimas antioxidantes pode reduzir a toxicidade. Estudos tém demonstrado a
sensibilidade do efeito de metais pesados em elevar a atividade de enzimas
antioxidantes catalase, ascorbato peroxidase e Glutationa S-transferase como
mecanismo da planta para inibir o efeito de toxidez (Sun et al., 2007; Jamil et
al., 2009; Yadav et al.,, 2010; Lin e Aarts, 2012). Apesar de nao verificar
aumento na atividade enzimatica nas folhas, essa atividade também n&o
decresceu, em resposta as doses até 600 umol L™, podendo relacionar o maior
acumulo de Zn nas raizes ao mecanismo de defesa, que inibiu sua
translocacdo para parte aérea, resultando em menor efeito metabodlico a nivel

foliar.
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CONCLUSOES

A medida da fluorescéncia de clorofila detectou alteracbes temporais
promovidas pelo acumulo de Zn nas plantas e mostrou-se util na deteccdo
precose da toxicidade do elemento em plantas de mamona.

Apesar do declinio no status nutricional das plantas, com reducfes no
contedado de Fe e Mg nas folhas, a mamona apresentou relativa tolerancia a
toxicidade por Zn, ndo demonstrando efeitos deletérios aos pigmentos
fotossintéticos.

O acumulo de Zn também nao promoveu alteragbes na atividade de
enzimas antioxidantes e no teor de proteina soluvel nas folhas.

Considerando que a mamona apresentou relativa tolerancia a doses
elevadas do metal, esta espécie pode ser uma alternativa ambiental e
economicamente atraente para fitoestabilizacdo de areas contaminadas, com

adicional vantagem para producéo de 6leo industrial e bioenergia.
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ALTERACOES METABOLICAS E FLUORESCENCIA DE CLOROFILA
PARA DETECCAO PRECOCE DA TOXICIDADE DE Pb EM MAMONA

(Ricinus communis)

RESUMO

Em areas contaminadas por Pb, a remediacdo é uma pratica relevante e
dificil, pois este € um elemento praticamente imével no solo. A fitoestabilizacéo
€ uma préatica considerada ambientalmente atraente para manejo de areas
contaminadas por este metal. A mamona (Ricinus communis) € uma espécie
produtora de 6leo ndo comestivel e apresenta relativa tolerancia a metais
pesados. O presente trabalho avaliou a toxicidade por Pb utilizando a técnica
da fluorescéncia de clorofila e as alteracbes provocadas pelo metal na
producdo de biomassa, composicdo mineral, producdo de pigmentos
fotossintéticos, na atividade de enzimas antioxidantes e concentracdo de
proteinas solUveis total. Para esta finalidade, plantas de pinhdo-manso
foram cultivadas em solug&o nutritiva com cinco doses de Pb (25, 50, 100, 150
e 200 pmol L™} e um controle, sem adicdo do metal, foi adotado. Os resultados
demonstraram que a fluorescéncia de clorofila foi eficiente para detectar
precocemente alteracdes no fotossistema Il promovidas pela toxicidade por Pb.
As doses de Pb ndo provocaram alteragbes na composicdo mineral das
plantas, nos pigmentos fotossintéticos, na atividade das enzimas antioxidantes
e nas proteinas soluveis nas folhas. A mamona, por sua tolerancia e
capacidade de acumular Pb nas raizes, pode ser uma alternativa ambiental e
economicamente atraente para fitoestabilizacdo e fitoatenuacdo de areas
contaminadas por Pb. A mamona apresentar adicional vantagem econdmica
decorrente da utilizacdo do 6leo para producdo de bioenergia e fins industriais

durante o processo de remediacéo.

Palavras-chave: Fluorescéncia de clorofila. Tolerancia. Oleaginosa.
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METABOLIC ALTERATIONS AND X-RAY CHLOROPHYLL
FLUORESCENCE TO EARLY DETECTION OF LEAD STRESS IN CASTOR
BEAN PLANTS (Ricinus communis)

ABSTRACT

The remediation of lead contaminated areas poses a serious challenge to soil
chemists due to the low solubility of Pb in soil. Thus Pb phytostabilization is
regarded as an attractive technique to Pb contaminated areas. Castor bean
(Ricinus communis) is an oilseed crop known for its tolerance to heavy metals.
Thus the aim of this study was to assess the early detection of Pb toxicity and
the Pb effects on the biomass, mineral composition, antioxidative enzymes
activity, soluble proteins and photosynthetic pigments of castor bean plants.
Plants were grown in a nutrient solution with five Pb doses (25, 50, 100, 150
and 200 pmol L™) besides a control with no Pb addition. The results showed
that X-ray chlorophyll fluorescence was efficient as a technique for early
detection of photosystem Il alterations driven for Pb toxicity. Castor bean was
tolerant to the Pb doses tested since plants presented no changes on mineral
composition, photosynthetic pigments, defense-enzymes activity and soluble
proteins in leaves. Given its ability to tolerate and accumulate Pb in roots,
castor bean is a viable alternative to such techniques as phytostabilization and
phytoattenuation of Pb contaminated areas. Castor bean is also economically

attractive for industrial and biofuel oil production during the remediation.
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INTRODUCAO

A contaminacdo ambiental proveniente de fontes antropogénicas tem
provocado impactos em diferentes ecossistemas. Entre estas fontes destacam-
se 0s esgotos, a mineracdo, a metallurgica, assim como o0s residuos e as
emissdes de contaminantes das diversas atividades industriais. Essas séo as
principais vias de entrada de metais pesados no sistema
solo—agua—planta—atmosfera e, consequentemente, afetam o acumulo e a
transferéncia dos metais para os diferentes niveis tréficos, comprometendo a
qualidade de vida (Gallego et al., 2012).

Paoliello et al. (2002), avaliando a exposicdo de criancas em area
préxima a uma antiga refinaria de Pb, observaram que a proximidade da area
residencial a fonte pontual de contaminacdo, mesmo apdés o fechamento da
empresa, demonstrou que a bioacessibilidade a criangas, as quais
apresentaram niveis médio de 11,25 pg dL™ de Pb no sangue, manteve-se
devido ao efeito residual do metal. Gamifio-Gutiérrez et al. (2013), estudando a
contaminacdao por As e Pb em solo urbano no México, principalmente em locais
de recreacdo e sua bioacessibilidade a criancas (4 a 10 anos de idade),
verificaram que 50% das criangas apresentaram valores de Pb no sangue (5 a
10 pg dL™ de Pb) abaixo do nivel de intervencdo mexicana e 25% deles
estavam acima do valor de referéncia (>10 ug dL™ de Pb). Estes autores
ressaltam a importancia do monitoramento destas areas devido ao elevado
risco de contaminagdo nesta faixa etéria, facilitado pelo contato direto com
solo, pois um grande numero de criancas participa de atividades recreativas
diariamente nestas areas. Além disso, citam que o Pb, mesmo em baixas
concentracbes, podem provocar doencas neurologicas e distarbios na
capacidade cognitiva. Ren et al., (2006) citam que a ingestdo do Pb por meio
do comportamento hand-to-mouth tem especial relevancia para ingestao de
solo por criangas de 4 a 5 anos de idade, sendo este comportamento apontado
como significativo risco a exposicdo ao Pb em é&reas industriais, parques
publicos e creches.

Em areas contaminadas por Pb, a remocéo deste metal € uma pratica
onerosa e dificil, pois este € um elemento praticamente imével no solo e de
baixa translocacdo na maioria das plantas. Praticas fitorremediadoras podem

ser utilizadas para recuperacdo de areas impactadas e, entre estas, a
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fitoestabilizacdo pode ser uma alternativa ambientalmente atraente. Algumas
autores tém demonstrado que a mamona apresenta tolerancia a metais
pesados e metaloides (Romeiro et al., 2006; Niu et al., 2007;Shi e Cai, 2009;
Melo et al., 2009) e por ser uma cultura nao-alimenticia apresenta grande
potencial para programas de remediacdo de areas contaminadas com adicional
vantagem de exploracdo econdémica da area durante o periodo de recuperacao
, Visto que a espécie pode ser utilizada para producdo de biocombustivel. De
acordo com Berman et al. (2011), as especificacdes do 6leo da mamona para
mistura B2 (10% ao diesel) e B100, as propriedades viscosidade cinética e
temperatura de destilacdo de 15,17 mm? s e 398,7 C°, respectivamente, sdo
as caracteristicas que limitam o uso do 6leo para produzir biocombustivel puro.
No entanto, para mistura B2 ndo houve restricbes quanto ao uso. Além disso, a
extracdo de compostos ativos das sementes de oleaginosas para fins
industriais pode ser uma alternativa favoravel para projetos de fitorremediagéo
de areas contaminadas por metais pesados (Ginnerken et al., 2007).

Alguns estudos tém avaliado a toxicidade por metais em diferentes
espécies, sendo que o conhencimento dos mecanismos de tolerancia induzidos
pelas plantas sdo de grande relevancia para as praticas fitorremediadoras,
assim como para os estudos na area de biotecnologia (Gallego et al., 2012). As
plantas que séo susceptiveis a toxicidade por Pb externam sintomas visuais de
toxicidade ao metal, por outro lado, quando sao tolerantes, atenuam os efeitos
fitotoxicos apontando sinalizagbes a nivel celular e metabdlico como
estratégias de defesa. Hamadouche et al. (2012) verificaram que a toxicidade
por Pb em plantas de rabanete (Raphanus sativus) provocou elevacdo nas
concentracdes de clorofilas nas doses mais baixas e declinio para as plantas
cultivadas na dose mais severa (750 mg L™), na qual externaram como
sintomas visuais de toxicidade (clorose seguido por necrose), além da
diminuicdo na reducao assimilatéria de nitrogénio. Sinha et al. (2006) e Nautiyal
e Sinha (2012) apontaram o desbalango nutricional como um dos sintomas de
toxicidade por Pb em plantas de repolho (Brassica oleracea L.) e guandu
(Cajanus cajan Mill), respectivamente. Karimi et al. (2012) observaram severa
reducdo na producdo de matéria seca de alcachofra (Cynara scolymus). Estes
autores ressaltaram ainda que, embora nao verificado significativa redugéo nas
concentracdes de clorofilas a e b, a dose mais elevada (1500 umol L™ de Pb)

comparada com o controle provocou reducdes de 63 e 46% na clorofila a e b,
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respectivamente. Rossato et al. (2012) nao verificaram alteracdo na
concentracdo de pigmentos fotossintéticos em lucera (Pluchea sagittalis)
cultivadas sob doses de Pb até 1000 pmol L™ e na reducéo da matéria seca
das plantas. Alkhatib et al. (2011) observaram reducdes na taxa fotossintética e
diminuicdo da concentragdo de CO; nas folhas em plantas de fumo (Nicotiana
tabacum L.) cultivadas sob concentraces de 100, 300 e 500 pmolL™ de Pb.
Alguns estudos citam que o sequestro e acumulo de Pb na parede celular,
compartimentalizacdo e complexacdo no vacuolo sédo estratégias relevantes
para restringir os danos provocados  por toxicidade por este metal
(Samardakiewicz e Wozny, 2000; Piechalak et al., 2002; Kopittke et al., 2008;
Meyers et al.; 2008). Alteragdes na atividade das enzimas antioxidantes nas
plantas cultivadas sob estresse de Pb, tem sido apontadas como um
mecanismo relevante de defesa a toxicidade por este elemento (Kumar et al.,
2012; Hamadouche et al., 2012).

O acumulo de Pb e os mecanismos envolvidos na tolerancia e toxicidade
por este metal podem demonstrar respostas distintas nas diferentes espécies e
até mesmo entres cultivares e variedades. Por isso, além das investigacdes
sobre os efeitos das concentracdes toxicas de Pb nos tecidos vegetais,
(sintomas visuais, desbalanco nutricional, distlrbios morfol6gicos, metabdlicos
e fisiologicos), técnicas que possibilitem identificar a toxicidade ou tolerancia de
forma precoce e eficiente sdo de grande importancia para 0 monitoramento de
contaminagdo ambiental. Neste sentido, a medida da fluorescéncia de clorofila
€ uma técnica que utiliza informacéo sobre a atividade fotoquimica das plantas,
possibilitando detectar estresse ambiental (Giardi et al., 2001; Rohacek et al.,
2008; Corcoll et al., 2011; Silva et al., 2012). Isto ocorre porque a molécula de
clorofila é fluorescente e através da dissipacdo de féton pode-se detectar
alteracdes na transferéncia de elétrons a nivel de membranas dos cloroplastos,
possibilitando elucidar informacdes pontuais e temporais (Lin et al., 2007). Uma
relevante vantagem adicional dessa técnica € a sensibilidade para detectar
distirbios em membrana celular fotossintética sem destruir o tecido vegetal
(Maurya e Gopal, 2008; Ventrella et al., 2009; Cherif et al., 2010).

O presente trabalho avaliou a toxicidade por Pb utilizando a técnica nao
destrutiva da fluorescéncia de clorofila e as alteragdes provocadas pelo metal
na producdo de biomassa, composicdo mineral, producdo de pigmentos

fotossintéticos, na atividade de enzimas antioxidantes e concentracdo de
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proteinas sollveis totais, visando a utilizacdo da espécie em programas de

fitoestabilizagdo ou fitoatenuacao de areas contaminadas por chumbo.

MATERIAL E METODOS

Sementes de mamona (Ricinus communis cv. BRS Energia) foram
colocadas para germinar em bandejas contendo vermiculita umedecida com
solucdo de Ca 0,67 mmol L™ na forma de Ca(NOs3),) 4H,0 (Vilela e Anghinomi,
1984). Treze dias ap0s o semeio, as plantulas foram transferidas para vasos
plasticos contendo seis litros de solucao nutritiva (Hoagland e Arnon, 1950,
modificada), contendo: 105,05; 15,5; 117,3; 100,2; 24,3; 32,1; 0,325; 0,25;
0,025; 0,01; 0,25; 0,005; 7,53 mg L™ de N, P, K, Ca, Mg, S, Cl, Mn, Zn, Cu, B,
Mo e Fe, respectivamente, a qual foi substituida semanalmente. Foi adicionada
diariamente 4gua deionizada nos vasos para reposicdo da agua perdida por
evapotranspiracdo. O pH da solucédo foi ajustado sempre que necessario, para
valores proximos de 5,6 (+/- 0,2), sendo a correcdo efetuada com H,SO, ou
NaOH 1 mmol L™. Apés 14 dias de cultivo, foram acrescentadas na solucéo
doses de 25, 50, 100, 150 e 200 pmol L™* de Pb [(CH3COO),Pb3H,0]. Um
controle sem adic&o de Pb foi adotado. O experimento foi conduzido em blocos
ao acaso, (uma espécie vegetal com seis doses de Pb), com 3 repeticdes.

Apos a adicdo do metal, as plantas foram mantidas em casa de
vegetacdo por 28 dias. Posterior a esse periodo, procedeu-se a coleta e
lavagem com A&gua destilada das folhas, caule e raizes, sendo estes
acondicionados em sacos de papel.

As amostras foram mantidas em estufa a 65 °C com circulacdo forcada
de ar até peso constante, obtendo-se a matéria seca das partes e, pela soma,
a mateéria seca total. Apés secagem, as amostras foram moidas em moinho tipo
Willey e acondicionadas em sacos plasticos. A digestdo do material vegetal foi
feita em &cidos nitrico e cloridrico em forno de microondas (MarsXpress),
segundo o método 3051A (USEPA - 1996). Este material também foi submetido
a digestéo sulfurica para determinagéo de N (Embrapa, 1999).

No extrato da digestdo foram determinados os teores de Pb, Zn e Cu por
espectrofotometria de absorcdo atdbmica (AAnalyst 800). Também foram
determinados os teores de Ca, Mg, Fe, Mn, Mo e B por espectrometria de
emissao otica (ICP-OES/Optima 7000, Perkin Elmer). Os teores de N, K e P,
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foram determinados por titulometria, fotometria e colorimetria, respectivamente.
A partir dos teores dos elementos e da matéria seca, foram calculados os
conteudos dos elementos.

As medidas de fluorescéncia de clorofila foram efetuadas com emissor
de luz ultravioleta LED, com picos de comprimento de onda vermelho (685 nm)
e vermelho distante (735 nm) obtidos pelo software do aparelho (Ocean Optics-
Spectra Suite). Foram efetuadas cinco avaliagdes ao longo do experimento. A
primeira medida foi tomada antes da adicdo do Pb e a ultima um dia antes da
coleta das plantas. Estas medidas foram realizadas a noite a partir da
permanéncia das plantas por 20 minutos no escuro, com o intuito de garantir a
desativacdo do transporte de elétrons fotossintético. As leituras foram
efetuadas no segundo par de folhas abaixo do meristema apical, sendo
realizadas quatro leituras por planta, as quais foram submetendo a emisséao de
luz por 10 segundos cronometrados.

Os espectros obtidos foram ajustados a duas curvas Gaussianas
correspondentes ao 685 mm e 735 nm. A razdo entre a intensidade da
fluorescéncia F685/F735 (Fr/FFr) de altura de pico foi calculada a partir da
curva ajustada para cada uma das doses de Pb em solucédo e usadas para
inferir sobre o efeito do elemento na biossintese de clorofila e no PSII por meio
do software Origin versao 6.0.

Para as analises bioguimicas, foi coletada uma amostra por planta do
mesmo par de folhas utilizadas na avaliagdo da fluorescéncia de clorofila.
Realizou-se a determinacdo dos contetdos de clorofilas a, b, total e
carotendides mediante extracdo com acetona 80% e para determinacdo de

carotendides utilizou-se a equacéo segundo Lichtenthaler (1987).

O extrato bruto utilizado na determinagéo da atividade das enzimas e do
teor de proteinas foi obtido através de homogeneizacdo de 200 mg do material
vegetal em almofariz, com N liquido, e adicionado 2,0 mL de tampé&o fosfato
de potassio (100 mmolL™?, pH 7,0). O homogeneizado foi centrifugado a 14000
g por 25 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer
a - 80°C. Foram determinadas as atividade de catalase (CAT) (Havir e Mchale,
1987), polifenoloxidase (Kar e Mishra, 1976), peroxidase do ascorbato (APX)
(Nakano e Asada, 1981) e teor de proteina solavel (Bradford, 1976). Todas as
determinacdes foram efetuadas por espectrofotometria.
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Os dados obtidos foram submetidos & ANOVA e a analise de regressao
com Software SISVAR (Ferreira, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

PRODUCAO DE MATERIA SECA

A produgcdo de matéria seca das folhas, caule, raizes e total néo
diminuiu com a adicdo das doses crescentes de Pb a solucdo nutritiva (Tabela
5.1) durante o periodo de cultivo.

Alguns autores demonstraram que a toxicidade por Pb provoca reducéo
na taxa transpiratdria, biossintese de clorofilas e inibicdo da taxa fotossintética
e, consequentemente, as plantas externam sintomas visuais como a reducao
do crescimento, clorose foliar, enrolamento e murcha de folhas e deformacdes
de frutos (Zhao et al.,, 2011; Luo et al., 2012). No entanto, as plantas de
mamona nao apresentaram quaisquer desses sintomas visuais de toxicidade
por Pb, sugerindo a sua tolerancia a toxicidade por Pb.

Comportamento diferente foi verificado por Romeiro et al. (2006)
avaliando também a tolerdncia da mamona a Pb. Estes autores verificaram
declinio da producdo de matéria seca acompanhado pelo acumulo do metal
nas plantas, com severa restricdo do crescimento para a dose mais elevada
(400 pmol L™. Niu et al. (2009) também verificaram significativas reducées
apenas nas raizes das plantas de mamona cultivadas sob doses de Pb (50,
100 e 200 mg L™) em solucdo. Possivelmente a diferenca entre as cultivares
estudas pelos autores pode ser o motivo deste comportamento diferenciado ao

verificado para a BRS energia.
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Tabela 5.1. Matéria seca de plantas de mamona cultivadas sob doses de Pb
em solugao nutritiva

Matéria seca, g vaso!

Doses de Pb

(umol L™ Folhas Caule Raizes Total
0 28,13 17,06 17,73 62,91

25 23,44 13,61 15,32 52,37

50 29,77 18,53 17,68 65,98

100 23,04 21,45 19,97 64,46

150 27,68 16,74 19,22 63,65

200 28,53 15,88 18,45 62,85

TEORES DE Pb NAS PLANTAS

O aumento das doses de Pb foi acompanhado pelo aumento dos teores
do elemento nas folhas e raizes (Figura 5.1). O incremento de Pb do controle
para a maior dose (200 pumol L de Pb) foi de 52% e 48572% para folhas e
raizes, respectivamente. Semelhante acumulo do metal também foi verificado
por Romeiro et al. (2006) que observaram acumulo de aproximadamente 500
mg kg e 24000 mg kg™ nas folhas e raizes, respectivamente, para as plantas
de mamona cultivadas sob a dose 200 pmol L™ de Pb em soluc&o. Por outro
lado, estes autores verificaram significativa reducao da producao de biomassa.

Comparando o teor de Pb nas raizes para a dose 200 pmol L™ e sua.
distribuicdo nas folhas, observou-se um acumulo 382 vezes maior nas raizes.
O sequestro do metal no vacuolo das células radiculares € um dos mecanismos
de defesa das plantas, impedindo que o metal absorvido seja translocado para
a parte aérea (Verbruggen et al., 2009; Kumar et al., 2012). Nota-se que o
maior acimulo verificado (13312 mg kg™ de Pb) nas raizes para a dose 200
pumol L™ de Pb é uma importante estratégia de defesa pelo qual o sistema
radicular pode contribuir para a tolerancia de plantas a doses elevadas do
metal no solo, destacando-se como caracteristica vantajosa para
fitoestabilizacdo ou fitoatenuacdo de areas contaminadas por Pb, além do
beneficio da cobertura vegetal atuar como barreira natural, impedindo que o
metal seja transportado por meio da erocéo, lixiviagdo e escoamento superficial
(Soares et al., 2001; Melo et al. 2009).
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Figura 5.1. Teor de Pb em plantas de mamona cultivadas sob doses de Pb em
solugdo nutritiva. * e ** Significativo a 5 e 1% de probabilidade,
respectivamente.

Peng et al. (2012), avaliando a toxicidade por Pb em trés cultivares de
eucalipto (Eucalyptus urophyllaXE.grandis) sob doses de 7 a 56 mg L™ de Pb,
verificaram distintos niveis de tolerancia entre as plantas, sendo que uma das
cultivares (ST-9) apresentou maior potencial para tolerar elevadas
concentracfes de Pb no solo. As plantas cultivadas sob a maior dose (56 mg L
1y, além de apresentar maior acimulo do metal nas raizes, ndo externaram
qualquer sintoma visual de toxicidade.

Alguns autores demonstraram que o acumulo de Pb em células
radiculares pode ser observado em varios componentes celulares, os quais
induzem a tolerancia ou, indiretamente, provocam distarbios no aparato
fotossintético, nutricional e metabdlico das plantas. Piechalak et al. (2002),
avaliando o acumulo e a distribuicdo de Pb em plantas de fava (Vicia faba),
ervilha (Pisum sativum) e feijdo (Phaseolus vulgaris), verificaram que apos 96 h
de exposicdo a dose de 0,001 molL™ de Pb apenas 5 a 10% do metal
acumulado foi translocado para parte aérea, sendo que o maior conteudo de
Pb encontrado nas raizes foi localizado na parede celular e nucleo. Estes
autores também ressaltaram que o acumulo de 1% de Pb presente no
citoplasma de células radiculares foi suficiente para ativar o0 mecanismo de
defesa e elevar a producéo de fitoquelatinas. No entanto, apés 2h de exposicéo
ao metal, foi observado o declinio na sintese deste peptideo. Samardakiewicz e
Wozny (2000), avaliando o acumulo de Pb em células radiculares de uma
planta aquatica (Lemna minor L.), verificaram apés 1h de exposicdo ao metal
(15 pmolL™) o maior acimulo na parede celular, vesiculas e pequenos

vacuolos.
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Kopittke et al. (2008), avaliando o acumulo de Pb em células radiculares
em plantas de braquiaria (Brachiaria decumbens Stapf) e capim Rhodes
(Chloris gayana Kunth), sob doses do metal até 20 pmol L' * e 5,5 pmol L™,
respectivamente, verificaram inicialmente a presenca do metal no citoplasma e
células corticais e, posteriormente, uma maior parte foi sequestrado pelo
vacuolo na forma de piromorfita [Pbs(PQO4)sCl]. Estes autores sugeriram que a
presenca de piromortita no complexo de Golgi pode ter sido um mecanismo de
defesa adicional ao acumulo de Pb na parede celular das raizes das plantas de
braquiaria, comportamento ndo observado para capim de Rhodes, a qual &
considerada sensivel a toxicidade por Pb.

Meyers et al. (2008), avaliando a distribuicdo do Pb no sitema radicular
de plantas de mostarda da india (Brassica juncea), verificaram a deposi¢ao
desse metal em compartimentos extracelulares, sendo sugerido que esta
complexacdo ocorreu devido a ligagdo desse metal a sitios anibnicos, aos
quais cétios divalentes comumente se ligam. A ocorréncia do metal também foi
verificada em compartimentos do citoplasma e vacuolo. Estes autores néo
detectaram a presenca do Pb nos tecidos internos da estria Caspary, sendo
este indicativo de integridade da membrana plasmatica. Matecka et al. (2008),
estudando o mecanismo de defesa das plantas ervilha ( Pisum sativum) em
condicbes de toxicidade por Pb, verificaram alteracbes nas células
mitocondriais radiculares tratadas com 0,5 e 1,0 mmol L™ de Pb, as quais
demonstraram reducdes das cristas mitocondriais, aumento do volume e forma
das mitocondrias, além da presenca de granulos dentro de peroxissomos e
mitocondrias nas quais foi detectado a presenca do metal. Estes autores citam
a relevancia da toxicidade por Pb nestas organelas néo fotossintéticas, pois
sdo responsaveis por geracdo de ATP e armazenamento de enzimas

antioxidantes, realizado nos peroxissomos (Mhamdi et al. 2012).

TEORES DE NUTRIENTES

Nao foi verificada alteracdo nas concentragbes de nenhum dos
nutrientes avaliados (N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn, Mo e B). Nota-se que a
integridade do status nutricional das plantas foi um dos responsaveis pelo
crescimento normal das mesmas, corroborando os resultados verificados na

matéria seca.
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Capelo et al. (2012), avaliando o efeito do acumulo de Pb em alface
(Lactuca sativa ), ndo verificaram desbalanco nutricional nas concentracdes de
P, Ca, Mg, Cu e Zn nas raizes e folhas apos 15 dias de exposicdo ao metal
(125 mg L™, por outro lado, foi observado declinio para os contetidos de K e
Fe.

Resposta similar também foi verificada por outros autores avaliando a
toxicidade por metais pesados. Zhao et al. (2012) verificaram acumulo e
tolerancia de Phytolacca americana a Mn sem desbalango nutricional. Estes
autores também apontam como mecanismo estratégico das plantas para
tolerar o estresse de Mn a elevacdo da atividade enzimatica (SOD e CAT),
comportamentos néo verificados avaliando a toxicidade para os metais Zn e
Cu. Martinez-Pefalver et al. ( 2012), avaliando a toxicidade de Cd e Cu em
plantas de agrido de Thale (Arabidopsis thaliana), verificaram declinio na
concentracdo de pigmentos fotossintéticos e, consequentemente, danos na

eficiéncia quantica sem apresentar alteracdo do status nutricional das folhas.

FLUORESCENCIA DE CLOROFILA

Verificou-se diferencas nos picos de absorcdo dos espectros da
fluorescéncia de clorofila (Figura 5.2A). Nota-se que a menor reabsorcdo da
fluorescéncia foi verificada nas plantas cultivadas sob maior dose de Pb (Figura
5.2B), demonstrando a sensibilidade da fluorescéncia de clorofila para detectar

alteracdes no PSII provocada por toxicidade por Pb nas plantas.
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Figura 5.2. Espectros médios da fluorescéncia de clorofila em plantas de
mamona cultivadas sob doses de Pb em solugéao nutritiva aos 28 dias, dados
normalizados (A) e n&o-normalizados (B). Razdo dos espectros de
fluorescéncia de clorofila em funcdo do tempo de cultivo, referente as leituras
do vermelho= 685nm e vermelho distante= 735 nm (Fr/FFr) (C). Razdo dos
espectros de fluorescéncia de clorofila aos 28 dias, e teor de PN nas folhas (C).

A razdo Fr/FFr demostra que as doses de Pb promoveram alteracdes
temporais na biossintese fotossintética, as quais foram detectadas ja a partir
dos 10 dias de cultivo e se tornaram mais intensas aos 18 dias apos adi¢ao das
doses do metal (Figura 5.2C). E interessante ressaltar que a elevacdo nas
razBes da fluorescéncia de clorofila corroborou os teores de Pb nas folhas
(Figura 5.2D), indicando que as plantas apresentaram estresse no aparato
fotossintético mesmo sem externar qualquer sintoma visual de toxicidade ao
elemento.

A medida da fluorescéncia de clorofila é ndo destrutiva e pode avaliar
alteracbes nas membranas dos cloroplastos e elucidar danos no aparato

fotossintético das plantas (Krause e Weis, 1991). Os valores da razdo Fv/Fm
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(méaxima fluorescéncia/maxima variacdo da emissao de fluorescéncia) e Fr/FFr
(pico maximo na regido vermelho/pico maximo na regido vermelho-distante)
obtidos pela medida das bandas da fluorescéncia de clorofila podem ser
utilizados para detectar estresse no PSIl. O declinio na concentracdo de
clorofila indica condicdo anormal no metabolismo dos fotons e,
consequentemente, reducdo da razdo Fv/Fm. No entanto, para a razao Fr/FFr
ocorre elevacdo do valor em condi¢cdo de distarbio. Comportamento inverso
dos valores das razdes (Fv/Fm e Fr/FFr) ocorre em condicdo fotossintética
normal (Gopal et al. 2002; Maurya et al., 2008; Silva et al, 2012).

Nota-se que a razdo Fr/FFr possibilitou a deteccéo de alteragédo no PSII
mesmo sem as plantas apresentarem sintomas de toxicidade. Portanto, pode-
se indicar que a fluorescéncia de clorofila é uma ferramenta Util no
monitoramento ambiental de toxicidade por Pb em plantas de mamona,
corroborando estudos anteriores demonstrado para toxicidade por Cd (Maurya
e Gopal, 2008; Silva, et al., 2012), As (Stoeva et al, 2004), Ni (Gopal et al.,
2002; Mishra e Gopal, 2008), Cu e Hg (Ventrella et al., 2009) e Zn (Bonnet et
al., 2000; Cherif et al., 2010).

PIGMENTOS, ATIVIDADE ENZIMATICAS E PROTEINA SOLUVEL

As concentracdes de pigmentos ndo foram influenciadas com o aumento
das doses de Pb (Tabela 5.2), sendo interessante destacar que estes
resultados corroboram a néo visualizacado de qualquer sintoma de clorose nas
folnas, como também auséncia de desbalanco nutricional. Ademais, cabe
ressaltar que, apesar do metal ndo ocasionar danos na biossintese de
clorofilas, observou-se notavel alteracdo na fluorescéncia de clorofila, indicando
a eficiéncia da técnica para deteccdo precoce em nivel de membrana dos
cloroplastos a toxicidade por Pb nas plantas de mamona. Segundo
Bruschmann (2007), a razdo Fr/FFr depende principalmente do conteddo da
clorofila e, em menor relevancia, da atividade fotossintética e das
caracteristicas Opticas e arranjos celulares do tecido foliar. De acordo com
Siedlecka e Krupa (2004), a rubisco (ribulose-1,5-bifosfato carboxilase-
oxigenase) é uma enzima abundante e muito importante para o ciclo de Calvin,
pois participa da catalisacdo de reacbes de carboxilacdo e oxigenagdo. Em

condicbes de estresse por metais pesados, estes podem substituir o Mg no
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centro ativo ou nas subunidades da rubisco e, consequentemente, dificultar sua
atividade normal provocando alteragdes no funcionamento do ciclo de Calvin.
Isto resulta na inibicdo do transporte de elétrons no aparato fotossintético e em

danos ao PSII.

Tabela 5.2. Contetdo de pigmentos em plantas de mamona cultivadas sob
doses de Pb em solugdo nutritiva

Doses de Pb Clorofilaa Clorofila b Clorofila Total Carotendides
(umol L-1) mg g* de matéria fresca

0 0,92 0,39 1,31 0,33

25 0,73 0,34 1,07 0,29

50 0,96 0,41 1,36 0,34
100 0,95 0,39 1,33 0,32
150 1,08 0,45 1,53 0,37
200 1,01 0,43 1,43 0,33

N&ao foi verificada resposta significativa para a atividade das enzimas
catalase, polifenoloxidase, ascorbato peroxidase, peroxidase e concentracao
de proteina solivel com o aumento das doses de Pb. A toxicidade por metais
pesados pode induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), tais
como superoxido (Oy), radicais hidroxila (OH") e peréxido de hidrogénio (H20>),
gue ao interagir com componentes celulares provocam danos oxidativos e
consequente deterioracao celular (Gadjev et al., 2008). Em espécies de plantas
tolerantes a metais pesados, o conteudo de ROS pode ser controlado por um
mecanismo eficiente de enzimas antioxidantes (Jamil et al., 2009; Lin e Aarts,
2012, Juknys et al., 2012). Este € um importante mecanismo de defesa no
balanco homeostético para reducdo da toxicidade por metal pesado em plantas
(Rellan-Alvarez et al., 2006; Sun et al., 2007; Yadav et al., 2009).

Nautiyal e Sinha (2012) n&o verificaram alteracdo na concentragdo de
clorofila a nas folhas de guandu até a dose 0,2 mmoL™ de Pb, além do
estimulo na producéo de carotenéides na dose (0,05 mmoL™) mais baixa do
metal em solucdo. Estes autores ainda observaram que o0 excesso de metal até
a maior dose (1 mmolL™) provocou o actimulo de prolina e induziu elevacéo na
atividade das enzimas ascorbato peroxidase e superdoxido dismutase nas

folhas, além do aumento de substancias nao-proteicas do grupo tiol nas raizes.
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Alkhatib et al. (2011), avaliando a toxicidade por Pb em plantas de fumo,
verificaram que as doses do metal ndo afetaram o conteldo de pigmentos.
Estes autores ndo observaram qualquer anomalia nas membranas dos
tilacéides em plantas cultivadas sob a dose 10 ymolL™ de Pb, no entanto, os
cloroplastos das plantas tratadas com 500 pmolL™ do metal exibiram alteragéo
na composicdo e diminuigcdo dos tilacoides. Kumar et al. (2012), avaliando a
tolerancia por Pb em plantas de T. triangulare (Jacq.), verficaram que elevacao
na atividade da enzima antioxidante glutationa foi uma estratégia de defesa
importante para as plantas acumularem maiores teores do metal e
sobreviverem por periodo mais longo sob a exposicdo do metal. Estes autores
ainda verificaram a elevacdo do conteldo de pigmentos fotossintéticos até
adicdo da doses e 0,5 mmolL™ de Pb e posterior declinio nas doses mais
elevadas. Hamadouche et al. (2012) verificaram elevacdo na atividade da
enzima catalase nas plantas de rabanete, sendo que a maior elevacdo foi

verificada na dose mais severa (750 mg L™ de Pb).
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CONCLUSOES

A medida da fluorescéncia de clorofila foi eficiente para detectar
alteracOes no fotossistema Il promovidas pela toxicidade por Pb e demonstrou-
se util para o monitoramento precoce da toxicidade por este elemento em
plantas de mamona.

As doses de Pb ndo provocaram alteracbes na composicdo mineral das
plantas, e também nos pigmentos fotossintéticos, na atividade das enzimas
antioxidantes e nas proteinas soluveis total nas folhas.

A mamona, por sua tolerancia e capacidade de acumular Pb nas raizes,
pode ser uma alternativa ambiental e economicamente atraente para
fitoestabilizacdo e fitoatenuacdo de areas contaminadas por Pb, com adicional
vantagem econdmica decorrente da utilizacdo do 6leo para fins industriais e

producado de bioenergia durante o processo de remediacao.
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