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RESUMO  

 

Marques, Marise Conceição, D. Sc. Universidade Federal Rural de 

Pernambuco, Fevereiro de 2013. Toxicidade por metais pesados em pinhão-

manso e mamona cultivadas em solução nutritiva. Orientador: Clistenes 

Williams Araújo 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 acúmulo e distribuição de Cd, 

Zn e Pb em pinhão-manso (Jatropha curcas L.) e mamona (Ricinus communis) 

utilizando a técnica não invasiva da fluorescência de clorofila. A resposta das 

plantas às doses destes metais considerando-se sua toxicidade, 

essencialidade e tolerância, além da composição nutricional, atividade de 

enzimas antioxidantes, proteínas solúveis e pigmentos fotossintéticos, foram 

estudados. Foram conduzidos cinco ensaios em casa de vegetação, os quais 

três foram com pinhão-manso e dois com mamona. Em cada ensaio foi 

utilizado cinco doses de cada metal e um controle (sem adição de metal). Para 

o ensaio com doses de Zn, devido a essencialidade do metal, adotou-se um 

controle com dose 0,380 µmolL-1 de Zn. Os ensaios foram conduzidos em 

blocos ao acaso com 3 repetições. Após aplicação dos metais, os ensaios 

foram conduzidos por períodos distintos. Foram determinadas: a matéria seca 

das folhas, caule, raízes e total, teores dos metais e nutrientes (N, P, K, Ca, 

Mg, Fe, Cu, Zn, M, Mo e B), pigmentos, atividade enzimática, proteína solúvel, 

assim como a fluorescência de clorofila. Verificou-se que a medida da 

fluorescência de clorofila foi eficiente para avaliar as alterações temporais 

ocasionadas pela toxicidade de Cd, Zn e Pb. O pinhão-manso apresentou 

relativa tolerância à toxicidade por Cd e não 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, redução de crescimento da planta e escurecimento, além de restrição 

do crescimento, das raízes. A dose 227 µmolL-1 de Zn foi correspondente a 

redução de 50% da matéria seca nas plantas de pinhão-manso. A deficiência e 

toxicidade por Zn provocaram desbalanço nutricional e reduziram as 

concentrações de pigmentos nas folhas de pinhão-manso. As doses de Pb 

provocaram alterações na composição nutricional das plantas, com redução na 
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concentração de N, P, Cu e Zn nas folhas. A toxicidade por Pb não provocou 

efeitos deletérios nos teores de Fe, Mg e pigmentos foliares em pinhão-manso. 

Apesar do declínio no status nutricional das plantas, com reduções no 

conteúdo de Fe e Mg nas folhas, a mamona apresentou relativa tolerância à 

toxicidade por Zn, não demonstrando efeitos deletérios aos pigmentos 

fotossintéticos. As doses de Pb não provocaram alterações na composição 

nutricional das plantas, e também nos pigmentos fotossintéticos nas folhas de 

mamona. As doses de Cd, Zn e Pb não provocaram alterações na atividade 

das enzimas antioxidantes e nas proteínas solúveis total nas folhas de mamona 

e pinhão-manso. As espécies estudadas, por sua relativa tolerância e 

capacidade de acumular Cd, Zn e Pb nas raízes, podem ser uma alternativa 

ambiental e economicamente atraente para fitoestabilização e fitoatenuação de 

áreas contaminadas por estes metais, com adicional vantagem econômica 

decorrente da utilização do óleo para fins industriais e produção de bioenergia 

durante o processo de remediação. 
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ABSTRACT 

 

Marques, Marise Conceição, D. Sc. Universidade Federal Rural de 
Pernambuco, February 2013. Toxicity of heavy metals in jatropha and castor 
bean grown in nutriente solution. Adviser: Clístenes Williams Araújo 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 µmol L-1 

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 µmol L-1 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. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

 O desenvolvimento tecnológico, econômico e agrícola, e, 

consequentemente, a grande quantidade de lixo e resíduos produzidos, o uso 

inadequado de resíduos e insumos agrícolas, assim como do descarte de 

resíduo no solo e aumento das emissões gasosas na atmosfera, têm 

contribuído para a contaminação ambiental. Dentre os diferentes 

contaminantes, os metais pesados tem recebido atenção especial, uma vez 

que estes elementos são persistentes no ambiente e podem atingir a cadeia 

trófica no seu mais alto nível, o homem. Sendo assim, os metais comprometem 

a sustentabilidade dos ecossistemas e a qualidade de vida humana e, neste 

sentido, se faz necessário o levantamento e monitoramento das áreas.  

Os metais pesados Cd, Zn e Pb têm amplo espectro de uso em diversas 

atividades industriais. O Cd é componente da produção de bateria de Ni–Cd e 

Ag–Cd, galvanoplastia, fabricação de material de PVC, como também é 

bastante utilizado em pigmentos, ligas e estabilizadores para plásticos. O Zn 

também tem uso industrial na produção de bateria, galvanoplastia, pigmentos, 

plásticos, catalisação da produção de lubrificantes e pesticidas, estes dois 

metais tem ainda uso em equipamentos automobilístico, aparelhos domésticos 

e conservação de madeira, como também em diferentes compostos para 

aplicações médicas e dentárias. O Pb, proveniente da exploração de minério 

ou da reciclagem de baterias, tem muitos usos industriais. Sua combinação 

com outros metais forma ligas comumente encontradas em tubos, munições, 

soldas e cabos. Apresenta amplo uso em pigmentos, tintas, corantes e 

esmaltes cerâmicos. Por décadas, compostos de Pb (tetraetilchumbo e 

tetrametilchumbo) foram utilizados como aditivos na gasolina, no entanto, por 

causa do impacto ambiental proveniente do seu uso, essa prática foi proibida 

na década de 1980 e, posteriormente, banida a partir de 1996. O 

tetraetilchumbo, no entanto é usado na gasolina para veículos pesados e 

aviões em países em desenvolvimento (ATSDR, 2005; ATSDR, 2007; Kabata-

Pendias, 2010). 

Alguns estudos tem demonstrado a entrada de metais pesados, 

proveniente de via antropogênica, e os impactos provocados por estes 

contaminantes na qualidade de vida humana. Qu et al. (2012), avaliando a 

exposição humana a metais na China, verificaram elevados riscos para os 
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moradores que residiam próximo à área de mineração por exposição aos 

metais Pb, Cd e Hg, sendo que as principais vias de exposição aos elementos 

mais relevantes foram o contato com o solo, a ingestão de vegetais, e ar 

respirado. Cheng et al. (2012), avaliando a distribuição de metais pesados em 

ambiente aquático próximo a uma área industrial na China, verificaram, entre 

os metais avaliados, maiores concentrações de Pb e Cd em água e sedimentos 

na maioria dos locais investigados, sendo a via antropogênica apontada pelos 

autores como um dos fatores de enriquecimento dos elementos. Chabukdhara 

e Nema (2013), investigando a contaminação por metais pesados em solo 

urbano na Índia e a relação com o risco carcinogênico em crianças e adultos, 

indicaram que os níveis de Cr, Pb, Cd e Ni nas pessoas com câncer não se 

correlacionaram com a doença. No entanto, a ingestão de solo por crianças foi 

um dos fatores apontados pelos autores por aumentar o risco de outras 

enfermidades em crianças quando comparadas aos adultos.  

Alguns autores também têm estudado o impacto provocado no sistema 

solo‒água‒planta‒atmosfera. Silva et al. (2012a), avaliando o impacto 

ambiental do manejo agrícola adotado em área produtora de manga no 

Nordeste do Brasil, verificaram a relevante contribuição antropogênica na 

entrada de metais pesados nos solos, sendo observado contaminação por Cu, 

Zn e Cr nos pomares. Ren et al. (2006), investigando a concentração de Pb em 

diferentes locais na China, verificaram concentrações de Pb na seguinte ordem 

decrescente: área industrial, creches, jardim residencial, parque público, área 

comercial e fazenda, sendo o teor mais elevado (15127 mg kg-1 de Pb no solo) 

observado próxima a uma área de forno de fundição. Banerjee e Gupta (2012), 

estudando a caracterização de efluentes industriais e seu impacto sobre a água 

e sedimentos do Rio Dantas, próximo a uma área industrial na Índia, 

verificaram elevadas concentrações para Cd e Pb, demonstrando a 

contribuição do impacto provocado pelo descarte do resíduo industrial no 

ecossistema aquático. Brait e Antoniosi Filho (2010), avaliando a qualidade do 

ar em área urbana no Brasil, verificaram concentrações médias de Pb de 6,7 

μg-1 m2 dia-1, sendo o maior valor detectado em áreas de maior intensidade de 

trânsito. Gunawardena et al. (2013), em estudo realizado na Austrália, 

observaram que os tamanhos das partículas oriundas das emissões gasosas 

são relevantes para difusão de metais pesados no ambiente, sendo que a 

deposição úmida de partículas finas apresentaram positiva correlação com a 

http://www.scopus.com.ez19.periodicos.capes.gov.br/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=36679730300&zone=
http://www.scopus.com.ez19.periodicos.capes.gov.br/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=36679730300&zone=
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deposição dos metais Pb, Cd, Ni e Cu no solo e abrangeram uma maior 

extensão de área, sendo que a fonte de maior contribuição foi a emissões 

gasosas dos veículos. Haiyan e Stuanes (2003), investigando o acúmulo de 

metais pesados durante quatro anos em área industrial na China, verificaram 

predominância de Pb nas partículas de poeira e maior teor em plantas de áreas 

industrias próximo as emissões das chaminés do forno de fundição. Os autores 

ressaltaram ainda que os aspectos negativos para contaminação ambiente não 

ocorrem apenas localmente, mas também em áreas vizinhas.  

O solo é o constituinte da biosfera que atua como tampão no controle 

das transformações e transporte de metais pesados para a atmosfera, 

hidrosfera e biota, por meio de várias reações na fase sólida/solução: 

adsorção/dessorção, precipitação/dissolução, complexação, lixiviação e 

volatilização, sendo a dinâmica destas reações controladas por vários atributos 

do solo, entre os quais o pH e potencial redox são de grande relevância. Outros 

fatores que podem predizer a intensidade das transformações e transferência 

de metais no solo são características como qualidade e teor da matéria 

orgânica e assembleia mineralógica (Kabata-Pendias e Pendias, 2001). 

Desta forma, no decorrer das três últimas décadas, a crescente 

contaminação do solo e águas por metais pesados tem despertado 

preocupação e as alternativas com finalidade de recuperação destas áreas 

impactadas por parte dos órgão responsáveis devem envolver estratégias que 

assegurem a identificação da fonte de contaminação e os agravantes por elas 

provocados, como também a aplicação de medidas cabíveis à tomada de 

decisão e as formas de intervenção e monitoramento mais adequados, sempre 

com finalidade de reduzir a exposição (CETESB, 2013).  

Nascimento e Xing (2006) citam como estratégias para recuperação de 

áreas contaminadas por metais pesados a fitoestabilização, prática que visa o 

estabelecimento de espécies vegetais tolerantes à concentrações elevadas de 

metais pesados nos solos. Esta prática, além de desempenhar papel de 

proteção do solo, imobiliza o metal pesado in situ. A fitoestabilização é uma 

técnica que reduz a mobilidade dos metais pesados, pois atua como barreira 

diminuindo a transferência do metal pesado para outros ambientes, por meio 

de processos como erosão e lixiviação. 

Alguns autores têm demostrado que o pinhão-manso (Jatropha curcas 

L.) e a mamona (Ricinus communis L.) são espécies oleaginosas promissoras 
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para produção de bioenergia (Kumar e Sharma, 2008; Sahoo et al., 2009; 

Sahoo e Das, 2009; Jingura et al., 2010; Berman et al., 2011). Estudos têm 

demonstrado que estas plantas apresentam tolerância 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 

não-alimentícias apresentam grande potencial para programas de 

fitorremediação de áreas contaminadas por metais pesados.  

O Cd, o Zn e o Pb provocam vários distúrbios nas plantas, os quais são 

devidos a alterações fotossintéticas, metabólicas, nutricionais e anatômicas e, 

consequentemente, dependendo da susceptibilidade das plantas à toxicidade, 

sintomas visuais destas alterações são 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 alterações a nível 

metabólico e celular que demonstram sua capacidade de tolerar elevadas 

concentrações destes elementos no solo (Zhao et al., 2012; Lin e Aarts, 2012).  

Por exemplo, a toxicidade por metais pesados pode induzir a produção 

de espécies reativas de oxigênio, tais como superóxidos (O2
-), radicais hidroxila 

(OH-) e peróxido de hidrogênio (H2O2), que ao interagirem com componentes 

celulares promovem danos oxidativos e consequente deterioração celular 

(Gadjev et al. 2008; Schutzendubel et al. 2001). Em espécies de plantas 

sensíveis a metais pesados, o conteúdo de espécies reativas de oxigênio 

aumenta consideravelmente se não houver um mecanismo eficiente de 

enzimas antioxidantes. Por conseguinte, o acúmulo de espécies reativas de 

oxigênio resultará em morte celular, afetando assim o metabolismo normal das 

plantas (Sharma e Dietz, 2009). Desse modo, a estratégia de elevação da 

atividade de enzimas antioxidantes indica o status de defesa nas células 

vegetais. Dentre estas se destacam a superóxido 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 fotossíntese é 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 dióxido de carbono e a 

água são usados para produzir glicose e oxigênio. Todo metabolismo 

fotossintético é intermediado diretamente por pigmentos fotossintéticos, sendo 
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a clorofila a grande responsável por possibilitar essa interação entre a captura 

de energia solar e o processo desencadeado dentro dos cloroplastos, enquanto 

a clorofila b e os carotenóides atuam como pigmentos acessórios na 

transferência de elétrons para a clorofila a (Caires et al, 2009; Bohr, 2011).  

A diminuição da atividade fotossintética é ocasionada por vários 

distúrbios, podendo apresentar-se de forma reversível ou irreversível, a 

depender da intensidade do estresse e da tolerância da planta ao estresse. O 

dano promovido pelo acúmulo de Zn, Pb e Cd em tecido vegetal é um dos 

responsáveis por desencadear alterações 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 fluorescência no 

cloroplasto são indicadoras sensíveis do status normal do aparato 

fotossintético. A medida de fluorescência de clorofila é caracterizada por um 

pico máximo na região vermelha (680-700 ηm) que é atribuído ao fotossistema 

II (PSII) e outro na região vermelha distante (730-740 ηm) correspondente ao 

fotossistema I (PSI) (Silva Junior, 2011). A fluorescência de clorofila reflete os 

processos da fotossíntese que ocorrem nos cloroplastos, incluindo a reação 

fotoquímica no PSII, tornando-se uma ferramenta útil para avaliar o 

desempenho fotossintético e monitorar precocemente o estresse ambiental 

(Dell et al., 1999; ;Joshi e Mohanty, 2004; Corcoll et al., 2011; Cambrollé et al., 

2011). A correlação negativa do decrescimento da biossíntese de clorofila e 

eficiência quântica desencadeia declínio da assimilação de C, resultando em 

inibição do crescimento das plantas (Silva et al., 2012b). 

Neste contexto, o presente trabalho avaliou a resposta do acúmulo e 

distribuição de Cd, Zn e Pb em pinhão-manso e mamona utilizando a técnica 

não invasiva da fluorescência de clorofila. A resposta das plantas às doses 

destes metais considerando-se sua toxicidade, essencialidade e tolerância, 

além da composição nutricional, atividade de enzimas antioxidantes, proteínas 

solúveis e pigmentos fotossintéticos, foram estudados. Estes resultados 

permitiram avaliar a tolerância do pinhão-manso e mamona aos metais 

estudados, podendo inferir a possibilidade do uso desta espécie em projetos de 

revegetação de áreas contaminadas.  
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TOXICIDADE POR Cd EM PINHÃO-MANSO (Jatropha curcas L.) AVALIADA 

POR FLUORESCÊNCIA DE CLOROFILA, BALANÇO NUTRICIONAL E 

ENZIMAS DE DEFESA  

RESUMO 

 

A contaminação por Cd nos solos agrícolas é resultante da aplicação de 

fertilizantes e diferentes resíduos e compromete a sustentabilidade de 

ecossistemas, apresentando sérias consequências à saúde humana e animal. 

A revegetação com espécies não-alimentícias pode ser adotada como 

alternativa para imobilização de metais e recuperação desses solos. 

Considerando que o pinhão-manso (Jatropha curcas L.) apresenta relativa 

tolerância à metais pesados e potencial para produção de biodiesel, o trabalho 

avaliou a toxicidade de Cd e o estresse fotossintético induzido pelo Cd 

utilizando a técnica da fluorescência de clorofila e as alterações provocadas 

pelo Cd no status nutricional e na atividade de enzimas antioxidativas, proteína 

solúvel, e pigmentos fotossintéticos nesta espécie. Para tanto, plantas de 

pinhão-manso foram cultivadas durante 20 dias em solução nutritiva com doses 

de 5, 10, 20, 30 e 40 µmol L-1 de Cd e um controle, sem adição de Cd, foi 

adotado. A fluorescência de clorofila foi sensível às alterações temporais 

ocasionada pela toxicidade por Cd nas plantas. O pinhão-manso apresentou 

tolerância à toxicidade por Cd e não 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, redução de crescimento da planta e escurecimento, além de restrição 

do crescimento, das raízes. A toxicidade por Cd em pinhão-manso não 

provocou alterações na atividade de enzimas antioxidantes e no teor de 

proteína solúvel nas folhas. O pinhão-manso é considerado atualmente espécie 

não-alimentícia promissora para produção de bioenergia e pode ser uma 

espécie atraente para a estratégia de revegetação de áreas contaminadas por 

Cd, com a adicional vantagem econômica da produção de um óleo não 

comestível. 

 

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 µmol L-1 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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INTRODUÇÃO 

 

A contaminação por Cd nos solos agrícolas é resultante da aplicação de 

fertilizantes fosfatados, lodo de esgoto, esterco, calagem e diferentes resíduos 

(Chaffei et al., 2004; Campos et al., 2005; Gonçalves et al., 2008; Freitas et al., 

2009). Essa contaminação compromete a sustentabilidade de ecossistemas, 

apresentando sérias consequências à saúde humana e animal. A revegetação 

com espécies não-alimentícias que apresentem potencial para tolerar elevadas 

concentrações de metais pesados nos tecidos, especialmente com seu 

acúmulo em raízes, apresenta-se como alternativa para recuperação desses 

solos. 

Dentre as práticas fitorremediadoras, a fitoestabilização é uma técnica 

que estabelece cobertura vegetal na área 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 erosão e lixiviação, consequentemente reduz o risco de difusão da 

contaminação. Como alguns estudos têm demonstrado que o pinhão-manso 

apresenta tolerância a metais (Juwarkar et al., 2008; Jamil et al. 2009; Yadav et 

al., 2009), esta espécie poderia ser uma alternativa para sustentabilidade e 

recuperação de solos contaminados, pois além de ser uma cultura não-

alimentícia, apresenta a vantagem de agregar valor econômico a 

fitoestabilização, visto a possibilidade de exploração industrial de óleo para 

produção de bioenergia (Kumar e Sharma, 2008; Sahoo et al., 2009; Sahoo e 

Das, 2009; Jingura et al., 2010). 

O Cd, devido sua semelhança química com outros metais essenciais, 

pode substituir esses no sistema enzimático e em estruturas de proteínas e 

compostos bioativos, o que resulta em toxicidade (Babula et al., 2008). 

Ademais, apresenta alta mobilidade no floema podendo acumular-se em várias 

partes das plantas (Cheffei et al., 2004). Cabe salientar a elevada toxicidade do 

Cd, que mesmo em concentrações tão baixas como 5 a 10 mg kg-1 na matéria 

seca de folhas, provoca toxidez em plantas (White e Brown, 2010). Kabata-

Pendias (2010) citam teores considerado tóxicos entre 5 a 20 mg kg-1 na 

matéria seca da parte aérea. 

A elevação na concentração de Cd promove irreversíveis distúrbios 

celulares e de processos fisiológicos, por induzir estresse oxidativo (Smeets et 

file:///F:/Cd/Galego%202012.htm%23bib1160
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al., 2005). O aumento da reação de espécies reativas de oxigênio é 

considerado potencialmente prejudicial para os componentes celulares, 

mostrando-se como um dos danos comumente observados após exposição a 

metais pesados (Sharma e Dietz, 2009). Schutzendubel et al. (2001) sugerem 

que o Cd inibiu o sistema antioxidante e acelerou a produção de superóxido de 

hidrogênio, revelando-se, provavelmente, como  efeito chave para inibição do 

crescimento e alongamento das raízes, induzindo  uma sequência de reações, 

e consequentemente à morte celular. Estes autores ainda ressaltaram que o 

Cd não provocou deterioração 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 balanço 

homeostático. Dentre estas enzimas podem ser citadas a ascorbato peroxidase 

(APX), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST), superóxido 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 conteúdo de pigmentos e inibe a atividade 

fotossintética e metabólica 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 desbalanço nutricional (Bertoni et al., 2012; Li et al., 2012; Costa 

et al., 2012).  

Além da avaliação da concentração dos níveis tóxicos nos tecidos 

vegetais, status nutricional, metabólicos e dos sintomas visuais dos danos 

provocados por acúmulo de Cd, e as técnicas que possibilitem identificar a 

toxidez de forma mais rápida e eficiente são de grande relevância para o 

monitoramento de contaminação por metais pesados nos ecossistemas. Assim, 

a medida da fluorescência de clorofila é uma técnica que utiliza informação 

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 

através da dissipação de energia pode-se elucidar alterações na transferência 

de elétrons à nível de membranas de tilacóides, possibilitando verificar 

alterações de forma pontual e em tempo real (Lin et al., 2007). Uma importante 

vantagem adicional dessa técnica é a sensibilidade para detectar distúrbios à 

nível 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 pinhão-manso apresenta relativa tolerância à 

metais pesados, o presente trabalho avaliou a toxicidade de Cd e o estresse 

fotossintético induzido pelo metal utilizando a técnica não destrutiva da 

fluorescência de clorofila e as alterações provocadas pelo Cd no status 

nutricional e na produção de enzimas antioxidativas, proteína solúvel e 

pigmentos fotossintéticos. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Sementes de pinhão-manso (Jatropha Curcas, L.) foram colocadas para 

germinar em bandejas contendo vermiculita umedecida com solução de Ca 

0,67 mmol L-1 na forma de Ca(NO3)2).4H2O (Vilela e Anghinomi, 1984). Treze 

dias após o semeio, as plântulas foram transferidas para vasos plásticos 

contendo seis litros de solução 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-1 de N, P, K, Ca, Mg, S, Cl, Mn, Zn, Cu, B, Mo e Fe, 

respectivamente, a qual foi substituída semanalmente. Foi adicionado 

diariamente água deionizada nos vasos para reposição da água perdida por 

evapotranspiração. O pH da solução foi ajustado sempre que necessário, para 

valores próximos de 5,6 (+/- 0,2), sendo a correção efetuada com H2SO4 ou 

NaOH 1 mmol L-1. Após 14 dias de cultivo, foram acrescentadas na solução 

doses de 5, 10, 20, 30 e 40 µmol L-1 de Cd (CdCl2. H2O). Um controle sem 

adição de Cd foi adotado. O experimento foi conduzido em blocos ao acaso, 

(uma espécie vegetal com seis doses de Cd), com 3 repetições. 

 Após a adição do metal, as plantas foram mantidas em casa de 

vegetação por 20 dias. Posterior a esse período, procedeu-se a coleta e 

lavagem com água destilada das folhas, caule e raízes, sendo estes 

acondicionados em sacos de papel. 

 As amostras foram mantidas em estufa com circulação forçado de ar a 

65 º C até peso constante, obtendo-se a matéria seca das partes e, pela soma, 

a matéria seca total. Após secagem, as amostras foram moídas em moinho tipo 

Willey e acondicionadas em sacos plásticos. A digestão do material vegetal foi 

feita em ácidos nítrico e clorídrico em forno de microondas (MarsXpress), 

segundo o método 3051A (USEPA - 1996). Este material também foi submetido 
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à digestão sulfúrica para determinação de N realizada conforme Embrapa 

(1999).  

No extrato da digestão foram determinados os teores de Zn e Cu por 

espectrofotometria de absorção atômica (AAnalyst 800). Também foram 

determinados os teores de Ca, Mg, Fe, Mn, Mo e B por espectrometria de 

emissão ótica (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 

conteúdos dos elementos. Para avaliação da qualidade das análises para Cd 

foi utilizado um padrão do Nacional Institute of Standards and Technology 

(1750-a- Trace elementes in spinach), sendo obtida uma recuperação de 108% 

de Cd do padrão utilizado.  

As medidas de fluorescência de clorofila foram efetuadas com emissor 

de luz ultravioleta LED, com picos de comprimento de onda vermelho (685 ηm) 

e vermelho distante (735 ηm) obtidos pelo software do aparelho (Ocean Optics-

Spectra Suite). Foram efetuadas cinco avaliações ao longo do experimento. A 

primeira avaliação foi tomada antes da adição do Cd e a última um dia antes da 

coleta das plantas. Estas avaliações foram realizadas à noite a partir da 

permanência das plantas por 20 minutos no escuro, com o intuito de garantir a 

desativação 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 à emissão de 

luz por 10 segundos cronometrados.  

 Os espectros obtidos foram ajustados a duas curvas Gaussianas 

correspondentes ao 685ηm e 735 ηm. A razão entre a intensidade da 

fluorescência F685/F735 (Fr/FFr) de altura de pico foi calculada a partir da 

curva ajustada para cada uma das doses de Cd em solução e usadas para 

inferir sobre o efeito do elemento na biossíntese de clorofila e no PSII por meio 

do software Origin versão 6.0. 

Para as análises bioquímicas, foi coletada uma amostra de cada planta 

do mesmo par de folhas utilizadas na avaliação da fluorescência de clorofila. 

Realizou-se a determinação dos conteúdos de clorofilas a, b, total e 

carotenóides mediante extração com acetona 80% (Arnon 1949), sendo o 

conteúdo de carotenóides calculado pela equação de Lichtenthaler (1987).  
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O extrato bruto utilizado na determinação da atividade das enzimas e do 

teor de proteínas foi obtido através de homogeneização de 200 mg do material 

vegetal em almofariz, com N2 líquido, e adicionado 2,0 mL de tampão fosfato 

de potássio (100 mmolL-1, 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 proteína solúvel (Bradford, 1976). Todas as 

determinações foram efetuadas por espectrofotometria. 

Os dados obtidos foram submetidos à ANOVA e à análise de regressão 

com Software SISVAR (Ferreira, 2008). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

PRODUÇÃO DE MATÉRIA SECA 

 

A produção de matéria seca das folhas, raízes e total não foi reduzida 

com a adição de doses crescentes de Cd à solução nutritiva. No entanto, foi 

verificado significativo declínio na produção da matéria seca do caule (Tabela 

1.1). As maiores reduções em relação ao controle foram observadas para dose 

30 µmol L-¹ e 40 µmol L-¹, com declínio de 36 e 40%, respectivamente.  

A toxicidade do Cd provoca diversos distúrbios metabólicos, nutricionais 

e também alterações morfológicas (Pereira et al., 2002; Chaffei et al., 2004; 

Cunha et al., 2008; Bertoli et al., 2012). Assim, cabe salientar que apesar do Cd 

não apresentar essencialidade para as plantas, observou-se nas doses mais 

baixas que as plantas apresentaram matéria seca praticamente constante, com 

declínio apenas a partir da dose 30 µmolL-¹. Avaliando a dose 30 µmol L-1 em 

relação ao controle, a redução verificada foi de 13% e 36%, para folhas e 

raízes, respectivamente. Quando comparou-se as plantas cultivadas na dose 

40 µmol L-1 em relação ao controle, a redução verificada foi de 21% e 41%, 

para folhas e raízes, nessa ordem. Wang et al. (2009), monitorando a 

exposição de Cd em plantas de milho (Zea Mays L.) em curto período, 

verificaram que doses de 5 e 20 µmol L-1  promoveram diferenciação na matéria 

seca das folhas apenas após 168 h de exposição, apesar do aumento do 

acúmulo de Cd após 24h de exposição. Comportamento similar foi verificado 
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por Arduini et al. (2004) em plantas de eulália (Miscanthus sinensis L.) 

cultivadas durante trinta dias sob baixos teores de Cd, no entanto, apenas após 

90 dias de cultivo foi verificado declínio da matéria seca.  

De maneira geral, a atrofia do crescimento, clorose e deterioração do 

sistema radicular são os sintomas visuais da toxicidade por Cd (Barros et al., 

2009; Costa et al., 2012; Mohamed et al., 2012; Silva et al., 2012), pois os 

efeitos da exposição a teores tóxicos da Cd inibe processos celulares, 

ocasionando danos irreversíves a nível celular, como redução da atividade 

enzimática e alteração no DNA (Smeets et al., 2005; White e Brown, 2010). De 

acordo com Schutzendubel et al. (2001), a exposição ao Cd pode acelerar 

processos que conduzem ao envelhecimento celular. Assim, os sintomas 

visuais de toxidez de Cd observados nas plantas cultivadas sob 40 µmolL-1 

foram caracterizados por clorose nas folhas mais novas, redução de 

crescimento da planta e escurecimento, além de restrição do crescimento, das 

raízes (Figura 1.1). 

 

Tabela 1.1. Matéria seca de plantas de pinhão-manso cultivadas sob doses de 

Cd em solução nutritiva 

Doses de Cd 

(µmol L-¹) 

Matéria seca, g vaso
-
¹ 

Folhas Caule Raízes 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 

Variável Equação de regressão ajustada 

 

Matéria seca Caule 

 

y= - 0,195*x + 19,238, R²= 0,91* 

*: Significativo a 5% de probabilidade. 

 

Durante o período do ensaio constatou-se incidência de Oidium sp., a 

qual ficou mais acentuda nas plantas aos 15 dias de tratamento, a infestação 

foi favorecida pela combinação da temperatura (máx. e mín. de 41C° e 22C°) e 

umidade relativa (máx. e min. de 89% e 21%) encontrada na casa de 

vegetação no período do ensaio, que indicou condições ambientais propícias a 

ocorrência de injúrias provocadas pelo patógeno nas folhas, caracterizadas 

file:///F:/Cd/Galego%202012.htm%23bib1160
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visualmente por manchas marrom escuro na face abaxial, sintoma 

fitopatológico também verificado por Dianese e Cargnin (2008) em pinhão-

manso em fase inicial do ataque pelo patógeno. O avanço das manchas 

possibilitaram observações também na face adaxial das folhas, no entanto em 

menor intensidade. O diagnóstico da presença do patógeno foi confirmada com 

base em preparação microscópica feita a partir de tecido vegetal infectado, a 

qual permitiu a visualização de conidióforos. Cabe ressaltar, que a ocorrência 

dos sintomas visuais apresentou-se em todas as plantas, isto indicou que a 

infestação ocorreu provavelmente via sementes contaminada. 

 

 

 
Figura 1.1. Visualização de plantas e raízes de pinhão-manso crescidas em 

solução nutritiva sob doses de Cd. 

 

TEOR DE Cd 

 

 O aumento das doses foi acompanhado pelo aumento dos teores de Cd 

nas folhas, caule e raízes, sendo o maior teor detectado nas raízes, seguido 

pelo caule (Figura 1.2). O incremento de Cd do controle para a maior dose (40 
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µmolL-¹ de Cd) foi de 280%, 1360% e 45078%, para folhas, caule e raízes, 

respectivamente.  

 

  

 

 

 

Comparando o teor de Cd nas raízes para a dose 40 µmol L-¹ e sua 

distribuição no caule e nas folhas, observou-se um acúmulo 34 vezes maior 

nas raízes. Isto ocorre porque as plantas sob estresse por Cd sinalizam 

estratégias de defesa à toxicidade por Cd, como por exemplo, a 

compartimentalização no vacúolo reduzindo a disponibilidade e translocação do 

metal por meio do acúmulo no vacúolo de células radiculares e foliares 

(Nascimento e Xing, 2006; Verbruggen et al., 2009). A quelação também 

desempenha papel relevante na acumulação e transporte de metais pesados, 

pois quelantes como histidina e citrato, inativam o metal evitando sua reação 

com outra substância, as quais provocariam danos celulares (Wu et al., 2010). 

Assim como os peptídeos (fitoquelatina e glutationa) são apontados como 

responsáveis por quelatar metais pesados favorecendo a desintoxicação, as 

Figura 1.2. Teor de Cd em plantas de pinhão-manso cultivadas sob doses de 

Cd em solução nutritiva. * e **: Significativo a 5 e 1% de probabilidade, 

respectivamente. 
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proteínas ricas em cistinas atuam como complexantes (Cobbett e Goldsbrough, 

2002; Ma et al., 2005).  

No entanto, apenas a dose 40 umol L-1 de Cd em solução (571 mg kg-1 

nas raízes) demonstrou danos radiculares. Silva et al. (2012) verificaram teores 

de 2733,2 mg kg-1 em raízes de plantas de milho cultivadas em solução 

nutritiva contendo 6 mg L-1  de Cd. Costa et al. (2012) verificaram acúmulo de 

12800 mg kg-1 em raízes de mamona cultivadas sob concentração de 11 mg L-1 

de Cd em solução nutritiva. 

Os dados indicam que o pinhão-manso apresentou relativa tolerância 

para acumular Cd em tecido radicular. Isto demonstra sua relevância para 

revegetação de áreas contaminadas por Cd com a vantagem de se destacar 

como oleaginosa não-alimentícia promissora para produção de bioenergia 

(Kumar e Sharma, 2008; Sahoo et al., 2009; Sahoo e Das, 2009; Jingura et al., 

2010), além da cobertura vegetal contribuir para redução da mobilidade do Cd 

no solo por erosão, lixiviação e escoamento superficial (Soares et al., 2001; 

Melo et al., 2009). 

As doses 30 µmolL-1  e 40 µmolL-1 de Cd provocaram acúmulo nas 

folhas de 14 e 18 mg kg-1 de Cd (Figura, 2), respectivamente, concentrações 

consideradas tóxicas para a maioria das espécies. De acordo com Leita et al. 

(1995), o efeito tóxico de Cd nas plantas influencia o movimento e absorção de 

água, que se inicia após algumas horas que as plantas são expostas ao Cd, 

ocasionando primeiramente efeito indireto na abertura dos estômatos, induzido 

por aumento do potencial osmótico nas folhas; em seguida, o Cd age 

diretamente nas células-guarda e causa inibição no crescimento das raízes, as 

quais induzem ao declínio na transpiração, e limita a demanda e absorção de 

água, consequentemente provocando o fechamento dos estômatos; por 

conseguinte, quando a concentração no tecido vegetal torna-se elevada ou 

após longo período de exposição, há um declínio metabólico e diminuição da 

produção de biomassa.  

 

TEORES DE NUTRIENTES 

 

 Um dos sintomas de toxicidade por Cd nas plantas foi o desbalanço 

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 raízes, além de reduções 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 raízes, com aumento de 

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

Como as maiores reduções dos teores de nutrientes foram verificadas no 

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

respectivamente.  

 

Tabela 1.2. Equações de regressão dos teores de nutrientes em plantas de 

pinhão-manso cultivadas sob doses de Cd em solução nutritiva 

Variáveis Equações de Regressão Ajustadas 

Teor N Folhas, g kg
-1

 y= -0,1240**x + 27,5252, R²= 0,88** 

Teor P Folhas, g kg
-1

 y= 0,0385**x² - 1,9129**x + 75,0186, R²= 0,79** 

Teor K Caule, g kg
-1

 y= -0,0043**x² + 0,2619**x + 16,7796, R²= 0,94** 

Teor K Raízes, g kg
-1

 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
-1

 y= -0,025**x + 7,685, R²= 0,54** 

Teor Mg Folhas, g kg
-1

 y= -0,064**x + 21,2982, R²= 0,45** 

Teor Mg Caule, g kg
-1

 y= -0,029**x + 3,097, R²= 0,91** 

Teor Cu Folhas, mg kg
-1

 y= 0,0913**x + 3,2089, R²= 0,86** 

Teor Cu Raízes, mg kg
-1

 y= 0,1156**x + 5,7181, R²= 0,83* 

Teor Mo Folhas, mg kg
-1

 y= 0,003**x
2
 - 0,0183**x + 0,8244, R²= 0,87** 

Teor Fe Raízes, mg kg
-1

 y= 20,1714**x + 515,3021 R²= 0,82* 

Teor Mn Raízes, mg kg
-1

 y= 9,194**x + 188,1957, R²= 0,82** 

Teor B Caule, mg kg
-1

 y= 0,002**x
2
 – 0,056**x + 1,033, R²= 0,89** 

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

 

O desbalanço nutricional é considerado sintoma de toxicidade comum 

provocado por acúmulo de Cd em plantas. Mohamed et al. (2012) verificaram 

incremento de teores de Ca e decréscimo de Fe nas raízes de mustarda da 

índia (Brassica juncea L. Czern) e incremento de teores de Ca, K, Mg e Zn nas 

folhas. Vassilev et al. (1998) observaram inibição da absorção de Fe em 

plantas de trigo (Hordeum vulgares L., cv. Hemus). Souza et al. (2011) 

verificaram que o acúmulo 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 raízes. López-Millán et al. (2009), avaliando a concentração de 

nutrientes N, P, Mg, Ca e K em plantas de tomate (Lycopersicon esculentum) 

sob estresse de Cd, verificaram alteração apenas no desbalanço de K nas 

raízes. Bertoli et al. (2012), avaliando o estresse de Cd em tomate, citam 

reduções no conteúdo de K, Ca, Mn e Zn na parte aérea, de K nos frutos e Mn 

nas raízes. Costa et al. (2012), avaliando a toxicidade por Cd em mamona, 

espécie da mesma família do pinhão-manso, verificaram correlação positiva 

entre Ca, Cu, Fe, Mn e Zn nas raízes. Estes autores ainda relataram que o 

elevado potencial fitotóxico do Cd ocasionou deterioração celular, alterando a 

permeabilidade e seletividade das membranas celulares e induzindo o acúmulo 

indiscriminado de nutrientes. Outro fato que provoca o desbalanço nutricional é 

a similaridade do Cd com metais essenciais, como Zn, Ca e Fe, inibindo a 

absorção destes, por conseguinte o Cd interfe no balanço homeostático desses 

metais, ou causam desbalanço nas proteínas transportadoras desses 

elementos (Nascimento et al.,1998). 

Shaul (2002) cita que mesmo quando o desbalanço do conteúdo de Mg 

é pouco afetado, as alterações nas concentrações de Mg no citosol e 

cloroplastos implicam em redução na atividade fotossintética, visto que o Mg é 

o metal divalente mais abundante no citosol, além da sua capacidade para 

interagir com ligantes nucleófilos, observada na presença deste metal no centro 

da molécula de clorofila, como constituinte na agregação de ribossomos e 

participação na atividade enzimática. Como o Mg, o elemento Fe também 

apresenta denotada importância, uma vez que este metal participa tanto da 

constituição dos cloroplastos como de reações enzimáticas e de oxirredução 

(Hansch e Mendel, 2009). No entanto, comparando os teores nas folhas das 

plantas cultivadas no controle e dose 40 µmol L-1 de Cd, apenas foi verificado 

redução para os teores de Mg (7%). Aparentemente, o Fe não representou 

participação significativa na redução fotoquímica das plantas cultivada sob 

maior dose de Cd (40 µmol L-1), as quais apresentaram maior declínio da 

produção de biomassa e teores de Cd.  

 

FLUORESCÊNCIA DE CLOROFILA  

 

http://www.sciencedirect.com.ez19.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1369526609000429
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Observou-se diferenças nos picos de absorção nos espectros da 

fluorescência de clorofila (Figura 1.3). Nota-se que a menor reabsorção da 

fluorescência foi verificada nas plantas cultivadas sob maior dose de Cd 

(Figuras 3A e 3B), demonstrando a sensibilidade da fluorescência de clorofila 

para detectar alterações no PSII em plantas com toxidez por Cd, o qual 

acentuou-se em relação as demais doses, resultados também verificados para 

os sintomas  visuais de toxicidade e na produção de biomassa das folhas.  
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Figura 1.3. Espectros médios da fluorescência de clorofila em plantas de 

pinhão-manso cultivadas sob doses de Cd em solução nutritiva aos 20 dias, 

dados normalizados (A) e não-normalizados (B). Razão dos espectros de 

fluorescência de clorofila em função do tempo de cultivo, referente às leituras 

do vermelho= 680-700 ηm e vermelho distante= 730-740 ηm (Fr/FFr) (C). 

 

A razão Fr/FFr demonstra que as doses de Cd promoveram alterações 

temporais na biossíntese fotossintética, as quais se acentuaram aos 10 dias 

após adição das doses (Figura 1.3C). É interessante ressaltar que o acúmulo 

de Cd nas menores doses não alterou a eficiência de absorção de fótons, uma 

vez que as razões das plantas cultivadas sob as doses 5 e 10 µmol L-1 
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mantiveram as razões Fr/FFr similares ao controle, com declínio 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-1 do metal. 

A incidência do patógeno (Oidium sp.) durante o ensaio não apresentou 

efeito sobre a fluorescência de clorofila, uma vez que os maiores danos 

provocados pelo patógeno foram visualizados na face abaxial das folhas. 

Sengundo Buschmann (2007), a medida da fluorescência de clorofila tomada 

nas diferentes faces foliares apresentam comportamentos distintos, oriundos 

das diferenças anatômicas nestas regiões, sendo a melhor resposta de 

modificações no PSII na face adaxial devido a maior densidade de moléculas 

de clorofilas nesta região. 

A medida da fluorescência de clorofila é não destrutiva e pode avaliar 

alterações nas membranas dos cloroplastos de forma à elucidar o aparato 

fotoquímico anormal das plantas (Krause e Weis, 1991). Valores da razão 

Fv/Fm (máxima fluorescência/máxima variação da emissão de fluorescência) e 

Fr/FFr (pico máximo na região vermelho/pico máximo na região vermelho 

distante) podem ser utilizados para detectar estresse no PSII, pois verifica-se 

que o declínio da concentração de clorofila indica condição de biossíntese 

anormal do aparato fotossintético, consequentemente diminuição da razão 

Fv/Fm. No entanto, os valores da razão Fr/FFr demonstram que em condição 

de biossíntese anormal ocorre elevação dos valores. Situações inversas 

ocorrem em condição de estresse (Gopal et al., 2002; Maurya et al., 2008; Silva 

et al, 2012). 

Observa-se que o estresse provocado por toxicidade à Cd nas plantas 

ocorreu a partir da dose 20 µmolL-1 em solução, evoluindo com aumento dos 

teores de Cd no tecido foliar (Figura 1.2). Isto demonstra o potencial da 

fluorescência de clorofila para detectar concentrações tóxicas de Cd nas folhas 

de pinhão-manso. Assim, verifica-se que os acúmulos de 10, 14 e 18 mg kg-1 

de Cd nas folhas, correspondentes as doses 20, 30 e 40 µmolL-¹, podem 

implicar em vários distúrbios, incluindo a inibição fotoquímica, principalmente 

porque os metais pesados podem induzir alterações à nível estrutural das 

membranas e de células do aparato fotossintético. Vitória et al. (2006), 

observaram modificações no formato dos cloroplastos de plantas cultivados 

sob doses de Cd, assim como de sua membrana interna e organização do 
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estroma. Sagardoy et al. (2010) verificaram que a toxicidade por Zn afetou a 

condutância estomática em consequência da menor densidade das células-

guarda das folhas, no entanto, estes autores não verificaram significativa 

inibição a nível fotossintético. Pietrini et al. (2003) apontam a toxicidade de Cd 

associada a redução do conteúdo de Fe nas folhas, interferindo na biossíntese 

da clorofila e, consequentemente, na maior emissão de fótons. No entanto, os 

autores também relacionaram o declínio na eficiência quântica com a permuta 

do Cd por Mg na molécula de clorofila.  

Alguns estudos têm demonstrado a sensibilidade da medida da 

fluorescência de clorofila associada a outras técnicas como ferramenta segura 

e vantajosa para mensurar com acurácia a toxicidade de Cd, principalmente, 

por obter resposta rápida e sem danificar a planta avaliada. Pietrini et al. (2003) 

e Wang et al. (2009), utilizando a razão Fv/Fm, um dos parâmetros obtidos por 

meio da leitura da fluorescência de clorofila, verificaram declínio da razão em 

resposta ao estresse de Cd, indicando que o potencial máximo de produção de 

quantum do PSII foi inibido, sendo os resultados confirmados por distúrbios na 

atividade de enzimas antioxidantes. Silva et al. (2012) observaram notável 

diferença na razão Fr/FFr em plantas de milho, após quatro dias de exposição 

a doses 3 e 6 mg L-1 de Cd em solução nutritiva, sendo o estresse corroborado 

pelo resultado dos conteúdos de pigmentos e concentração de Cd em tecido 

vegetal.  

 Verifica-se que os aumentos dos teores de Cd e clorofila b nas folhas 

correlacionaram-se com a elevação da razão Fr/FFr a medida que aumentou 

as doses de Cd em solução (Figura 1.4A e 1.4B). Além disso, faz-se notável a 

confirmação da relativa tolerância do pinhão-manso à toxicidade por Cd nas 

doses 5 µmolL-¹ e 10 µmolL-¹, com correspondentes teores de 5,7 e 6,2 mg kg-¹ 

nas folhas, pois ainda assim as plantas apresentaram a razão Fr/FFr próxima 

ao valor da planta controle, qual apresentou-se com melhor status nutricional.  

Apesar da clorofila b e carotenóides apresentarem menor influência na 

eficiência quântica para o PSII estas podem atuar como pigmentos acessórios 

transferindo elétrons à clorofila a (Bohr, 2011). Silva et al. (2012) também 

verificaram redução do conteúdo de clorofila b, acompanhada por  aumento da 

razão Fr/FFr em plantas sob estresse de Cd. Wang et al. (2009) e Pietrini et al. 

(2003) observaram declínio na razão Fv/Fm em plantas sob estresse de Cd, 

isto indicou que o potencial máximo de produção de quantum do PSII foi 
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inibido, corroborando os resultados dos sintomas visuais cloróticos observados 

nas folhas provocados por estresse de Cd. Wang et al. (2009) observaram que 

o estresse de Cd inicialmente reduziu a atividade da rubisco e fosfenol piruvato 

carboxilase nas folhas e, consequentimente, afetou a transferência 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. Razão dos espectros de fluorescência de clorofila aos 20 dias, em 

plantas de pinhão-manso cultivadas sob doses de Cd em solução nutritiva, 

referente às leituras do vermelho e vermelho distante (Fr/FFr) e teores de Cd 

nas folhas (A). Razão dos espectros de fluorescência de clorofila aos 20 dias, e 

conteúdo de clorofila b (B). 

 

PIGMENTOS, ATIVIDADE ENZIMÁTICA E PROTEÍNA SOLÚVEL  

 

Os conteúdos de clorofila b e total apresentaram declínio com aumento 

das doses de Cd (Tabela 1.3). A redução das concentrações de pigmentos são 

sintomas comumente observadas em plantas por toxicidade à metais pesados 
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(Joshi e Mohanty, 2004; Chaffei et al., 2004; Shi e Cai, 2009; Silva et al., 2012; 

Cambrollé et al., 2013). Como observado anteriormente, a fluorescência de 

clorofila foi sensível para elucidar alterações no PSII e um efeito que se 

relacionou com esse efeito tóxico provocado por Cd foi o declínio do conteúdo 

de clorofila b. Apesar de não ser encontado ajuste de regressão para a clorofila 

“a”, as doses 20, 30 e 40 µmolL-¹ apresentaram clara tendência de redução em 

relação ao controle e as doses mais baixas. 

 

Tabela 1.3. Equações de regressão de pigmentos em plantas de pinhão- 

manso cultivadas sob doses de Cd em solução nutritiva 

Doses de Zn 
Clorofila a Clorofila b Clorofila Total Carotenóides  

(µmol L-¹) 
mg g

-
¹ de matéria fresca 

0 1,32 0,52 1,84 0,29 

5 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 

Variáveis 

 

Equações de Regressão 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. 

  

 Não foi observada reposta significativa para as enzimas catalase, 

polifenoloxidase, ascorbato peroxidase e proteína solúvel. Alterações na 

atividade de enzimas antioxidantes podem demonstrar estratégia de defesa ou 

indicar toxicidade em plantas sob condições de estresse por metais pesados. 

Um efeito negativo do Cd na síntese enzimática é sua substituição em 

estruturas de proteínas e compostos bioativos, devido sua semelhança com 

outros metais (Babula et al., 2008). Dixit et al. (2001) observaram que o 

acúmulo de Cd induziu incremento de H2O2 nas folhas e raízes, e a elevação 

da atividade de enzimas antioxidantes (ascorbato peroxidase e catalase) foi 

expressiva para manter a integridade celular, pois uma vez não controlado o 

excesso das espécies reativas de oxigênio, estas danificaram organelas 

presentes no citosol. Sun et al. (2007) verificaram que o aumento da atividade 

da catalase, peroxidase e concentrações de prolina desempenharam 
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importante papel na tolerância de Cd em plantas hiperacumuldoras (Solanum 

nigrum L. e S. melongena). Smeets et al. (2005) verificaram que o estresse por 

Cd provocou aumento das concentrações de ascorbato peroxidase e glutationa 

em plantas de feijão (Phaseolus vulgaris), sendo estas enzimas apontadas 

como mecanismos indiretos de defesa no balanço homeostático. 

  Apesar de não haver elevação da atividade de enzimas antioxidantes em 

função do acúmulo de Cd nas plantas, também não foi verificada redução da 

atividade à medida que foi induzido o estresse por Cd. Estes resultados, 

associados a outras observações anteriores, corroboram a relativa tolerância 

do pinhão-manso a toxicidade por Cd. Neste sentido, essa pode ser uma 

espécie vantajosa para introdução em estratégias fitorremediadoras em áreas 

contaminadas por Cd, pois além de acumular o metal principalmente no tecido 

radicular, a espécie é não-alimentícia e considerada promissora para produção 

de bioenergia.  
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CONCLUSÕES 

 

 A medida da fluorescência de clorofila foi eficiente para avaliar as 

alterações temporais ocasionadas pela toxicidade de Cd em plantas de pinhão-

manso. 

 Apesar das alterações no desbalanço nutricional, o pinhão-manso 

apresentou relativa tolerância à toxicidade por Cd e não demonstrou efeitos 

deletérios nos teores de Fe e clorofila “a” nas folhas.  

 O aumento das doses de Cd para pinhão-manso não provocou 

alterações na atividade de enzimas antioxidantes nem no teor de proteína 

solúvel nas folhas.  

 Os sintomas visuais de toxicidade por Cd observados nas plantas foram 

caracterizados por clorose nas folhas mais novas, redução de crescimento da 

planta e escurecimento, além de restrição do crescimento, das raízes.  

 O pinhão-manso, por produzir um óleo não comestível e ser promissora 

para produção de bioenergia, pode ser uma espécie importante em estratégias 

para revegetação de áreas contaminadas por Cd, com adicional vantagem 

econômica decorrente do uso comercial do óleo durante o processo de 

remediação. 
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DEFICIÊNCIA E TOXICIDADE DE Zn EM PINHÃO-MANSO (Jatropha curcas 

L.) AVALIADO POR ALTERAÇÕES NUTRICIONAIS E NO APARATO 

FOTOSSINTÉTICO  

RESUMO 

 

O Zinco (Zn) é um elemento requerido para o metabolismo das plantas. 

Entretanto, teores elevados de Zn provocam distúrbios 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 fluorescência de clorofila em plantas de 

pinhão-manso (Jatropha curcas L.). As alterações provocadas pelo Zn no 

status nutricional e fitotóxico, na atividade de enzimas antioxidantes, proteínas 

solúveis e pigmentos fotossintéticos foram também estudadas. Para tanto, 

plantas de pinhão-manso foram cultivadas durante 40 dias em solução nutritiva 

com cinco doses de Zn: 100, 200, 300, 400 e 600 µmol L-1 e um controle, 

contendo 0,380 µmol L-1 de Zn. Os resultados demonstraram que a medida de 

fluorescência detectou precocemente a toxicidade por Zn e indicou potencial 

para monitorar áreas contaminadas por este metal. A razão Fr/FFr foi sensível 

para elucidar alterações no PSII em plantas de pinhão-manso com sintomas de 

toxicidade provocados por Zn. A deficiência e toxicidade por Zn provocaram 

desbalanço nutricional e reduziram as concentrações de pigmentos nas folhas. 

A dose 227 µmolL-1 de Zn foi correspondente a redução de 50% da matéria 

seca. O pinhão-manso apresentou relativa tolerância à toxicidade por Zn não 

demonstrando redução na atividade de enzimas antioxidantes e conteúdo de 

proteína solúvel nas folhas. Pode ser indicada como espécie promissora para 

programas de fitorremediação de áreas contaminadas por este metal.  

 

Palavras-chave: Fluorescência de clorofila. PSII. 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 µmol L-1 and a control 

with 0,380 µmol L-1 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 II 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 µmol L-1 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. PSII. Pigments. Antioxidant enzymes. 
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INTRODUÇÃO 

 

O Zn é um elemento requerido para o metabolismo das plantas, atuando 

principalmente como componente estrutural, catalítico ou cofator enzimático 

(Clemens et al., 2002). É componente essencial para um vasto número de 

enzimas, entre estas, superóxido dismutase, desidrogenase, RNA polimerase. 

O metal está também presente em proteínas ligadas ao DNA, e participa do 

metabolismo de carboidratos e fosfatos, síntese de proteínas, regulação e 

expressão de gene e estrutura de ribossomos (Broadley et al., 2007). 

Considerando-se condições favoráveis de disponibilidade do Zn no solo, este 

apresenta elevada ou intermediária mobilidade nas plantas. No entanto, em 

condições de deficiência, pode apresentar baixa mobilidade, acumulando-se 

nas folhas mais velhas. 

 A sensibilidade para deficiência depende de fatores intrínsecos das 

plantas, assim como da interação do Zn com outros metais. A faixa de 

deficiência nas plantas varia entre 10 a 20 mg kg-1, sendo apresentados 

sintomas visuais inicialmente nas folhas mais novas,  induzindo a atrofia do 

crescimento (Kabata-Pendias, 2010). Silva et al. (2009) verificaram que a 

omissão de Zn para plantas de pinhão-manso (Jatropha curcas L.) promoveu 

encurtamento dos internódios, clorose internerval e encarquilhamento para 

cima de folhas novas, algumas das quais exibiram coloração avermelhada. Por 

outro lado, quando sua concentração na planta excede 300 mg kg–1, observa-

se inibição 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 redução no conteúdo de clorofilas (a e b), 

principalmente devido a deficiência de Fe e Mg, frente a semelhança do Zn 

com estes metais podendo participar dos mesmos sítios bioativos (Soares et 

al., 2001a; Sagardoy et al., 2009). 

Uma das formas de absorção de Zn pelas plantas é por meio de 

proteínas transportadoras, tendo estas afinidades por outros metais, razão pela 

qual estes podem interferir na seletividade da proteína ao Zn. Plantas que são 

submetidas ao excesso de Zn podem inibir o seu influxo mediante da regulação 

das proteínas transportadoras (Lin e Aarts, 2012). Kramer et al. (2007) relatam 

que a absorção de Zn por plantas hiperacumuladoras é conduzida por 
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proteínas transportadoras atreladas a genes da família ZIP, as quais são 

também reguladores da absorção de Fe. 

As plantas evoluíram complexos mecanismos para controlar e minimizar 

os danos por exposição a metais pesados, mas existem muitas dúvidas 

relativas ao mecanismo de acumulação, desintoxicação, transporte, quelação, 

e sequestro de metais que contribuem para a redução da fitotoxicidade. Podem 

ser citadas como duas estratégias básicas, a acumulação e a exclusão de 

metais, resultantes de mecanismos de desintoxicação interna (Gallego et al., 

2012). Observa-se que, em condições de estresse por Zn, a translocação é 

limitada por sequestro e acúmulo no vacúolo das células radiculares 

(Verbruggen et al., 2009). Segundo Nascimento e Xing (2006), a 

compartimentalização no vacúolo de células de raízes e folhas, bem como a 

complexação por peptídeos e proteínas, contribuem para tolerância ao estresse 

de metais pesados. Alguns estudos demonstram que, dentre estes 

mecanismos, a quelação desempenha um papel importante na acumulação e 

transporte de Zn, pois normalmente quelantes como histidina e citrato podem 

inativar o Zn, evitando sua reação 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 ácidos orgânicos de baixo peso 

molecular contribuíram tanto para seu transporte como para o armazenamento 

no vacúolo de células radiculares em Thlaspi caerulescens. 

As moléculas de clorofila a que emitem fluorescência no cloroplasto são 

indicadoras sensíveis do status normal do aparato fotossintético. A medida de 

fluorescência de clorofila é caracterizada por um pico máximo na região 

vermelha (680-700 ηm) que é atribuído ao fotossistema II (PSII) e outro na 

região vermelha distante (730-740 ηm) correspondente ao fotossistema I (PSI) 

(Silva Junior, 2011). A fluorescência de clorofila reflete os processos da 

fotossíntese que ocorrem nos cloroplastos, incluindo a reação fotoquímica 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 

correlação negativa do decrescimento da biossíntese de clorofila e eficiência 

quântica desencadeia declínio da assimilação de C, resultando em inibição do 

crescimento das plantas (Silva et al., 2012). 
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A medida da fluorescência de clorofila é uma ferramenta não invasiva e 

pode revelar alterações nas membranas dos cloroplastos resultantes de 

alterações do aparato bioquímico (Joshi e Mohanty, 2004). A razão obtida 

através da fluorescência de clorofila máxima na região do vermelho e vermelho 

distante (Fr/FFr) pode ser utilizada para esta finalidade, visto que a adequada 

concentração de clorofila indica condições normais do aparato fotossintético, 

apontando consequentemente a diminuição da razão Fr/FFr. Situação inversa 

ocorre em condições de estresse promovidos por danos na integridade da 

atividade fotoquímica das plantas (Gopal et al., 2002; Maurya et al., 2008; Silva 

et al., 2012).  

A toxicidade por Zn pode induzir a produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS), tais como superóxido (O2
-), radicais hidroxila (OH-) e peróxido 

de hidrogênio (H2O2), que ao interagir com componentes celulares promovem 

danos oxidativos e consequente deterioração celular (Gadjev et al., 2008). Em 

espécies de plantas sensíveis à metais pesados, o conteúdo de ROS aumenta  

consideravelmente se não houver um mecanismo eficiente de enzimas 

antioxidantes. Por conseguinte, o acúmulo de ROS resultará em morte celular, 

afetando assim o metabolismo normal das plantas (Sharma e Dietz, 2009). 

Desse modo, a estratégia de elevação da atividade de enzimas antioxidantes 

indica o status de defesa nas células vegetais. Dentre estas destacam-se a 

superóxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase e glutationa redutase 

(Lin e Aarts, 2012; Matilla-Vázquez e Matilla, 2012). 

O presente trabalho avaliou a resposta do acúmulo e distribuição do 

metal em pinhão-manso utilizando a técnica não invasiva da fluorescência de 

clorofila. A resposta das plantas às doses de Zn, considerando-se sua 

essencialidade e toxicidade, além da produção de enzimas antioxidantes, 

proteínas solúveis e pigmentos fotossintéticos, foram estudados. Estes 

resultados permitem avaliar a requerimento metabólico e a tolerância do 

pinhão-manso ao Zn, bem como inferir a possibilidade do uso desta espécie 

em projetos de revegetação de áreas contaminadas.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Sementes de pinhão-manso foram colocadas para germinar em 

bandejas contendo vermiculita umedecida com solução de Ca 0,67 mmol L-1 na 
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forma de Ca(NO3)2).4H2O (Vilela  e Anghinomi, 1984). Treze dias após o 

semeio, as plântulas foram transferidas para vasos plásticos contendo seis 

litros de solução 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-1 de N, P, K, Ca, Mg, S, Cl, Mn, Zn, Cu, B, Mo e Fe, respectivamente, a qual 

foi substituída semanalmente. Adicionou-se diariamente água deionizada nos 

vasos para reposição da água perdida por evapotranspiração. O pH da solução 

foi ajustado sempre que necessário para valores próximos de 5,6 (+/- 0,2), 

sendo a correção efetuada com H2SO4 ou NaOH 1 mmol L-1. Após 14 dias de 

cultivo, foram acrescentadas à solução doses de 100, 200, 300, 400 e 600 

µmol L-1 de Zn (ZnSO4. 7H2O). Foi adotado um controle contendo 0,380 µmol L-

1 de Zn. O experimento foi conduzido em blocos ao acaso, (uma espécie 

vegetal com seis doses de Zn), com 3 repetições.  

Depois da adição das doses de Zn, as plantas foram mantidas em casa 

de vegetação por 40 dias. Após esse período, procedeu-se a coleta e lavagem 

com água destilada das folhas, caule e raízes, sendo estes acondicionados em 

sacos de papel. As amostras foram mantidas em estufa a 65 ºC com circulação 

forçada de ar até peso constante, obtendo-se a matéria seca das partes e total. 

Após secagem, as amostras foram moídas em moinho tipo Willey e 

acondicionadas em sacos plásticos. A digestão do material vegetal foi feita em 

ácidos nítrico e clorídrico em forno de microondas (Mars Xpress), segundo o 

método 3051A (USEPA - 1996) e submetido à digestão sulfúrica para 

determinação de N (Embrapa, 1999).  

No extrato da digestão foram determinados os teores de Zn e Cu por 

espectrofotometria de absorção atômica (AAnalyst 800). Também foram 

determinados os teores de Ca, Mg, Fe, Mn, Mo e B por espectrometria de 

emissão ótica (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 

conteúdos dos elementos. Para avaliação da qualidade das análises para Zn 

foi utilizado um padrão do Nacional Institute of Standards and Technology 

(1570a­Trace elements in spinach), sendo obtida uma recuperação de 98%.  

As medidas de fluorescência de clorofila foram efetuadas com um 

emissor de luz ultravioleta LED, com picos de comprimento de onda vermelho 

(685 ηm) e vermelho distante (735 ηm) obtidos pelo software do aparelho 



56 

(Ocean Optics-Spectra Suite). Foram efetuadas 5 avaliações ao longo do 

experimento. A primeira avaliação foi tomada antes da adição do Zn e a última 

um dia antes da coleta das plantas. Estas avaliações foram realizadas à noite a 

partir da permanência das plantas por 20 minutos no escuro, com o intuito de 

garantir a desativação 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 à emissão de 

luz por 10 segundos cronometrados.  

 Os espectros obtidos foram ajustados a duas curvas Gaussianas 

correspondentes ao 685 ηm e 735 ηm. A razão entre a intensidade da 

fluorescência F685/F735 (Fr/FFr) de altura de pico foi calculada a partir da 

curva ajustada para cada uma das doses de Zn em solução e usadas para 

inferir sobre o efeito do elemento na biossíntese de clorofila e no PSII por meio 

do software Origin versão 6.0. 

Para as análises bioquímicas, foi coletada uma amostra por planta do 

mesmo par de folhas utilizadas na avaliação da fluorescência de clorofila na 

última avaliação. Realizou-se a determinação dos conteúdos de clorofila a, 

clorofila b e carotenóides mediante extração com acetona 80% (Arnon 1949) e 

para determinação de carotenóides utilizou-se a equação segundo 

Lichtenthaler (1987).  

O extrato bruto utilizado na determinação da atividade das enzimas e do 

teor de proteínas foi obtido através de homogeneização de 200 mg do material 

vegetal em almofariz, com N2 líquido, e adicionado 2,0 mL de tampão fosfato 

de potássio (100 mmolL-1, 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 proteína solúvel (Bradford, 1976). Todas as 

determinações foram efetuadas por espectrofotometria. 

Os dados obtidos foram submetidos à ANOVA e à análise de regressão 

com Software SISVAR (Ferreira, 2008). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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PRODUÇÃO DE MATÉRIA SECA 

 

As produções de matéria seca das folhas e raízes foram reduzidas de 

forma quadrática, enquanto que a do caule decresceu linearmente com a 

adição das doses crescentes de Zn à solução nutritiva (Tabela 2.1). A 

aplicação 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-1 de 

Zn em solução provocou o maior incremento na biomassa das plantas (Tabela 

4). No entanto, cabe salientar o efeito benéfico do Zn para as plantas, uma vez 

que o suprimento de 100 µmol L-¹ possibilitou aumento de 788%, 146%, 428% 

na produção de matéria seca das folhas, caule e raízes, respectivamente, em 

relação ao controle. A dose tóxica de um elemento, segundo a Agência e 

Proteção Ambiental do EUA, corresponde a 50% de redução da matéria seca 

(King, 1996). No presente ensaio, esta dose foi 227 µmol L-¹. Observa-se que a 

dose 300 µmol L-¹ provoca ponto de inflexão na curva com acentuada queda na 

matéria seca das plantas.  

 
Tabela 2.1. Matéria seca de plantas de pinhão-manso cultivadas sob doses de 

Zn em solução nutritiva 

Doses de Zn 

(µmol L-¹) 

Matéria seca, g vaso
-
¹ 

Folhas Caule Raízes 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 

Variáveis Equações de regressão 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 Raízes y= -0,0001**x² + 0,0302*x + 4,6530, R²= 0,56** 

Matéria seca Total y= -0,0003**x² + 0,1186*x + 29,0710, R²= 0,54** 

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

 

As condições de deficiência ou toxidez provocaram severas reduções de 

crescimento nas plantas. O decréscimo observado para a maior dose em 
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relação a 100 µmol L-¹ foi de 94%; 81% e 84% para folhas, caule, raízes, nessa 

ordem. Como também reduções de 89%, 59% e 81% para folhas, caule, raízes, 

respectivamente, foram registradas para dose controle em relação a 100 µmol 

L-1. Ambas as condições induzem profundas alterações moleculares, 

estruturais e metabólicas, com declínio das funções fisiológicas, tendo como 

consequência a diminuição de biomassa e produtividade (Solymosi e Bertrand, 

2012).  

 

Figura 2.1. Redução de crescimento e sintomas de toxidez de Zn em plantas 

de pinhão-manso crescidas em solução nutritiva. 

 

Os sintomas visuais de deficiência detectados nas plantas durante o 

ensaio foram clorose interneval (esbranquiçada) nas folhas novas, e algumas 

folhas exibiram coloração avermelhada, e severa restrição no crescimento das 

plantas, corroborando os resultados de Silva et al. ( 2009), no que se refere a 

omissão de Zn em pinhão-manso. Zinco, juntamente com B e Cu, é um dos 

micronutrientes mais limitantes para produtividade do pinhão-manso (Laviola e 

Dias, 2008). Silva et al. (2009) citam a sequência Fe>Cu>Zn>Mn>B para a 

limitação de micronutrientes para produção de biomassa desta espécie. 

Chaves et al. (2010) afirmam que quando existe suprimento adequado de Zn, 

muitas espécies translocam quantidades apreciáveis do elemento das folhas 
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mais velhas para órgãos de crescimento. Lima et al. (2011) estudando a 

mobilidade de Zn em plantas de pinhão-manso verificaram intensa 

redistribuição de Zn das folhas mais velhas para os tecidos mais novos. No 

entanto, Lange et al. (2005) verificaram baixa redistribuição de Zn para folhas 

mais novas em mamona, planta da mesma família do pinhão-manso cultivada 

sob condição de deficiência. Kabata-Pendias (2010) cita que, apesar da alta 

mobilidade do Zn nas plantas, em condições de deficiência as mesmas podem 

apresentar baixa mobilidade, acumulando-se nas folhas mais velhas. 

Os sintomas visuais de toxidez observados para a dose mais elevada 

(600 µmol L-1) foram clorose seguida de necrose nas folhas mais novas, com 

severa restrição no crescimento das plantas, sendo esta mais acentuada nas 

folhas, e necrose do meristema apical. Para as doses 300 µmolL-1 e 400 µmolL-

1 verificou-se apenas a ocorrência da redução do crescimento e clorose nas 

folhas mais novas. Na dose 600 µmol L-1, o aparecimento dos sintomas visuais 

teve início na segunda semana de tratamento, e nas demais doses apenas 

após a terceira semana de tratamento. Nas raízes, além da redução do 

crescimento, observou-se também escurecimento, comportamento não 

verificado em condição de deficiência (Figura 2.1).  

 

TEOR DE Zn NAS PLANTAS 

 

O aumento das doses foi acompanhado pelo acúmulo de Zn nas folhas e 

caule de forma quadrática, enquanto que, nas raízes, este aumento ocorreu 

linearmente (Figura 2.2). Considerando que o maior acúmulo foi verificado na 

dose 400 µmol L-¹, o incremento em relação ao controle foi de até 2825% e 

2804%, nas folhas e caule, respectivamente. Avaliando a dose 600 µmolL-¹ em 

relação ao controle, o acréscimo verificado foi de 26062%. 

A partir da dose 200 µmol L-1, os teores de Zn encontrados nas folhas 

estiveram na faixa de 296 a 842 mg kg-1, teores considerados tóxicos para a 

maioria das espécies. Isto demonstra a interferência do acúmulo de Zn a partir 

dessa dose na biossíntese normal das plantas, coincidindo com significativa 

redução na matéria seca. Verificou-se também que as plantas em melhor 

status nutricional visual (100 µmol L-1) acumularam 213 mg kg-¹ nas folhas. 

Apesar da toxidez, o acúmulo de Zn nas raízes de 4399 mg kg-1 para 

dose 400 µmolL-1 indica o potencial desta espécie para tolerar teores elevados 

de Zn no solo imobilizando-os nas raízes. Logo, comparando a distribuição do 
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teor nas folhas em relação às raízes, observa-se para 100 µmol L-¹ e 400 µmol 

L-¹, a relação de 6 vezes maior o acúmulo nas raízes para ambas doses. Sendo 

interessante destacar que a dose 400 µmol L-1 não inibiu a translocação do Zn 

para parte aérea. No entanto, a maior dose (600 µmol L-¹) de Zn apresentou a 

relação 11 vezes maior o acúmulo de Zn nas raízes em comparação com a 

folha.  

A translocação de metais pesados pode ser limitada pelo sequestro do 

metal, o qual se concentra no vacúolo das células radiculares (Verbruggen et 

al. (2009). Sendo assim, observa-se que a baixa transloção de metais para 

parte aérea é considerado mecanismo importante para imobilização de metais 

em áreas contaminadas, pois reduz a transferência de metais do solo por 

erosão e lixiviação (Soares et al., 2001b; Melo et al., 2009).  

 

 
 

 
Figura 2.2. Teor de Zn em plantas de pinhão-manso cultivadas sob doses de 

Zn em solução nutritiva. * e **: Significativo a 5, 1% de probabilidade, 

respectivamente. 

 

Alguns autores têm demonstrado que o pinhão-manso apresenta 

tolerância 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 três estratégias para manter a homeostase de metais. Uma delas 

é a exclusão, em que os metais são excluídos ou tem sua absorção limitada, 

reduzindo sua concentração nas células; outra é o sequestro de metais em 

vacúolos ou seu efluxo para o citoplasma. Na terceira estratégia, praticada por 

espécies hiperacumuladoras, os metais são eficientemente transportados para 

os vacúolos por vários transportadores específicos (Lin e Aarts, 2012). No 

entanto, pode-se inferir que, apesar do pinhão-manso apresentar relativa 

tolerância em acumular elevados teores nas raízes, a concentração de 8899 

mg kg-1 observado na maior dose (600 molL-1) promoveu severa toxicidade 

devido a perda da capacidade de retenção nas raízes da grande quantidade de 

Zn absorvido. O efeito tóxico de metais pesados em plantas ocasiona 

deterioração 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 redução de todos 

os nutrientes avaliados (N, P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, B e Mo) (Tabela 2.2). 

Alguns estudos têm demonstrado que o desbalanço nutricional é um sintoma 

de toxidez desencadeado pelo acúmulo 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 interferência dos elevados teores de Zn nas 

plantas reduzindo o conteúdo de Mg provocado por substituição do Zn por Mg 

na molécula de clorofila. Sagardoy et al. (2009) observaram reduções nas 

concentrações de nutrientes em plantas de beterraba (Beta vulgaris L.) sob 

estresse de Zn cultivadas em solução nutritiva. Estes autores ressaltaram que 

um dos sintomas de toxicidade por Zn foi a interferência na absorção do Fe 

induzindo sua deficiência. Bonnet et al. (2000) citam que as reduções nos 

conteúdos de P, Ca, K, Mg, e Cu em folhas de azevém (Lolium perene) 

cultivadas sob doses de Zn provocam distúrbios em processos metabólicos, 

incluindo a fotossíntese e a assimilação do nitrogênio. Tewari et al. (2008) 

avaliando a toxicidade por Zn em plantas de amoreira (Morus alba L.) 

observaram decréscimo nas concentrações de Fe, Mn, e Cu em folhas novas  

e também o incremento de H2O2, induzindo estresse oxidativo. Wang et al. 

http://www.sciencedirect.com.ez19.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0098847212001670#bib0065
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(2009) observaram maiores decréscimos nos conteúdos 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 reduções nas 

concentrações de Cu e Fe nas folhas, embora o conteúdo destes metais foram 

praticamente inalterados nas raízes. 

 

Tabela 2.2. Equações de regressão dos conteúdos de nutrientes em plantas de 

pinhão-manso cultivadas sob doses de Zn em solução nutritiva. 

Variáveis  Equações de Regressão Ajustadas 

Conteúdo N Folhas, g vaso
-1

 y = -0,4x 10
-5

**x² + 0,0020**x + 0,3093, R² = 0,53** 

Conteúdo N Caule, g vaso
-1

 y= 0,000**x² - 0,0001**x + 0,0489, R²= 0,61** 

Conteúdo N Raiz, g vaso
-1

 y= 0,2x10
-5

**x² + 0,0008**x + 0,1033, R²= 0,54** 

Conteúdo P Folhas, g vaso
-1

 y = -0,6x10
-5

**x² + 0,0025**x + 0,4918, R²= 0,53** 

Conteúdo P Raiz, g vaso
-1

 y = -0,4x10
-5

*x² + 0,0019**x + 0,2037, R²= 0,54** 

Conteúdo K Folha, g vaso
-1

 y = -0,7x10
-5

*x² + 0,0037**x + 0,3213, R²= 0,66** 

Conteúdo K Caule, g vaso
-1

 y = -0,3x10
-5

*x² + 0,0014**x + 0,3351, R²= 0,67** 

Conteúdo K Raiz, g vaso
-1

 y = -0,3x10
-5

*x² + 0,0015**x + 0,1784, R²= 0,55** 

Conteúdo Ca Folhas, mg vaso
-1

 y = -0,41x10
-5

*x² + 0,0002*x + 0,369, R²= 0,51* 

Conteúdo Mg Caule, g vaso
-1

 y= -0,084*x + 62,75, R²= 0,51* 

Conteúdo Mg Raízes, g g vaso
-1

 y= -0,5x10
-7

*x² + 0,0002**x + 0,044, R²= 0,52* 

Conteúdo Cu Folhas, mg kg
-1

 y = 0,1x10
-5

**x² + 0,0003**x + 0,057, R²= 0,70** 

Conteúdo Cu Caule, mg kg
-1

 y = 0,1x10
-4

**x + 0,086, R²= 0,41** 

Conteúdo Cu Raízes, mg kg
-1

 y = -0,1x10
-5

**x 0,0003**x + 0,040, R²= 0,58** 

Conteúdo Fe Folhas, mg vaso
-1

 y= -0,00001*x² + 0,004*x + 0,909, R²= 0,44* 

Conteúdo Mn Folhas, mg vaso
-1

 y =-0,2.10
-4

*x² + 0,0103*x + 1,234, R²= 0,68* 

Conteúdo Mn Caule, mg vaso
-1

 y =-0,1x10
-4

*x² + 0,0057**x + 0,637, R²= 0,94* 

Conteúdo Mn Raízes, mg vaso
-1

 y =0,006*x + 1,117, R²= 0,54* 

Conteúdo B Folhas, mg vaso
-1

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

Conteúdo Mo Folhas, mg vaso
-1

 y = -0,000028**x + 0,116, R²= 0,33* 

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

 

O desbalanço 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 correlação 

positiva para concentração dos teores de Pb com os de Fe, Mn e Ni, e dos 

teores de Cd e Ni, e também correlações negativas entre os teores de Cd, Fe e 

Mn. Costa et al. (2012), avaliando a toxicidade por Cd em mamona, verificaram 

correlação positiva entre Cd e Ca, Cu, Fe, Mn e Zn nas raízes , pois o elevado 

potencial fitotóxico do Cd, ocasiona deterioração celular das raízes e 
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consequentemente interfere na permeabilidade da membrana induzindo ao 

acúmulo indiscriminado de nutrientes. No entanto, Zhao et al. (2012), avaliando 

a toxicidade por Mn em Phytolacca americana, verificaram que não houve 

desbalanço nutricional nas plantas e apontam outros efeitos positivos na 

tolerância dessa espécie em acumular 5996 mg kg-¹ de Mn nas folhas, entre os 

quais citam a elevação da atividade enzimática superóxido de hidrogênio e 

catalase, comportamentos não verificados nas plantas à toxicidade por Zn e 

Cu. 

As plantas com sintomas de deficiência e toxidez por Zn reduziram 96% 

e 91% de Fe nas folhas, respectivamente, em relação a dose 100 µmolL-¹. Isto 

confirma o severo desbalanço de Fe para ambas as situações de estresse. Lin 

e Aarts (2012) ressaltam que o mecanismo de homeostase de um metal 

essencial é mais fácil de ser controlado em condição de deficiência do que em 

níveis tóxicos. As implicações sobre o metabolismo das plantas tanto em 

condições de deficiência como toxidez inibiram a capacidade fotossintética das 

plantas, pois o declínio de Fe e outros micronutrientes são relevantes para o 

metabolismo fotossintético, uma vez que, participam tanto da constituição 

celular, como também de reações enzimáticas e de oxirredução (Hansch e 

Mendel , 2009). As reduções nos conteúdos de Mg nas folhas de 77 % e 96% 

para as plantas cultivadas nas doses controle (deficiência) e 600 µmolL-¹ 

(toxicidade), respectivamente, em relação a dose 100 µmolL-1 foi outro fator que 

implica em declínio da atividade fotossintética principalmente porque o Mg é 

um elemento abundante no citosol, e interage com ligantes nucleófilos, 

propriedade qual possibilita sua presença no centro da molécula de clorofila e 

também como constituinte na agregação de ribossomos. Além da participação 

na atividade enzimática da RNA-polimerase, ATPase, fosfatase, e na síntese 

de glutationa e carboxilase (Shaul, 2002). 

 

FLUORESCÊNCIA DE CLOROFILA 

 

Os espectros apresentaram diferenças nos picos de absorção da 

fluorescência de clorofila (Figura 2.3A e 2.3B). Verificou-se que os espectros 

das plantas sob cultivo em condições de toxicidade e deficiência foram 

distintos, com menor pico observado em condição de estresse sob toxicidade 

por Zn.  

http://www.sciencedirect.com.ez19.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1369526609000429
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As folhas de pinhão-manso analisadas parecem ter propriedades 

anatômicas que dificultam a detecção da fluorescência de clorofila, apesar do 

baixo conteúdo de pigmentos fotossintéticos. Buschmann (2007) afirma que 

propriedades ópticas das folhas têm um papel importante na passagem da 

fluorescência de clorofila, e podem ser específicas para diferentes espécies 

vegetais, assim como, a idade da folha. 

Segundo Silva et al. (2012), a diminuição da razão Fr/FFr ocorre quando 

a concentração de clorofila aumenta, indicando maior reabsorção de 

fluorescência no comprimento 685 nm detectando condições de funcionamento 

normal do aparato fotossintético. Contudo, como citado anteriormente a razão 

Fr/FFr não confirmou a inibição do funcionamento de clorofila em plantas com 

deficiência de Zn. Morales et al. (2000) verificaram que a medida da 

fluorescência de clorofila pode também ser uma ferramenta potencial para 

detectar alterações na fluorescência de clorofila em plantas cultivadas sob 

deficiência, observando esse efeito para Fe. Pois os sintomas de deficiência 

são provenientes de modificações exteriores ocasionadas por danos 

bioquímicos que ocorrem em nível molecular e celular nos tecidos vegetais. 

Esses danos podem ser reproduzidos em plantas de espécies diferentes, uma 

vez que os processos bioquímicos exercem funções específicas, que variam 

pouco entre espécies (Silva et al., 2009).  
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Figura 2.3. Espectros médios da fluorescência de clorofila em plantas de 

pinhão-manso cultivadas sob doses de Zn em solução nutritiva (A e B) aos 40 

dias. Razão dos espectros de fluorescência de clorofila em função do tempo de 

cultivo, referente às leituras do vermelho e vermelho distante (Fr/FFr) (C). 

 

De maneira geral a razão Fr/FFr das plantas controle foram praticamente 

constantes ao longo do ensaio, sendo que as plantas apresentaram baixo 

índice de emissão de folhas. As leituras foram realizadas praticamente na 

mesma folha em todas as avaliações, e estas não apresentaram clorose, 

podendo ter possibilitado essa constante nos resultados (Figura 2.3C).  

Observou-se que a avaliação temporal indicou maior elevação da razão 

Fr/FFr para dose (600 µmolL-¹), exceto após os 30 dias de avaliação. A partir 

deste período as plantas apresentaram decréscimos e igualaram-se, exceto 

para as doses 200 e 400 µmolL-¹ . Pode-se inferir que declínio da razão Fr/FFr 

das plantas aos 40 dias de tratamento indica melhor adaptação das plantas a 

condições de estresse.  

A detecção 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 declínio na capacidade de transporte de 

elétrons em plantas submetidas a estresse de Zn, representada pela redução 

na razão Fv/Fm, parâmetro também utilizado para avaliar alteração no PSII. De 

acordo com Buschmann (2007), a razão Fr/FFr depende principalmente do 

conteúdo da clorofila, e em menor relevância da atividade fotossintética e das 

características ópticas e arranjos celulares do tecido foliar. No entanto, Cherif 

et al. (2010) citam que aumento da razão Fr/FFr não é apenas indicativo de 

redução do conteúdo de clorofila, mas pode também ser elevada quando o 

processo fotossintético de conversão de quantum é afetado. 

 

PIGMENTOS, ATIVIDADE ENZIMÁTICA E PROTEÍNA SOLÚVEL 

 

O conteúdo de pigmentos foi influenciado significativamente pela adição 

das doses de Zn (Tabela 2.3). O comportamento quadrático do conteúdo de 

pigmentos, demonstra sua função do Zn como micronutriente e seu efeito 

tóxico em doses elevadas. Verifica-se que o conteúdo de clorofilas (a e total) e 

carotenóides aumentaram 174%, 137% e 42%, respectivamente, com relação 

ao controle quando adicionado 100 µmol L-1 de Zn. O aumento da 

concentração de clorofila indica condições de biossintesse normal do aparato 

fotossintético, consequentemente, maior produção de biomassa.  

A inflexão da curva na dose 300 µmol L-1 (Figura 2.3) coincide com os 

efeitos de toxidez observados visualmente, que promoveram reduções de 65, 

56, 63 e 40 % no conteúdo de clorofilas a, b, total e carotenóides, 

respectivamente. A redução da concentração de clorofilas e carotenoides 

também são sintomas comuns ocasionados por estresse de metais pesados 

(Joshi e Mohanty, 2004; Cambrollé, 2012; Cambrollé, 2013). O conteúdo de 

pigmentos fotossintético é indicador sensível do status fisiológico das plantas. 

No entanto, os métodos para a sua determinação são invasivos, lentos e 

trabalhosos (Peñuelas e Filella, 1998), razão pela qual a correlação destas com 

a fluorescência de clorofila pode ser utilizada para avaliação do estresse. 

Não foi verificada alteração significativa para a catalase, 

polifenoloxidase, peroxidase do ascorbato e proteína solúvel. No entanto, 

observou-se para atividade da polifenoloxidase e peroxidase do ascorbato, 

tendência à elevação até a dose 300 µmol L-1, mantendo-se constante. Para 
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atividade da catalase e conteúdo de proteína solúvel, observou-se tendência de 

aumento até a dose 400 mol L-1, com posterior declínio.  

 

Tabela 2.3. Conteúdo de pigmentos em plantas de pinhão-manso cultivadas 

sob doses de Zn 

Doses de Zn Clorofila a Clorofila b Clorofila Total Carotenóides 

(µmol L-¹) mg g-¹ 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 

Variáveis Equação de regressão ajustadas  

Clorofila a y= -0,0000**x² + 0,00219**x + 0,7530, R²= 0,44** 

Clorofila Total y= -0,6x10
-5

* x² + 0,00246*x + 1,0866, R²= 0,45** 

Carotenóides y= -0,1x10
-4

**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 pinhão-manso cultivadas em solos contendo 0, 25, 50, 100 e 

250 mg kg -1 de Cr, elevaram os teores das enzimas antioxidantes catalase, 

peroxidase do ascorbato e glutationa S-transferase à medida que aumentava o 

acúmulo de Cr na planta. Isto ressalta a importância da síntese dessas 

enzimas na inibição da toxicidade. A elevação da atividade enzimática é uma 

importante estratégia de tolerância de plantas sob estresse de metais pesados, 

principalmente por inibir a produção de espécies reativas de oxigênio (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 sensíveis a metais pesados, o 

conteúdo de espécies reativas de oxigênio aumenta consideravelmente se não 

houver um mecanismo eficiente de enzimas antioxidantes. Consequentemente, 

o dano celular induzido por espécies reativas de oxigênio resultará em morte 

celular, afetando o funcionamento fotossintético das plantas (Sharma e Dietz, 

2009). Cabe salientar a relativa tolerância das plantas de pinhão-manso, visto 

que a atividade enzimática não apresentou declínio em condições de estresse 

de Zn. Este fato, aliado a outras observações sobre a tolerância da espécie à 

Zn, pode ser útil para sua utilização em projetos de revegetação de áreas 

contaminadas pelo elemento. Neste caso, como se trata de uma espécie 
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oleaginosa, a produção de óleo não comestível, especialmente para biodiesel, 

pode ser uma alternativa viável ambientalmente e geradora de renda durante o 

processo de remediação da área. 
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CONCLUSÕES 

 

 A medida da fluorescência de clorofila detectou precocemente a 

toxicidade por Zn e indicou potencial para monitorar áreas contaminadas por 

este metal. A razão Fr/FFr foi sensível para elucidar alterações no PSII em 

plantas de pinhão-manso com sintomas de toxicidade provocados por Zn.  

 A dose 227 µmolL-1 de Zn foi correspondente a redução de 50% da 

matéria seca.  

A deficiência e toxicidade por Zn provocaram desbalanço nutricional e 

reduziram as concentrações de pigmentos nas folhas.  

O pinhão-manso apresentou relativa tolerância à toxicidade por Zn não 

demonstrando redução na atividade de enzimas antioxidantes e conteúdo de 

proteína solúvel nas folhas, e pode ser indicado como espécie promissora para 

programas de fitorremediação de áreas contaminadas por este metal. 
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ALTERAÇÕES NO FOTOSSISTEMA II, COMPOSIÇÃO MINERAL E 

PRODUÇÃO DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES EM PINHÃO-MANSO (Jatropha 

curcas L.) EXPOSTO A DOSES DE CHUMBO 

 

RESUMO 

 

O monitoramento da contaminação por Pb, assim como alternativas de 

recuperação de áreas contaminadas é de grande relevância para redução de 

impactos ambientais. Considerando que o pinhão-manso (Jatropha curcas L.) é 

uma espécie promissora para fitoestabilizar áreas contaminadas por metais 

pesados, o presente trabalho avaliou o acúmulo, distribuição e toxicidade por 

Pb em plantas de pinhão-manso. A técnica da fluorescência de clorofila foi 

utilizada para avaliar as alterações provocadas pelo metal na atividade 

fotossintética. Adicionalmente, a composição mineral, a atividade de enzimas 

antioxidantes, proteínas solúveis e pigmentos fotossintéticos foram também 

estudados. Para esta finalidade, plantas de pinhão-manso foram cultivadas 

durante 40 dias em solução nutritiva com cinco doses de Pb (25, 50, 100, 150 e 

200 µmol L-1) e um controle, sem adição do metal, foi adotado. A fluorescência 

de clorofila detectou alterações no PSII em plantas de pinhão-manso cultivadas 

sob doses de Pb, indicando relevância da técnica para monitoramento 

ambiental de área contaminda pelo metal. As doses de Pb provocaram 

alterações na composição mineral das plantas, com redução nas 

concentrações de N, P, Cu e Zn nas folhas. A toxicidade por Pb não provocou 

efeitos deletérios nos teores de Fe, Mg e pigmentos foliares, apesar das razões 

Fr/FFr verificarem alterações no status fisiológico das plantas. A toxicidade por 

Pb em pinhão-manso não provocou alterações na atividade de enzimas 

antioxidantes e nas proteínas solúveis nas folhas.  

 

 

Palavras-chave: Contaminação. 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 µmol L-1) besides a control with no 

Pb addition. Fluorescence of chlorophyll detected alterations in the photosystem 

II 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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INTRODUÇÃO 

 

A entrada de metais pesados na atmosfera, água e solo e posterior 

transferência do solo para as plantas, promove efeitos adversos como 

fitotoxicidade e contaminação da cadeia trófica, refletindo diretamente na 

qualidade de vida. O Pb é um metal pesado que tem provocado grandes 

problemas ambientais, por isso alguns estudos têm avaliado seu potencial de 

difusão nos ecossistemas. Uma fonte pontual considerada mais relevante para 

contaminação ambiental por Pb é a atividade de refinaria do metal (Paoliello et 

al., 2002). Outras atividades antropogênicas geradoras de emissões oriundas 

de diversos processos industriais, incineração de resíduos, fábricação de 

cimento, queima de combustíveis e produção de energia também adicionam Pb 

ao meio (Kabata-Pendias, 2010;Toledo et al., 2008).  

Haiyan e Stuanes (2003), investigando o acúmulo de metais pesados 

durante quatro anos em área industrial, verificaram predominância de Pb nas 

partículas de poeira e maior teor em plantas de áreas industriais próximas ás 

emissões das chaminés do forno de fundição, enquanto que as partículas 

menores foram depositadas no solo principalmente por precipitação. Os 

autores ainda ressaltaram que os aspectos negativos para contaminação 

ambiente não ocorrem apenas localmente, mas também em áreas vizinhas. 

Ren et al. (2006), investigando a concentração de Pb em diferentes locais, 

verificaram concentrações de Pb nesta ordem decrescente: área industrial, 

creches, jardim residencial, parque público, área comercial e fazenda, quais 

registraram teores médios de 1723, 135, 99, 99, 67, 35 mg kg-1 de solo, 

respectivamente, sendo o teor mais elevado (15127 mg kg-1 de Pb no solo) 

observado próximo à área do forno de fundição. Brait e Antoniosi Filho (2010), 

avaliando a qualidade do ar, verificaram concentrações médias de Pb de 6,7 

μg-1 m2 dia-1 sendo o maior valor detectado em áreas de maior intensidade de 

trânsito.  

O monitoramento ambiental da contaminação por Pb, e também a 

recuperação das áreas contaminadas, é de grande relevância para 

sustentabilidade dos ecossistemas. Nascimento e Xing (2006) citam como 

estratégias para recuperação de áreas contaminadas a fitoestabilização, 

prática que visa o estabelecimento de espécies vegetais tolerantes à 

concentrações elevadas de metais pesados nos solos. Esta prática, além de 
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desempenhar papel de proteção do solo, imobiliza o metal pesado in situ. A 

fitoestabilização é uma técnica que reduz o risco de difusão da contaminação 

pois atua como barreira diminuindo a transferência do metal pesado para 

outros ambientes, por meio de processos como erosão e lixiviação.  

Alguns estudos têm demonstrado que o pinhão-manso apresenta 

tolerância a metais pesados (Juwarkar et al., 2008; Jamil et al., 2009; Yadav et 

al., 2009) pondendo ser indicada como espécie relevante para fitoestabilizar 

áreas contaminadas por metais pesados, com vantagem de atribuir valor 

econômico no período de recuperação da área, visto que é atualmente 

considerada espécie oleaginosa não comestível promissora para produção de 

biocombustível (Kumar e Sharma, 2008; Sahoo et al., 2009; Sahoo e Das, 

2009; Jingura et al., 2010). 

O Pb provoca alterações morfológicas e funcionais nas células vegetais 

(Malone, et al., 1974; Wierzbicka et al., 2007; Zhao et al., 2011). De maneira 

geral, os efeitos tóxicos do Pb nas plantas são caracterizados por inibição da 

atividade fotossintética e mitose, redução da absorção de água e, como 

observado para outros metais pesados, a toxicidade por Pb desencadeia danos 

no sitema radicular e provoca efeitos secundários na absorção e transporte de 

outros elementos (Kabata-Pendias, 2010). 

A diminuição da atividade fotossintética é causada por vários distúrbios, 

podendo apresentar-se de forma reversível ou irreversível, a depender da 

intensidade do estresse e da tolerância da planta ao estresse. O dano 

promovido pelo acúmulo de Pb em tecido vegetal é um dos responsáveis por 

desencadear alterações no aparato fotossintético, sendo o contéudo de 

pigmentos comumente afetado. Zhou et al. (2010) verificaram redução do 

conteúdo de clorofila a, b e carotenóides em folhas de irís (Iris pseudacorus L.) 

cultivadas sob estresse de Pb. Alfadul e Al-Fredan (2013) verificaram redução 

no conteúdo 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 carotenóides são componentes 

incorporadas nas unidades dos fotossistemas, as quais localizam-se nas 

membranas dos tilacóides dos cloroplastos. Há dois tipos de fotossistemas 

(PSI e PSII), sendo que a principal diferença entre eles é o pico máximo de 

absorção, de 700 e 680 nm, respectivamente (Shabala, 2009).  
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A medida da fluorescência de clorofila possibilita avaliar os efeitos de 

estresse em plantas, por meio da inibição do transporte de elétrons à nível de 

membrana dos cloroplastos e, consequentemente, demonstra como a atividade 

fotossintética é negativamente afetada. Giardi et al. (2001) e Corcoll et al. 

(2011) ressaltam que a técnica consegue detectar alterações no PSII em 

diferentes condições de estresse, pois este fitossistema é sensível a um vasto 

número de contaminantes, desde substâncias orgânicas e metais pesados. 

Um dos parâmetros obtidos com a medida da fluorescência de clorofila é 

a razão Fr/FFr, obtida das medidas do pico 680-700 ηm (Fr= vermelho) e 730-

740 ηm (FFr= vermelho distante), valor do qual pode-se inferir alterações no 

aparato fotossintético, porque o aumento da razão Fr/FFr, além de detectar 

redução do conteúdo de clorofila, também possibilita relacionar distúrbios no 

aparato fotossintético, indicando que a conversão de quantum foi afetado 

(Cherif et al., 2010). Alguns estudos tem demontrado o potencial da 

fluorescência 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 produção 

de espécies reativas de oxigênio (ROS), moléculas reativas, tais como 

superóxido (O2
-), radicais hidroxila (OH-), peróxido de hidrogênio (H2O2) que ao 

entrar em contato com componentes celulares induzem estresses oxidativos 

nas células e ocasionam danos em membranas e, em condições 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 eliminação de ROS por 

meio da elevação da produção de enzimas antioxidantes capazes de 

desintoxicar as células. Entre estas podem ser citadas a superóxido 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 pinhão-manso é uma espécie promissora para 

fitoestabilizar áreas contaminadas por metais pesados, o presente trabalho 

avaliou o acúmulo, distribuição e toxicidade por Pb em plantas de pinhão-

manso utilizando a técnica da fluorescência da clorofila e as alterações 

provocadas pelo Pb na composição mineral, na produção de enzimas 

antioxidantes, proteína solúveis e pigmentos fotossintéticos. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Sementes de pinhão-manso (Jatropha curcas, L.) foram colocadas para 

germinar em bandejas contendo vermiculita umedecida com solução de Ca 

0,67 mmol L-1 na forma de Ca(NO3)2).4H2O (Vilela e Anghinomi, 1984). Treze 

dias após o semeio, as plântulas foram transferidas para vasos plásticos 

contendo seis litros de solução 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; 7,53 mg L-1 de N, P, K, Ca, Mg, S, Cl, Mn, Zn, Cu, B, Mo e Fe, 

respectivamente, a qual foi substituída semanalmente. Foi adicionado 

diariamente água deionizada nos vasos para reposição da água perdida por 

evapotranspiração. O pH da solução foi ajustado sempre que necessário, para 

valores próximos de 5,6 (+/- 0,2), sendo a correção efetuada com H2SO4 ou 

NaOH 1 mmol L-1. Após 14 dias de cultivo, foram acrescentadas na solução 

doses de 25, 50, 100, 150 e 200 µmol L-1 de Pb [(CH3COO)2Pb3H2O]. Um 

controle (sem adição de Pb) foi adotado. O experimento foi conduzido em 

blocos ao acaso (uma espécie vegetal com seis doses de Pb), com 3 

repetições. 

 Após a adição do Pb, as plantas foram mantidas em casa de vegetação 

por 40 dias. Posterior a esse período, procedeu-se a coleta e lavagem com 

água destilada das folhas, caule e raízes, sendo estes acondicionados em 

sacos de papel. 

 As amostras foram mantidas em estufa a 65 ºC com circulação forçada 

de ar até peso constante, obtendo-se a matéria seca das partes e, pela soma, 

a matéria seca total. Após secagem, as amostras foram moídas em moinho tipo 

Willey e acondicionadas em sacos plásticos. A digestão do material vegetal foi 

feita em ácidos nítrico e clorídrico em forno de microondas (MarsXpress), 

segundo o método 3051A (USEPA - 1996). Este material também foi submetido 

à digestão sulfúrica para determinação de N (Embrapa, 1999).  

No extrato da digestão foram determinados os teores de Pb, Zn e Cu por 

espectrofotometria de absorção atômica (AAnalyst 800). Também foram 

determinados os teores de Ca, Mg, Fe, Mn, Mo e B por espectrometria de 

emissão ótica (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 

conteúdos dos elementos. 

As medidas de fluorescência de clorofila foram efetuadas com emissor 

de luz ultravioleta LED, com picos de comprimento de onda vermelho (685 ηm) 

e vermelho distante (735 ηm) obtidos pelo software do aparelho (Ocean Optics-

Spectra Suite). Foram efetuadas cinco avaliações ao longo do experimento. A 

primeira medida foi tomada antes da adição do Pb e a última um dia antes da 

coleta das plantas. Estas medidas foram realizadas à noite a partir da 

permanência das plantas por 20 minutos no escuro, com o intuito de garantir a 

desativação 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 à emissão de 

luz por 10 segundos cronometrados.  

 Os espectros obtidos foram ajustados a duas curvas Gaussianas 

correspondentes ao 685 ηm e 735 ηm. A razão entre a intensidade da 

fluorescência F685/F735 (Fr/FFr) de altura de pico foi calculada a partir da 

curva ajustada para cada uma das doses de Pb em solução e usadas para 

inferir sobre o efeito do elemento na biossíntese de clorofila e no PSII por meio 

do software Origin versão 6.0. 

Para as análises bioquímicas, foi coletada uma amostra por planta do 

mesmo par de folhas utilizadas na avaliação da fluorescência de clorofila. 

Realizou-se a determinação dos conteúdos de clorofilas a, b, total e 

carotenóides mediante extração com acetona 80% (Arnon 1949), sendo o 

conteúdo de carotenóides calculado pela equação de Lichtenthaler (1987).  

O extrato bruto utilizado na determinação da atividade das enzimas e do 

teor de proteínas foi obtido através de homogeneização de 200 mg do material 

vegetal em almofariz, com N2 líquido, e adicionado 2,0 mL de tampão fosfato 

de potássio (100 mmolL-1, 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 proteína solúvel (Bradford, 1976). Todas as 

determinações foram efetuadas por espectrofotometria. 

Os dados obtidos foram submetidos à ANOVA e à análise de regressão 

com Software SISVAR (Ferreira, 2008). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

PRODUÇÃO DE MATÉRIA SECA 

 

 

Apenas a produção de matéria seca das folhas diminuiu linearmente             

com adição das doses de Pb em solução (Tabela 3.1). Verificou-se redução de 

29% da matéria seca das folhas para dose 200 µmol L-¹ em relação ao 

controle. O Pb é um metal que não apresenta função biológica e pode provocar 

várias alterações morfológicas, fisiológicas e metabólicas nas plantas, 

ocasionando redução do crescimento e interferência na síntese de clorofila 

(Sharma e Dubey, 2005). 

Os sintomas visuais de toxicidade por Pb observados durante o ensaio 

foram caracterizados por  redução do crescimento apenas nas plantas 

cultivadas sob as doses 150 e 200 µmol L-¹ e escurecimento das raízes, além 

de restrição do crescimento na dose 200 µmol L-¹. Shu et al (2012), avaliando o 

efeito de doses de Pb (0; 0,5; 1; 2; 3 e 4 mmol kg−1 de solo) em plantas de 

pinhão-manso, observaram como sintomas visuais de toxicidade por Pb a 

redução da área foliar, escurecimento das raízes e redução do crescimento.   

As plantas de pinhão-manso cultivadas sob estresse de Pb 

apresentaram relativa tolerância à toxicidade por este metal, visto que não 

apresentaram significativas reduções na produção de matéria seca e não 

demonstraram severos sintomas visuais de alterações metabólicas. 
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Tabela 3.1. Matéria seca de plantas de pinhão-manso cultivadas sob doses de 

Pb em solução nutritiva 

Doses de Pb 

(µmol L-¹) 

Matéria seca, g vaso
-
¹ 

Folhas Caule Raízes 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 

Variável Equação de regressão 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 acúmulo de Pb nas folhas, 

caule e raízes (Figura 3.1), sendo o maior teor detectado nas raízes, seguido 

pelas folhas. Malone et al. (1974) verificaram que, após absorção pelas raízes, 

o Pb acumula-se nas raízes, caule e folhas predominantemente na parede 

celular formando precipitados e cristais, não interagindo com a membrana 

plasmática. Meyers et al. (2008) citam como defesa à toxicidade por Pb o 

sequestro de Pb e compartimentalização em vacúolo e citoplasma em plantas 

de mostarda da índia (Brassica juncea) e ainda sugeriram que o Pb não foi 

depositado nos tecidos internos da estria de Caspary, sendo este um indicativo 

de integridade da membrana plasmática. No entanto, Zhao et al. (2011) citam 

que o acúmulo de Pb provocou desorganização e alteração do tamanho de 

cloroplastos e mitocôndrias, além de rompimento da membrana plasmática em 

célula foliar de tomate. Eun et al. (2000) citam que o efeito tóxico de metais 

pesados inibe o crescimento de raízes e um dos mecanismos responsáveis por 

essa inibição induzida por Pb foi a elevação da concentação em tecido celular, 

provocando alterações na organização dos microtúbulos e consequente 

inibição na divisão celular do meristema das raízes. 
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Figura 3.1. Teor de Pb em plantas de pinhão-manso cultivadas sob doses de 

Pb em solução nutritiva. * e **: Significativo a 5 e 1% de probabilidade, 

respectivamente. 

 

Romeiro et al. (2007) também observaram em plantas de feijão-de-porco 

(Canavalia ensiformes L.) elevado acúmulo de Pb nas raízes, sendo pouco 

translocado para a parte aérea. Os autores observaram que as plantas 

removeram 84%, 67% e 88% dos 100, 200 e 400 μmolL-1, respectivamente, do 

Pb aplicado na solução. Zhao et al. (2011) verificaram de 250 a 2564 vezes 

maior o acúmulo nas raízes comparando com as concentrações nos frutos de 

tomate, sendo que  apenas a dose 900 mg kg-1 de Pb no solo induziu o 

incremento na concentração de Pb nos frutos. Ashraf et al. (2011) verificaram 

maior acúmulo de Pb nas raízes de canola (Brassica napus L.), com máximo 

conteúdo acumulado de 354 mg kg-¹ 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 raízes, respectivamente, e apontaram a planta como 
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hiperacumuladora de Pb. Observou-se que o aumento das doses de Pb 

promoveu acúmulo de 0,01% e 3,0% de Pb da matéria seca das folhas e 

raízes, respectivamente (Figura 3.1). Nota-se que o elevado acúmulo de Pb 

nas raízes das plantas, indica a espécie como tolerante a teores elevados de 

Pb no solo.  

O maior acúmulo verificado (30457 mg kg-¹ de Pb) nas raízes para a 

dose 200 µmolL-¹ é um mecanismo de defesa revelevante pelo qual as plantas 

podem inibir a toxicidade por Pb. O pinhão-manso é uma oleaginosa não-

alimentícia promissora para produção de bioenergia e com potencial para 

imobilização de Pb em áreas contaminadas. O cultivo dessa espécie pode 

reduzir custos na recuperação da área, gerando benefício ambiental aliado a 

exploração econômica para produção de biocombustível e extração 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 alteração na 

composição mineral das plantas. Houve redução dos conteúdos de N, P, Cu e 

Zn nas folhas e N, Ca e Zn no caule. Para as raízes, verificou-se incremento 

dos conteúdo de P e Fe (Tabela 3.2). O desbalanço nutricional tem 

frequentemente sido citado como um importante efeito tóxico 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 alterações na absorção e transporte de outros elementos, sendo 

verificado mecanismo antagônico entre os teores de Pb e Zn, assim como a 

sua semelhança com o Ca pode induzir sua absorção e, consequentemente, 

substituí-lo em sítios ativos provocando redução da atividade fotossintética e de 

algumas enzimas (Kabata-Pendias, 2010).  

Li et al. (2010) observaram em folhas de arroz (Oryza sativa L.) 

correlação positiva entre os teores de Pb e Fe, Mn e Ni e Cd e Ni, e 

correlações negativas entre os teores de Cd, Fe e Mn. Sinha et al. (2006) 

verificaram reduções na concentração de Fe, Mn e Cu, e incremento de Zn em 

repolho (Brassica oleracea L.) cultivadas sob doses de Pb, sendo tóxico o 

acúmulo de 150 mg kg−1 de Pb no tecido vegetal. Ashraf et al. (2011) 

http://www.sciencedirect.com.ez19.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0098847212001670#bib0065
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verificaram reduções nos conteúdos de N, P e K nos folhas e raízes de canola 

e diminuição dos teores de Fe, Cu, Mn e Zn nas raízes acompanhado pelo 

aumento de doses de Pb até 90 mg kg-1 de Pb no solo. 

 

Tabela 3.2. Equações de regressão dos teores de nutrientes em plantas de 

pinhão-manso cultivadas sob doses de Pb em solução nutritiva 

Variáveis Equações de Regressão Ajustadas 

Conteúdo N Folhas, g vaso
-1

 y= -0,0021**x + 1,3376, R²= 0,87* 

Conteúdo N Caule, g vaso
-1

 y= -0,0012**x + 0,4915, R²= 0,80* 

Conteúdo P Folhas, g vaso
-1

 y= -0,0027**x + 2,4581, R²= 0,73* 

Conteúdo P Raízes, g vaso
-1

 y= 0,0028**x + 0,7144, R²= 0,84** 

Conteúdo Ca Caule, g vaso
-1

 y= -0,0004**x + 0,347, R²= 0,85* 

Conteúdo Cu Folhas, mg vaso
-1

 y= -0,0008**x + 0,7441, R²= 0,74* 

Conteúdo Zn Folhas, mg vaso
-1

 y= -0,0016**x + 0,9539, R²= 0,44** 

Conteúdo Zn Caule, mg vaso
-1

 y= -0,0009**x + 0,4593, R²= 0,78** 

Conteúdo Fe Raízes, mg vaso
-1

 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 fósforo nas raízes 

comparando a dose controle e a dose 150 µmolL-1, a qual apresentou maior 

conteúdo de P. De acordo com Kabata-Pendias (2010) o P pode ligar-se ao Pb 

e formar fosfatos insolúveis, reduzindo o efeito tóxico do metal. Este é um 

comportamento intrínseco do Pb verificado no tecido vegetal. Também 

observou-se incremento de 175% do conteúdo de Fe nas raízes, comparando a 

dose controle com a dose 150 µmolL-1, a qual apresentou maior conteúdo 

acumulado com posterior declínio na dose 200 µmolL-1.  

 

FLUORESCÊNCIA DE CLOROFILA 

 

Os espectros apresentaram diferenças nos picos de absorção da 

fluorescência de clorofila (Figura 3.2A e 3.2B). Observou-se menor reabsorção 

da fluorescência nas plantas sob maior estresse de Pb. A medida da 

fluorescência é uma ferramenta que consegue detectar alterações no PSII em 

diferentes condições de estresse, por este ser um fotossistema sensível a uma 
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ampla variação de contaminantes, incluindo o Pb. Alguns estudos demonstram 

que essa técnica pode ser utilizada para monitoramento do estresse abiótico 

em plantas (Kummerová et al., 2006; Maurya et al., 2008; Dai et al., 2009; 

Gonçalves et al. 2010; Willadino et al., 2012; Fan et al., 2013).  

 

650 700 750 800
0,0

0,3

0,6

0,9

1,2
(A)

 

 

N
or

m
al

iz
aç

ão
 d

a 
F

lu
or

es
cê

nc
ia

, u
a

Comprimento de Ondas, nm

 Controle

 25 µmol L-¹

 50 µmol L-¹

 100 µmol L-¹

 150 µmol L-¹

 200 µmol L-¹

 

650 700 750 800
0,0

0,3

0,6

0,9

1,2
(B)

 

 

N
or

m
al

iz
a

çã
o 

da
 F

lu
or

es
cê

nc
ia

, u
a

Comprimento de Ondas, nm

 Controle

 200 µmol L
-¹

 

0 10 20 30 40

2,2

2,4

2,6

2,8

3,0

(C)

 

 

R
az

ão
 F

r/
F

F
r

Tempo (dias)

 Controle

 25 µmolL-¹ 

 50 µmolL-¹ 

 100 µmolL-¹ 

 150 µmolL-¹

 200 µmolL-¹ 

 

Figura 3.2. Espectros médios da fluorescência de clorofila em plantas de 

pinhão-manso cultivadas sob doses de Pb em solução nutritiva aos 40 dias, 

dados normalizados (A) e não-normalizados (B). Razão dos espectros de 

fluorescência de clorofila em função do tempo de cultivo, referente às leituras 

do vermelho= 685ηm e vermelho distante= 735 ηm (Fr/FFr) (C). 

 

Após excitação pela luz ultravioleta, o espectro de fluorescência 

característico de plantas superiores contistue quatro bandas centralizadas 

próximo de 450 ηm (azul), 520 ηm (verde), 685 ηm (vermelho) e ηm 735 

(vermelho-distante). No entanto, as faixas vermelho e vermelho-distante são 

obtidas pelas reações desencadeadas dentro das membranas dos cloroplastos. 

Sendo assim, as variáveis obtidas a partir das informações destes dois picos 
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das bandas de fluorescência têm importante potencial para avaliar o status 

fisiológico normal das plantas ou se a mesma encontra-se submetida a alguma 

condição de estresse (Mishra e Gopal, 2008).  

A razão Fr/FFr demonstrou que as doses de Pb promoveram alterações 

temporais no cultivo das plantas (Figura 3.2C). Verifica-se que apenas após 30 

dias da aplicação do Pb as razões Fr/FFr de todas as doses diferenciaram-se 

do controle. Nota-se que este comportamento pode ser um indicativo da maior 

retenção do Pb nas raízes até esse período. Com o incremento da 

concentração nas raízes, 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 fluorescência. O maior valor da razão 

Fr/FFr para as plantas cultivadas na dose 200 µmolL-¹ corrobora o maior teor 

de Pb (148 mg kg-¹) acumulado nas folhas para esta dose e os sintomas 

visuais de toxicidade, especialmente a redução da biomassa. 

 A medida da fluorescência de clorofila foi capaz de detectar alterações 

no aparato fotossintético, embora as plantas não demonstraram reduções 

significativas da matéria seca, sendo este um comprotamente importante no 

monitoramento e detecção precoce de contaminação ambiental por metais 

pesados. Mesmo não havendo redução dos conteúdos 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 solução provocou 

redução na eficiência quântica.  

  Um outro efeito que pode estar envolvido no declínio da eficiência da 

absorção de fóton é a inibição 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 transferência de elétrons do PSII. 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 é uma enzima importante para o ciclo de Calvin, pois participa 

da catalisação de reações de carboxilação e oxigenação e, desta forma, o 

estresse por metais em plantas pode inibir o transporte de elétrons no PSII e a 

fixação e assimilação de CO2, processo desencadeado por declínio da 

atividade da rubisco.  
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PIGMENTOS, ATIVIDADE ENZIMÁTICA E PROTEÍNA SOLÚVEL 

 

O conteúdo de pigmentos não foi afetado pelo Pb (Tabela 3.3), apesar 

da alteração na fluorescência de clorofila. Alguns estudos demonstram que a 

redução na concentração de pigmentos está diretamente relacionada ao 

declínio na taxa fotossintética e indiretamente pela substituição de metais 

pesados em sítios bioativos no PSII (Monnet et al., 2001;Cambrollé et al., 2011; 

Lin e Aarts, 2012).  

Shu et al. (2012) verificaram elevação do conteúdo de clorofila a, b e 

carotenóides em plantas de pinhão-manso cultivadas sob dose de 0,5 mmol L-¹ 

de Pb no solo e posterior declínio dos pigmentos nas doses mais elevadas. 

Zhou et al. (2010) e Alfadul e Al-Fredan (2013) verificaram efeito de redução 

nos conteúdo de pigmentos fotossintéticos em condições de toxicidade por Pb, 

comportamento também verificado por Khudsar et al. (2004) em  plantas de 

artemísia (Artemisia annua L.) cultivada em solo sob doses de Zn até 400 mg 

kg-1. Estes autores ainda verificaran os efeitos deletérios da toxicidade por Zn 

na atividade da enzima nitrato redutase e conteúdo de proteína.  

A avaliação do conteúdo de pigmentos fotossintético é indicador do 

status fisiológico normal das plantas. No entanto, os métodos para sua 

determinação são lentos e trabalhosos (Peñuelase Filella, 1998). Apesar de 

não ter sido verificado alteração na concentração de pigmentos, a medida da 

fluorescência da clorofila demonstrou ser ferramenta sensível para detectar 

alterações no PSII em plantas sob estresse de Pb, embora o distúrbio 

provocado por Pb não reduziu a eficiência da biossintesse de clorofila, podendo 

este ser um indicativo de tolerância das plantas de pinhão-manso a toxicidade.  
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Tabela 3.3. Conteúdo de pigmentos em plantas de pinhão-manso cultivadas 

sob doses de Pb em solução nutritiva 

Doses de Pb Clorofila a Clorofila b Clorofila Total Carotenóides 

(µmol L
-
¹) mg g

-
¹ 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 

 

Não foi verificado efeito significativo para a atividade das enzimas 

antioxidativas catalase, polifenoloxidase, ascorbato peroxidase nem para o 

conteúdo de proteína solúvel total (Tabela 3.4). Alterações na atividade de 

enzimas antioxidantes podem demonstrar estratégia de defesa ou indicar 

toxicidade por metais pesados em plantas sob condições de estresse. Plantas 

tolerantes a Pb apresentam como mecanismo de defesa à toxicidade por este 

metal a exclusão impedindo a entrada do metal dentro da célula ou 

conectando-a à parede celular. Outra estratégia de defesa relevante é o 

aumento da produção de enzimas antioxidantes e outros compostos que 

evitem o acúmulo de ROS, inibindo os danos oxidativos nas células (Gupta et 

al., 2013).  

 

Tabela 3.4. Atividade enzimática e proteína solúvel total em plantas de pinhão-

manso cultivadas sob doses de Pb em solução nutritiva 

Variáveis 
Doses de Pb, µmol L

-1
 

0 25 50 100 150 200 

APX
1
 4886,28 9511,96 5602,94 7818,05 8990,79 6319,59 

Polifenoloxidase
2
 18782,62 22646,13 20714,37 22408,37 21457,35 23626,87 

CAT
1
 587,80 253,36 334,44 466,19 334,44 476,32 

Proteína solúvel
3 
 2,24 2,11 3,88 2,63 2,78 2,55 

1:
 
(µmol H2O2/g matéria fresca /min); 2:(µmol piragalol/g matéria fresca/min) e  3: (µg /g matéria 

fresca). 

Alguns estudos têm demontrado efeitos tóxicos do Pb no status 

metabólico das plantas. Gupta et al. (2011) não verificaram redução no 
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conteúdo de pigmentos, porém observaram declínio no conteúdo de proteína 

solúvel total e incremento da atividade da catalase e superóxido dismutase nas 

raízes e folhas de Pfaffia glomerata sob dose de Pb até 400 µmol L-1. No 

entanto, esse aumento na atividade antioxidante não foi suficiente para inibir os 

efeitos tóxicos do metal. Shu et al. (2012), avaliando a toxicidade por Pb em 

plantas de pinhão-manso, verificaram incremento do conteúdo de proteína 

solúvel total, atividade da superóxido 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 pinhão-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 peroxidação lipídica. Khudsar et al. (2004) observaram reduções 

na atividade da enzima nitrato redutase e conteúdo de proteína, além do 

declínio no conteúdo de pigmentos  em  artemísia (Artemisia annua L.) 

cultivada em solo sob doses de até 400 mg kg-1 de Zn. Zhao et al. (2012) 

ressaltam a tolerância de Phytolacca americana em acumular Mn em tecido 

vegetal e apontaram a elevação da atividade enzimática superóxido de 

hidrogênio e catalase como mecanismo estratégico das plantas à tolerância do 

estresse por Mn, comportamento não verificado avaliando a toxicidade para os 

metais Zn e Cu, tal como observado para Pb no presente trabalho. Rellán-

Álvarez et al. (2006), avaliando a toxicidade por Cd e Hg em folhas de milho, 

verificaram que o acúmulo 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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CONCLUSÕES 

 

 A medida da fluorescência de clorofila demonstrou potencial para 

detectar alterações no PSII em plantas de pinhão-manso cultivadas sob doses 

de Pb, indicando relevância da técnica para monitoramento ambiental de área 

contaminda por Pb. 

 As doses de Pb provocaram alterações na composição mineral das 

plantas, com redução na concentração de N, P, Cu e Zn nas folhas. 

 A toxicidade por Pb não provocou efeitos deletérios nos teores de Fe, 

Mg e pigmentos foliares, apesar das razões Fr/FFr verificarem alterações no 

status fisiológico das plantas.  

 A toxicidade por Pb em pinhão-manso não provocou alterações na 

atividade de enzimas antioxidantes e nas proteínas solúveis nas folhas de 

pinhão-manso.  
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TOLERÂNCIA DE MAMONA (Ricinus communis) A ZINCO AVALIADA POR 

FLUORESCÊNCIA DE CLOROFILA E ALTERAÇÕES METABÓLICAS 

 

RESUMO 

 

A medida da fluorescência de clorofila pode ser uma ferramenta para 

avaliar a contaminação por metais pesados, pelo fato de detectar alterações no 

aparato fotossintético das plantas. Considerando que a detecção precoce da 

contaminação de zinco (Zn) em plantas é essencial para o monitoramento 

ambiental, o trabalho avaliou o estresse de Zn em plantas de mamona (Ricinus 

communis) utilizando a técnica da fluorescência de clorofila. As alterações 

provocadas pelo Zn no status nutricional e na atividade de enzimas 

antioxidativas, proteína solúvel e pigmentos fotossintéticos foram também 

estudadas. Para tanto, plantas de mamona foram cultivadas durante 28 dias 

em solução nutritiva com cinco doses de Zn (100, 200, 300, 400 e 600 µmol L-1) 

e um controle, contendo 0,380 µmol L-1 de Zn. A fluorescência de clorofila 

detectou alterações temporais promovidas pelo acúmulo de Zn nas plantas e 

mostrou-se útil na detecção precoce da toxicidade do elemento em plantas de 

mamona. Apesar do declínio no status nutricional das plantas, com reduções 

no conteúdo de Fe e Mg nas folhas, a manona apresentou relativa tolerância à 

toxicidade por Zn, não demonstrando efeitos deletérios aos pigmentos 

fotossintéticos. O acúmulo de Zn também não promoveu alterações na 

atividade de enzimas antioxidantes e no teor de proteína solúvel nas folhas. 

Considerando que a mamona apresentou relativa tolerância a doses elevadas 

do metal, esta espécie pode ser uma alternativa ambiental e economicamente 

atraente para fitoestabilização de áreas contaminadas, com adicional vantagem 

para produção de óleo industrial e bioenergia. 

 

Palavras - Chave: Fotossistema II. 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 µmol L-1) besides a control with 0,380 

µmol L-1 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 II. Heavy metal. Toxicity 
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INTRODUÇÃO 

 

O aumento das atividades industriais e de mineração, aliado ao uso 

inadequado de fertilizantes e pesticidas, têm contribuído para elevação dos 

teores de Zn no solo. O Zn desempenha importantes funções metabólicas nas 

plantas, sendo constituinte de enzimas como a desidrogenase, protease, 

peptidases e fosfohidrolase (Kabata-Pendias, 2010). Por outro lado, quando 

sua concentração na planta excede 300 mg kg–1, observa-se inibição 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 diminuição do rendimento quântico da fotossíntese é causada por 

vários distúrbios bióticos ou abióticos, podendo apresentar-se de forma 

reversível ou irreversível, a depender da intensidade do estresse e da 

tolerância das plantas à condições adversas. O estresse promovido por 

elevado acúmulo de Zn em tecido vegetal é um dos responsáveis por 

desencadear alterações no aparato fotossintético. Cambrollé et al. (2013) 

observaram que doses de Zn acima de 90 mmol L-1 foram responsáveis pelo 

declínio na atividade fotossintética, resultando em decréscimo na concentração 

de pigmentos em Limoniastrum monopetalum (L.) Boiss. Cherif et al. (2011) 

observaram efeito benéfico do Zn até a dose 100 µmol L-1 em tomate (Solanum 

lycopersicum), enquanto doses maiores induziram redução na concentração de 

clorofilas (a e b).  

Existem cerca de 250 a 400 moléculas de clorofilas (a e b) e 

carotenóides incorporadas nas unidades dos fotossistemas, as quais se 

localizam nas membranas dos tilacóides dos cloroplastos. Há dois tipos de 

fotossistemas (PSI e PSII), sendo que a principal diferença entre eles é o pico 

máximo de absorção, de 700 e 680 nm, respectivamente. Cada fotossistema 

apresenta dois componentes: um complexo de antena, responsável pela 

interceptação da luz, e um centro de reações (Shabala, 2009).  

Após um pigmento absorver um fóton, há a possibilidade de transição de 

um elétron a um nível eletrônico mais elevado, levando à dissipação do 

excesso de energia, a qual ocorre mediante emissão de fluorescência. A 

fluorescência de clorofila é caracterizada por um pico máximo na região 

vermelha (680-700nm) que é atribuído ao fotossistema II (PSII) e outro na 

região vermelha distante (730-740 nm) correspondente ao fotossistema I (PSI) 
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(Silva junior, 2011). Essa fluorescência pode ser uma ferramenta potencial para 

avaliar a contaminação em ecossistemas causada por metais pesados em 

plantas pois consegue detectar alterações no aparato fotossintético (Joshi e 

Mohanty, 2004; Corcoll et al., 2011; Cambrollé et al., 2011; Silva et al., 2012). 

A medida da fluorescência de clorofila é não invasiva e pode revelar 

alterações nas membranas dos cloroplastos resultantes do funcionamento 

anormal do aparato bioquímico (Joshi e Mohanty, 2004). Com base nos 

parâmetros das fases de indução cinética da fluorescência inicial (F0) e 

máxima fluorescência (Fm), pode-se determinar a máxima variação da emissão 

de fluorescência (Fv), obtida por meio da equação Fv= Fm – F0,  representada 

pela variação entre diferentes pontos detectados (Krause e Weis, 1991). 

Valores da razão Fv/Fm podem ser usados para quantificar a fotoinibição 

decorrente do estresse por metais (Krivosheeva et al., 1996). A razão obtida 

através da fluorescência de clorofila máxima na região vermelha e vermelho 

distante (Fr/FFr) também pode ser utilizada, pois verifica-se que o aumento da 

concentração de clorofila indica condições de biossíntesse normal do aparato 

fotossintético, consequentemente diminuição da razão Fr/FFr. Situação inversa 

ocorre em condições de estresse e integridade da atividade fotoquímica das 

plantas (Gopal et al., 2002; Maurya et al., 2008; Silva et al., 2012).  

A toxidez por Zn pode induzir a produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS), moléculas altamente reativas, tais como superóxido (O2
-), 

radicais hidroxila (OH-), peróxido de hidrogênio (H2O2), que ao interagir com 

componentes celulares promovem danos oxidativos em ácidos nucléicos, 

proteínas, açúcares e lipídios. Tais danos levam ao estresse oxidativo em 

células e membranas e, em condições extremas, pode ocorrer morte celular 

(Gadjev et al., 2008). Para inibição do estresse oxidativo, e eliminação de ROS, 

existem enzimas antioxidantes capazes de desintoxicar as células. Dentre 

estas podem ser citadas a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), 

ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR), sendo que a CAT, 

APX e GR desempenham importante papel na desintoxicação de H2O2. Deste 

modo, o aumento na concentração destas enzimas antioxidantes indica o 

status da defesa antioxidante nas células vegetais (Lin e Aarts, 2012; Matilla-

Vázquez e Matilla, 2012). 

Considerando que a detecção precoce da contaminação 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 não invasiva da fluorescência de clorofila e as alterações provocadas 

pelo Zn no status nutricional e na produção de enzimas antioxidativas, proteína 

solúvel e pigmentos fotossintéticos.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Sementes de mamona (Ricinus communis cv. BRS Energia) foram 

colocadas para germinar em bandejas contendo vermiculita umedecida com 

solução de Ca 0,67 mmol L-1 na forma de Ca(NO3)2).4H2O (Vilela e Anghinomi, 

1984). Treze dias após o semeio, as plântulas foram transferidas para vasos 

plásticos contendo seis litros de solução 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-1 de N, P, K, Ca, Mg, S, Cl, Mn, Zn, Cu, B, 

Mo e Fe, respectivamente, a qual foi substituída semanalmente.            

Adicionou-se diariamente água deionizada nos vasos para reposição da água 

perdida por evapotranspiração. O pH da solução foi ajustado sempre que 

necessário, para valores próximos de 5,6 (+/- 0,2), sendo a correção efetuada 

com H2SO4 ou NaOH 1 mmol L-1. Após 14 dias de cultivo, foram acrescentadas 

na solução doses de 100, 200, 300, 400 e 600 µmol L-1 de Zn (ZnSO4. 7H2O). 

Adotou-se um controle, contendo 0,380 µmol L-1 de Zn. O experimento foi 

conduzido em blocos ao acaso, (uma espécie vegetal com seis doses de Zn), 

com 3 repetições. 

 Após a adição do metal, as plantas foram mantidas em casa de 

vegetação por 28 dias. Posterior a esse período, procedeu-se a coleta e 

lavagem com água destilada das folhas, caule e raízes, sendo estes 

acondicionados em sacos de papel.  

As amostras foram mantidas em estufa a 65 º C com circulação forçada 

de ar até peso constante, obtendo-se a matéria seca das partes e, pela soma, 

a matéria seca total. Após secagem, as amostras foram moídas em moinho tipo 

Willey e acondicionadas em sacos plásticos. A digestão do material vegetal foi 

feita em ácidos nítrico e clorídrico em forno de microondas (Mars Xpress), 

segundo o método 3051A (USEPA - 1996). Este material também foi submetido 

à digestão sulfúrica para determinação de N (Embrapa, 1999).  
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No extrato da digestão foram determinados os teores de Zn e Cu por 

espectrofotometria de absorção atômica (AAnalyst 800). Também foram 

determinados os teores de Ca, Mg, Fe, Mn, Mo e B por espectrometria de 

emissão ótica (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 

conteúdos dos elementos. Para avaliação da qualidade das análises para Zn 

foi utilizado um padrão do Nacional Institute of Standards and Technology 

(1570a­Trace elements in spinach), sendo obtida uma recuperação de 98% de 

Zn do padrão utilizado.  

As medidas de fluorescência de clorofila foram efetuadas com um 

emissor de luz ultravioleta LED, com picos de comprimento de onda vermelho 

(685 ηm) e vermelho distante (735 ηm) obtidos pelo software do aparelho 

(Ocean Optics-Spectra Suite). Foram efetuadas quatro avaliações ao longo do 

experimento. A primeira medida foi tomada antes da adição do Zn e a última 

um dia antes da coleta das plantas. Estas avaliações foram realizadas à noite a 

partir da permanência das plantas por 20 minutos no escuro, com o intuito de 

garantir a desativação 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 à emissão de 

luz por 10 segundos cronometrados.  

Os espectros obtidos foram ajustados a duas curvas Gaussianas 

correspondentes ao 685 ηm e 735 ηm. A razão entre a intensidade da 

fluorescência F685/F735 (Fr/FFr) de altura de pico foi calculada a partir da 

curva ajustada para cada uma das doses de Zn em solução e usadas para 

inferir sobre o efeito do elemento na biossíntese de clorofila e no PSII por meio 

do software Origin versão 6.0. 

Para as análises bioquímicas, foi coletada uma amostra por planta do 

mesmo par de folhas utilizadas na última avaliação da fluorescência de 

clorofila. Realizou-se a determinação dos conteúdos de clorofila a, b, total e 

carotenóides mediante extração com acetona 80%, sendo o conteúdo de 

carotenóides calculado pela equação segundo Lichtenthaler (1987).  

O extrato bruto utilizado na determinação da atividade das enzimas e do 

teor de proteínas foi obtido através de homogeneização de 200 mg do material 

vegetal em almofariz, com N2 líquido, e adicionado 2,0 mL de tampão fosfato 
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de potássio (100 mmolL-1, 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 proteína solúvel (Bradford, 1976). Todas as 

determinações foram efetuadas por espectrofotometria. 

Os dados obtidos foram submetidos à ANOVA e à análise de regressão 

com Software SISVAR (Ferreira, 2008). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

PRODUÇÃO DE MATÉRIA SECA 

 

A produção de matéria seca das plantas diminuiu linearmente com a 

adição de doses crescentes de Zn à solução nutritiva (Figura 4.1). A redução 

de matéria seca para a maior dose em relação ao controle foi de 77%; 82%; 

72%; 77% para folhas, caule, raízes e total, respectivamente.  

Os efeitos visíveis da exposição a altas doses de Zn são, em geral, 

descritos como redução severa do crescimento, clorose e atrofia foliar (Cunha 

et al., 2008). De acordo com a Agência de Proteção Ambiental do EUA (King, 

1996), considera-se nível tóxico o teor de metal que provoca redução de 50 % 

do crescimento da planta, sendo que esta redução correspondeu a dose 404 

µmolL-1 de Zn. No entanto, cabe salientar que a partir da dose 300 µmolL-1 de 

Zn as plantas apresentaram sintomas visuais de toxidez de Zn, caracterizados 

por redução do crescimento da parte aérea e escurecimento além de restrição 

do crescimento das raízes. Como observa-se na Figura 4.1, a dose 300 µmolL-1 

de Zn em solução é a que provoca queda acentuada na matéria seca.  

O Zn é um nutriente requerido para o metabolismo de carboidratos e 

fosfatos, síntese de proteínas, regulação e expressão de gene, bem como, 

estrutura de ribossomos, além de ser essencial para um vasto número de 

enzimas (Clemens et al., 2002; Broadley et al., 2007). Efeitos não deletérios do 

Zn foram observados até a dose 100 µmolL-1, visto que as plantas não 

apresentaram significativas reduções na produção de matéria seca nem 

demonstraram sintomas visuais de alterações metabólicas. 
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Figura 4.1. Produção de matéria seca de folhas, caule, raízes e total de plantas 

de mamona cultivada em doses de Zn em solução nutritiva. * e **: Significativo 

a 5 e 1% de probabilidade, respectivamente. 

 

TEOR DE Zn 

 

 O aumento das doses foi acompanhado pelo acúmulo de Zn nas folhas, 

caule e raízes (Figura 4.2), sendo o maior teor detectado nas raízes, seguido 

pelas folhas. Isto ocorre porque a disponibilidade e translocação de metais é 

limitada pelo sequestro do metal concentrando-se no vacúolo das células 

radiculares (Verbruggen et al., 2009). O acúmulo de metais nas raízes é um 

mecanismo importante pelo qual o sistema radicular pode contribuir para a 

tolerância de plantas a metais, destacando-se como estratégia vantajosa para 

fitoestabilização.  

A dose 200 µmolL-1 de Zn acumulou 417 mg kg-1 nas folhas, 

concentração considerada tóxica para a maioria das espécies. No entanto, para 

mamona esse acúmulo foi considerado benéfico, pois verificou-se que apenas 

a partir de 300 µmolL-1 de Zn em solução (903 mg kg-1 nas folhas) as plantas 

apresentaram sintomas visuais de toxidez e significativa redução na matéria 
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seca. Isso demonstra a tolerância da mamona e sua relevância para 

revegetação de áreas com teores elevados de Zn no solo.  

O incremento de Zn do controle para maior dose (600 µmolL-1 de Zn) foi 

de 8150%, 6900% e 31473%, para folhas, caule e raízes, respectivamente. 

Avaliando a dose 300 µmolL-1 em relação ao controle, o acréscimo verificado 

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

 

  

 
Figura 4.2. Teor de Zn em plantas de mamona cultivadas sob doses de Zn em 

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

respectivamente. 

 

CONTEÚDO DE NUTRIENTES 

  

 Um dos efeitos da toxicidade de Zn nas plantas foi a redução dos 

conteúdos de todos os nutrientes analisados (N, P, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, B, e 

Mo) (Tabela 4.1). O desbalanço nutricional tem frequentemente sido citado 

como um importante efeito tóxico de metais em plantas (Costa et al., 2012; 

Martin et al., 2012; Safarzadeh et al., 2013; Lima et al., 2013).  

 

http://www.sciencedirect.com.ez19.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0098847212001670#bib0065
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Tabela 4.1. Equações de regressão do conteúdo de nutrientes em plantas de 

mamona cultivadas sob doses de Zn em solução nutritiva 

Variáveis Equações de Regressão Ajustada 

 

Conteúdo N Folhas, g vaso
-1

 y= -0,0008**x + 0,6239, R²= 0,88** 

Conteúdo N Caule, g vaso
-1

 y= -0,0019**x + 0,1359, R²= 0,96** 

Conteúdo P Folhas, g vaso
-1

 y= -0,0019**x + 1,5670, R²= 0,93* 

Conteúdo K Folhas, g vaso
-1

 y= -0,0012**x + 1,1671, R²= 0,72** 

Conteúdo K Caule, g vaso
-1

 y= -0,001**x + 0,7745, R²= 0,98** 

Conteúdo K Raízes, g vaso
-1

 y= -0,0009**x + 0,7498, R²= 0,87* 

Conteúdo Ca Folhas, g vaso
-1

 y= -0,0001*x + 0,933, R²= 0,96* 

Conteúdo Ca Caule, g vaso
-1

 y= -0,0004*x + 0,275, R²= 0,97* 

Conteúdo Ca Raízes, g vaso
-1

 y= -0,5.10
-6

*x
2
 + 0,0003**x + 0,0419, R²= 0,62* 

Conteúdo Mg Folhas, g vaso
-1

 y= -0,0002*x + 0,184, R²= 0,95* 

Conteúdo Mg Raízes, g vaso
-1

 y= -0,01*x + 0,00001, R²= 0,92* 

Conteúdo Fe Folhas, mg vaso
-1

 y= -0,011*x + 7,205, R²= 0,81** 

Conteúdo Fe Caule, mg vaso
-1

 y= 0,6.10
-5

**x
2
 - 0,005*x + 1,229, R²= 0,97** 

Conteúdo Cu Folhas, mg vaso
-1

 y= -0,0006**x + 0,4525, R²= 0,91** 

Conteúdo Cu Caule, mg vaso
-1

 y= -0,0004**x + 0,2712, R²= 0,95** 

Conteúdo Mn Folha, mg vaso
-1

 y= -0,005*x + 4,058, R²= 0,87* 

Conteúdo Mn Raízes, mg vaso
-1

 y= 0,2.10
-4

*x
2
 – 0,02* x+ 5,019, R²= 0,88* 

Conteúdo B Folha, mg vaso
-1

 y= -0,0001*x + 0,1164, R²= 0,94* 

Conteúdo B Caule, mg vaso
-1

 y= -0,3.10
-4

**x
2
 + 0,03, R²= 0,69** 

Conteúdo B Raízes, mg vaso
-1

 y= -0,5.10
-4

*x + 0,03, R²= 0,91* 

Conteúdo Mo Folha, mg vaso
-1

 y= -0,2.10
-3

*x + 0,192, R²= 0,85* 

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

 

Bonnet et al. (2000) verificaram reduções nos conteúdos de P, Ca, K, 

Mg, e Cu em folhas de azevém (Lolium perene) sob doses de Zn. Estes 

autores ressaltaram que deficiência destes nutrientes pode induzir distúrbios 

em diversos processos metabólicos, incluindo a fotossíntese e redução 

assimilatória do nitrogênio. Sinha et al. (2006) verificaram reduções na 

absorção de Fe, Mn e Cu, e incremento de Zn em repolho (Brassica oleracea 

L.) cultivadas sob doses de Pb, sendo considerada concentração tóxica o 

acúmulo de 150 mg kg−1. Sagardoy et al. (2009) detectaram reduções nas 

concentrações 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 deficiência 

de Fe, com significativas reduções nas concentrações de pigmentos nas doses 

50 μmolL-¹ e 100 μmolL-¹; sendo apontado efeitos mais severos para as plantas 

cultivadas sob 300 μmolL-1, resultando em deficiência quântica, e 

consequentemente alterações no PSII. Wang et al. (2009) observaram maior 

decréscimo do conteúdo de Cu, Fe, Mg e Mn nas raízes do que nas folhas de 

colza (Brassica napus). 

Bouazizi et al. (2010) verificaram que o estresse de Cu em plantas de 

feijão (Phaseolus vulgaris L) não promoveu alterações no mecanismo de 

enzimáticas antioxidantes CAT e guaiacol peroxidase (GPX), embora o 

desbalanço nutricional de Fe, Zn e K tenha sido um dos fatores que 

possibilitaram alterações morfológicas e inibição fotossintética. Bertoli et al. 

(2012), avaliando o estresse de Cd em tomate, citam reduções nos conteúdos 

de K, Ca, Mn e Zn na parte aérea, de K nos frutos e de Mn nas raízes. Li et al. 

(2010) observaram em folhas de arroz (Oryza sativa L.) correlação positiva 

entre os teores de Pb e de Fe, Mn e Ni e entre os teores de Cd e Ni, e 

correlações negativas entre os teores de Cd, Fe e Mn.  

Zhao et al. (2012) verificaram acumulo e tolerância de Phytolacca 

americana a Mn sem desbalanço nutricional. Estes autores também apontam 

como mecanismo estratégico das plantas para tolerar o estresse de Mn a 

elevação da atividade enzimática (SOD e CAT), comportamentos não 

verificados avaliando a toxicidade para os metais Zn e Cu. 

Observou-se redução de 87% de Fe nas folhas para dose 600 µmol L-1 

em relação ao controle (Tabela 4.1). Esse declínio implica danos no status 

fisiológico das plantas, principalmente porque o Fe desempenha relevantes 

funções metabólicas, participando de reações de oxirreduções na fotossíntese, 

respiração mitocondrial, assimilação de nitrogênio, biossíntese hormonal, 

produção e regulação de ROS e homeostase. Além disso, 80% do Fe nas 

plantas é encontrado nos cloroplastos, denotando sua importância no PSII 

(Hansch e Mendel , 2009). Assim como observado para o Fe, a redução do 

contéudo dos micronutrientes Cu, Mn, Mo também apontam inibição no status 

fotossintéticos das plantas. Ademais, por possuir similaridade com cátions 

divalentes como Mn, Fe e Mg, o Zn pode competir por vários sítios bioativos, 

promovendo desequilíbrio a nível metabólico (Monnet et al. 2001). Uma 

alteração observada é a substituição do Mg por Zn na molécula de clorofila 

http://www.sciencedirect.com.ez19.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1369526609000429
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(Kupper et al.,1998), o que pode ter implicações sobre a capacidade 

fotossintética das plantas. 

 

FLUORESCÊNCIA DE CLOROFILA 

 

Os espectros apresentaram diferenças nos picos de absorção da 

fluorescência de clorofila (Figura 4.3 A e 4.3B). Observou-se menor reabsorção 

da fluorescência nas plantas sob maior estresse de Zn. De acordo com Giardi 

et al. (2001), a técnica da fluorescência de clorofila baseia-se em informação 

biológica sobre efeitos de toxidez de contaminantes por meio da inibição na 

atividade do transporte de elétrons e evolução fotossintética. A técnica 

consegue detectar alterações no PSII em diferentes condições de estresse, por 

este ser um fotossistema sensível a uma ampla variação de contaminantes, 

incluindo Zn. O efeito de estresse por metais pesado afetam os fotossistemas, 

resultando em baixa produção de quantum, refletindo assim na intensidade 

normal no espectro de fluorescência (Golpal et al., 2002; Maurya et al., 2008). 

  Segundo Siedlecka e Krupa (2004), a rubisco (ribulose-1,5-bifosfato 

carboxilase-oxigenase) é uma enzima muito importante para o ciclo de Calvin, 

pois participa da catalisação de reações de carboxilação e oxigenação.  Em 

condições 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 alterações no funcionamento do ciclo de 

Calvin. Isto resulta na inibição do transporte fotossintético de elétrons e em 

danos ao PSII. De acordo com Mateos-Naranjo et al. (2008), a exposição de 

plantas ao excesso de Zn inibe o transporte de elétrons no PSII, influenciando 

a fixação e assimilação de CO2, processo desencadeado por declínio da 

atividade da rubisco. Alterações na fluorescência são primariamente 

observados no PSII porque esse processo parece ser mais sensível a 

estresses ambientais (Silva et al., 2012). 
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Figura 4.3. Espectros médios da fluorescência de clorofila em plantas de 

mamona cultivadas sob doses de Zn em solução nutritiva aos 28 dias, dados 

normalizados (A) e não-normalizados (B), respectivamente. Razão dos 

espectros de fluorescência de clorofila em função do tempo de cultivo de 

plantas de mamona, referente às leituras do vermelho e vermelho distante 

(Fr/FFr) (C). 

 

A razão Fr/FFr demonstra que as doses de Zn promoveram alterações 

na biossintesse fotossintética ao longo do cultivo, a qual se acentuou após 18 

dias de avaliação (Figura 4.3C). Os sintomas de toxidez visualizados na dose 

300 µmol L-1 coincidiram com o aumento na razão Fr/FFr. Percebe-se nesta 

dose que razão Fr/FFr detecta alterações bastante acentuadas, pois quanto 

maior essa razão maior indicativo o estresse. No entanto, o acúmulo de Zn nas 

folhas das plantas cultivadas sob doses mais elevadas apresentaram razão 

Fr/FFr menores que a dose 300 µmol L-1, provavelmente por não apontar 

reduções significativas, no conteúdo de clorofila com doses superiores a 300 

µmolL-¹ mecanismo induzido pela planta para reduzir os efeitos do acúmulo de 

Zn. De acordo com Buschmann (2007), a razão Fr/FFr depende principalmente 
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do conteúdo da clorofila e, em menor relevância, da atividade fotossintética e 

das características ópticas e arranjos celulares do tecido foliar. Como se pode 

visualizar na Figura 4.3B, o estresse causado pelo Zn no PSII foi muito 

semelhante para as doses 300 e 600 µmolL-¹.  

Após 10 dias da adição das doses de Zn, a razão Fr/FFr (Figura 4.3C) 

possibilitou a detecção de alteração no PSII, mesmo sem as plantas 

apresentarem sintomas de toxidez. Portanto, confirma-se que a fluorescência 

de clorofila pode ser útil na detecção 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 resistência de elevação dessa razão, acentuando-se aos 28 

dias de cultivos. Nota-se também que apenas neste período a razão Fr/FFr 

assemelhou-se para todas as doses. Isto pode sugerir um forte e brusco 

estresse pelo Zn iniciado na dose 300 mol L-1 e que se estabiliza a partir desta 

dose, sendo portanto menores os decréscimos nos teores de clorofila e na 

fluorescência de clorofila em doses mais elevadas (Figura 4.3B; Tabela 4.1). 

Isto pode ser ainda comprovado pela maior razão Fr/FFr ter ocorrido 

exatamente na maior taxa de decréscimo da matéria seca das plantas (Figura 

4.4A), ou seja, na dose 300 µmol L-1; para as doses maiores esta relação se 

altera, relativamente, muito pouco. 

O Zn por possuir similaridade com cátions divalentes como Mn, Fe, Mg 

pode competir por vários sítios bioativos promovendo desequilíbrio 

fotossintético, podendo plantas sob estresse de Zn evidenciar essa 

interferência no PSII (Monnet et al. 2001; Siedlecka e Krupa, 2004). No 

entanto, Kupper et al. (1998), citam que mesmo quando ocorre a substituição 

do Mg por Zn na molécula de clorofila, esta pode transferir elétrons para um 

nível eletrônico mais elevado, sendo possível detectar emissão de 

fluorescência na mesma faixa de comprimento de ondas de clorofilas que não 

sofreram alterações estruturais. 

A razão Fr/FFr é uma ferramenta capaz de identificar alterações no 

aparato fotossintético, assim como, os valores da razão Fv/Fm podem ser 

usados para quantificar a fotoinibição promovida pelo estresse por metais 

(Krivosheeva et al., 1996). No presente caso, esta fotoinibição do PSII ocorreu 

a partir da dose 100 µmol L-1 de Zn (Figura 4.4B), embora com reduzidos 
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efeitos na matéria seca (Figura 4.4A) e sem a apresentação de sintomas 

visuais de fitoxidade. Quando o estresse sobre o PSII atinge seu máximo (dose 

300 µmol L-1) a concentração de Zn nas folhas é de 903 mg kg-¹ e os sintomas 

são externados.  
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Figura 4.4. Razão dos espectros de fluorescência de clorofila aos 28 dias e 

matéria seca das folhas (A). Razão dos espectros de fluorescência de clorofila 

aos 28 e conteúdo de Zn das folhas (B). 

 

PIGMENTOS, ATIVIDADE ENZIMÁTICA E PROTEÍNA SOLÚVEL 

 

Os conteúdos de clorofila a e total (Tabela 4.2) apresentaram elevação 

com as doses de Zn, apesar do efeito tóxico observado visualmente e das 

alterações detectadas pela razão Fr/FFr (Figura 4.4). Não foi verificado efeito 

significativo para o conteúdo de clorofila b e carotenóides, comportamento 

também observado por Cambrollé et al. (2013), que observaram redução da 

fluorescência de clorofila em  condições de  estresse por Zn em Limoniastrum 

monopetalum (L.) Boiss. Estes autores, no entanto, também não detectaram 

modificações na concentração de clorofila até 60 mmol L-1, apenas em doses 
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de Zn de 90 e 130 mmolL-1. A baixa tolerância das plantas à toxidez por metais 

pesados pode reduzir os teores de clorofilas e carotenóides (Joshi e Mohanty, 

2004; Maurya et al., 2008; Shi e Cai, 2009). Assim, pode-se inferir que a 

manona foi relativamente tolerante à toxicidade por Zn, por não apresentar 

efeitos deletérios nos pigmentos avaliados, que são importantes indicadores de 

alterações fotossintéticas. Além disso, mesmo em teores nas folhas tão 

elevados quanto 417 mg kg-¹, a espécie não apresentou redução significativa 

de matéria seca.  

Outro fato que pode ser um indicativo de estratégia de tolerância ao 

estresse após exposição prolongada sob Zn foi o declínio no conteúdo da 

clorofila até a dose 400 µmol L-¹ com posterior elevação na dose 600 µmol L-¹ 

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 

interação dos metais Zn, Cu, Cd e Pb no metabolismo das plantas. Podendo ter 

ocorrido efeito de concentração, devido uma menor produção de biomassa das 

folhas. 

 

Tabela 4.2. Equações de regressão de pigmentos em plantas de mamona 

cultivadas sob doses de Zn em solução nutritiva 

Doses de Zn Clorofila a Clorofila Total 

(µmol L-¹) mg g
-
¹ 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 

Variáveis 

 

Equações de Regressão Ajustada 

 

Clorofila a 

 

y= 0,0009**x + 0,8076, R
2
= 0,71* 

 

Clorofila total y= 0,0012**x + 1,1888, R
2
= 0,68* 

 

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

 

Não foi verificado efeito para as variáveis CAT, peroxidase, 

polifenoloxidase, APX e proteína solúvel. A ausência de elevação do conteúdo 

de enzimas antioxidantes indica que o excesso de metais pesados induz 
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acúmulo de ROS, alterando negativamente o crescimento das plantas e 

funcionamento normal da fotossíntese. Lin e Aarts (2012) afirmam que uma vez 

o metal acumulado no citosol, a estratégia de desintoxicação por meio de 

enzimas antioxidantes pode reduzir a toxicidade. Estudos têm 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 não verificar 

aumento na atividade enzimática nas folhas, essa atividade também não 

decresceu, em resposta as doses até 600 µmol L-1, podendo relacionar o maior 

acúmulo de Zn nas raízes ao mecanismo de defesa, que inibiu sua 

translocação para parte aérea, resultando em menor efeito metabólico a nível 

foliar. 
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CONCLUSÕES 

 

A medida da fluorescência de clorofila detectou alterações temporais 

promovidas pelo acúmulo de Zn nas plantas e mostrou-se útil na detecção 

precose da toxicidade do elemento em plantas de mamona. 

Apesar do declínio no status nutricional das plantas, com reduções no 

conteúdo de Fe e Mg nas folhas, a mamona apresentou relativa tolerância à 

toxicidade por Zn, não demonstrando efeitos deletérios aos pigmentos 

fotossintéticos.  

O acúmulo de Zn também não promoveu alterações na atividade de 

enzimas antioxidantes e no teor de proteína solúvel nas folhas.  

Considerando que a mamona apresentou relativa tolerância a doses 

elevadas do metal, esta espécie pode ser uma alternativa ambiental e 

economicamente atraente para fitoestabilização de áreas contaminadas, com 

adicional vantagem para produção de óleo industrial e bioenergia. 
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ALTERAÇÕES METABÓLICAS E FLUORESCÊNCIA DE CLOROFILA 

PARA DETECÇÃO PRECOCE DA TOXICIDADE DE Pb EM MAMONA 

(Ricinus communis) 

 

RESUMO 

 

Em áreas contaminadas por Pb, a remediação é uma prática relevante e 

difícil, pois este é um elemento praticamente imóvel no solo. A fitoestabilização 

é uma prática considerada ambientalmente atraente para manejo de áreas 

contaminadas por este metal. A mamona (Ricinus communis) é uma espécie 

produtora de óleo não comestível e apresenta relativa tolerância a metais 

pesados. O presente trabalho avaliou a toxicidade por Pb utilizando a técnica 

da fluorescência de clorofila e as alterações provocadas pelo metal na 

produção de biomassa, composição mineral, produção de pigmentos 

fotossintéticos, na atividade de enzimas antioxidantes e concentração de 

proteínas solúveis total.  Para esta finalidade, plantas de pinhão-manso 

foram cultivadas em solução nutritiva com cinco doses de Pb (25, 50, 100, 150 

e 200 µmol L-1) e um controle, sem adição do metal, foi adotado. Os resultados 

demonstraram que a fluorescência de clorofila foi eficiente para detectar 

precocemente alterações no fotossistema II promovidas pela toxicidade por Pb. 

As doses de Pb não provocaram alterações na composição mineral das 

plantas, nos pigmentos fotossintéticos, na atividade das enzimas antioxidantes 

e nas proteínas solúveis nas folhas. A mamona, por sua tolerância e 

capacidade de acumular Pb nas raízes, pode ser uma alternativa ambiental e 

economicamente atraente para fitoestabilização e fitoatenuação de áreas 

contaminadas por Pb. A mamona apresentar adicional vantagem econômica 

decorrente da utilização do óleo para produção de bioenergia e fins industriais 

durante o processo de remediação.  

 

 

Palavras-chave: Fluorescência de clorofila. Tolerância. 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 µmol L-1) 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 II 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.  

 

Keywords: Chlorophyll fluorescence. Tolerance. Oilseed crop. 
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INTRODUÇÃO 

 

A contaminação ambiental proveniente de fontes antropogênicas tem 

provocado impactos em diferentes ecossistemas. Entre estas fontes destacam-

se os esgotos, a mineração, a metalúrgica, assim como os resíduos e as 

emissões de contaminantes das diversas atividades industriais. Essas são as 

principais vias de entrada de metais pesados no sistema 

solo‒água‒planta‒atmosfera e, consequentemente, afetam o acúmulo e a 

transferência dos metais para os diferentes níveis tróficos, comprometendo a 

qualidade de vida (Gallego et al., 2012).  

Paoliello et al. (2002), avaliando a exposição de crianças em área 

próxima a uma antiga refinaria de Pb, observaram que a proximidade da área 

residencial à fonte pontual de contaminação, mesmo após o fechamento da 

empresa, demonstrou que a bioacessibilidade à crianças, as quais 

apresentaram níveis médio de 11,25 µg dL-1 de Pb no sangue, manteve-se 

devido ao efeito residual do metal. Gamiño-Gutiérrez et al. (2013), estudando a 

contaminação por As e Pb em solo urbano no México, principalmente em locais 

de recreação e sua bioacessibilidade à crianças (4 a 10 anos de idade), 

verificaram que 50% das crianças apresentaram valores de Pb no sangue (5 a 

10 µg dL-1 de Pb) abaixo do nível de intervenção mexicana e 25% deles 

estavam acima do valor de referência (>10 µg dL-1 de Pb). Estes autores 

ressaltam a importância do monitoramento destas áreas devido ao elevado 

risco de contaminação nesta faixa etária, facilitado pelo contato direto com 

solo, pois um grande número de crianças participa de atividades recreativas 

diariamente nestas áreas. Além disso, citam que o Pb, mesmo em baixas 

concentrações, podem provocar doenças neurológicas e distúrbios na 

capacidade cognitiva. Ren et al., (2006) citam que a ingestão do Pb por meio 

do comportamento hand-to-mouth tem especial relevância para ingestão de 

solo por crianças de 4 a 5 anos de idade, sendo este comportamento apontado 

como significativo risco à exposição ao Pb em áreas industriais, parques 

públicos e creches.  

Em áreas contaminadas por Pb, a remoção deste metal é uma prática 

onerosa e difícil, pois este é um elemento praticamente imóvel no solo e de 

baixa translocação na maioria das plantas. Práticas fitorremediadoras podem 

ser utilizadas para recuperação de áreas impactadas e, entre estas, a 
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fitoestabilização pode ser uma alternativa ambientalmente atraente. Algumas 

autores têm demonstrado que a mamona apresenta tolerância 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 não-alimentícia apresenta grande 

potencial para programas de remediação de áreas contaminadas com adicional 

vantagem de exploração econômica da área durante o período de recuperação 

, visto que a espécie pode ser utilizada para produção de biocombustível. De 

acordo com Berman et al. (2011), as especificações do óleo da mamona para 

mistura B2 (10% ao diesel) e B100, as propriedades viscosidade cinética e 

temperatura de destilação de 15,17 mm2 s-1 e 398,7 Cº, respectivamente, são 

as características que limitam o uso do óleo para produzir biocombustível puro. 

No entanto, para mistura B2 não houve restrições quanto ao uso. Além disso, a 

extração de compostos ativos das sementes de oleaginosas para fins 

industriais pode ser uma alternativa favorável para projetos de fitorremediação 

de áreas contaminadas por metais pesados (Ginnerken et al., 2007).  

Alguns estudos têm avaliado a toxicidade por metais em diferentes 

espécies, sendo que o conhencimento dos mecanismos de tolerância induzidos 

pelas plantas são de grande relevância para as práticas fitorremediadoras, 

assim como para os estudos na área de biotecnologia (Gallego et al., 2012). As 

plantas que são susceptíveis à toxicidade por Pb externam sintomas visuais de 

toxicidade ao metal, por outro lado, quando são tolerantes, atenuam os efeitos 

fitotóxicos apontando sinalizações a nível celular e metabólico como 

estratégias de defesa. Hamadouche et al. (2012) verificaram que a toxicidade 

por Pb em plantas de rabanete (Raphanus sativus) provocou elevação nas 

concentrações de clorofilas nas doses mais baixas e declínio para as plantas 

cultivadas na dose mais severa (750 mg L-1), na qual externaram como 

sintomas visuais de toxicidade (clorose seguido por necrose), além da 

diminuição na redução assimilatória de nitrogênio. Sinha et al. (2006) e Nautiyal 

e Sinha (2012) apontaram o desbalanço 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 

redução na produção de matéria seca de alcachofra (Cynara scolymus). Estes 

autores ressaltaram ainda que, embora não verificado significativa redução nas 

concentrações de clorofilas a e b, a dose mais elevada (1500 umol L-1 de Pb) 

comparada com o controle provocou reduções de 63 e 46% na clorofila a e b, 
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respectivamente. Rossato et al. (2012) não verificaram alteração na 

concentração de pigmentos fotossintéticos em lucera (Pluchea sagittalis) 

cultivadas sob doses de Pb até 1000 µmol L-1 e na redução da matéria seca 

das plantas. Alkhatib et al. (2011) observaram reduções na taxa fotossintética e 

diminuição da concentração de CO2 nas folhas em plantas de fumo (Nicotiana 

tabacum L.) cultivadas sob concentrações de 100, 300 e 500 μmolL-1 de Pb. 

Alguns estudos citam que o sequestro e acúmulo de Pb na parede celular, 

compartimentalização e complexação no vacúolo são estratégias relevantes 

para restringir os danos provocados  por toxicidade por este metal 

(Samardakiewicz e Woźny, 2000; Piechalak et al., 2002; Kopittke et al., 2008; 

Meyers et al.; 2008). Alterações 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 acúmulo de Pb e os mecanismos envolvidos na tolerância e toxicidade 

por este metal podem demonstrar respostas distintas nas diferentes espécies e 

até mesmo entres cultivares e variedades. Por isso, além das investigações 

sobre os efeitos das concentrações tóxicas de Pb nos tecidos vegetais, 

(sintomas visuais, desbalanço nutricional, distúrbios morfológicos, metabólicos 

e fisiológicos), técnicas que possibilitem identificar a toxicidade ou tolerância de 

forma precoce e eficiente são de grande importância para o monitoramento de 

contaminação ambiental. Neste sentido, a medida da fluorescência de clorofila 

é uma técnica que utiliza informação sobre a atividade fotoquímica das plantas, 

possibilitando detectar estresse ambiental (Giardi et al., 2001; Roháček et al., 

2008; Corcoll et al., 2011; Silva et al., 2012). Isto ocorre porque a molécula de 

clorofila é fluorescente e através da dissipação de fóton pode-se detectar 

alterações na transferência de elétrons à nível de membranas dos cloroplastos, 

possibilitando elucidar informações pontuais e temporais (Lin et al., 2007). Uma 

relevante vantagem adicional dessa técnica é a sensibilidade para detectar 

distúrbios 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 não 

destrutiva da fluorescência de clorofila e as alterações provocadas pelo metal 

na produção de biomassa, composição mineral, produção de pigmentos 

fotossintéticos, na atividade de enzimas antioxidantes e concentração de 

http://www.scopus.com.ez19.periodicos.capes.gov.br/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=6505988638&zone=
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proteínas solúveis totais, visando a utilização da espécie em programas de 

fitoestabilização ou fitoatenuação de áreas contaminadas por chumbo. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Sementes de mamona (Ricinus communis cv. BRS Energia) foram 

colocadas para germinar em bandejas contendo vermiculita umedecida com 

solução de Ca 0,67 mmol L-1 na forma de Ca(NO3)2).4H2O (Vilela e Anghinomi, 

1984). Treze dias após o semeio, as plântulas foram transferidas para vasos 

plásticos contendo seis litros de solução 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-1 de N, P, K, Ca, Mg, S, Cl, Mn, Zn, Cu, B, 

Mo e Fe, respectivamente, a qual foi substituída semanalmente. Foi adicionada 

diariamente água deionizada nos vasos para reposição da água perdida por 

evapotranspiração. O pH da solução foi ajustado sempre que necessário, para 

valores próximos de 5,6 (+/- 0,2), sendo a correção efetuada com H2SO4 ou 

NaOH 1 mmol L-1. Após 14 dias de cultivo, foram acrescentadas na solução 

doses de 25, 50, 100, 150 e 200 µmol L-1 de Pb [(CH3COO)2Pb3H2O]. Um 

controle sem adição de Pb foi adotado. O experimento foi conduzido em blocos 

ao acaso, (uma espécie vegetal com seis doses de Pb), com 3 repetições. 

 Após a adição do metal, as plantas foram mantidas em casa de 

vegetação por 28 dias. Posterior a esse período, procedeu-se a coleta e 

lavagem com água destilada das folhas, caule e raízes, sendo estes 

acondicionados em sacos de papel. 

 As amostras foram mantidas em estufa a 65 ºC com circulação forçada 

de ar até peso constante, obtendo-se a matéria seca das partes e, pela soma, 

a matéria seca total. Após secagem, as amostras foram moídas em moinho tipo 

Willey e acondicionadas em sacos plásticos. A digestão do material vegetal foi 

feita em ácidos nítrico e clorídrico em forno de microondas (MarsXpress), 

segundo o método 3051A (USEPA - 1996). Este material também foi submetido 

à digestão sulfúrica para determinação de N (Embrapa, 1999).  

No extrato da digestão foram determinados os teores de Pb, Zn e Cu por 

espectrofotometria de absorção atômica (AAnalyst 800). Também foram 

determinados os teores de Ca, Mg, Fe, Mn, Mo e B por espectrometria de 

emissão ótica (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 

conteúdos dos elementos. 

As medidas de fluorescência de clorofila foram efetuadas com emissor 

de luz ultravioleta LED, com picos de comprimento de onda vermelho (685 ηm) 

e vermelho distante (735 ηm) obtidos pelo software do aparelho (Ocean Optics-

Spectra Suite). Foram efetuadas cinco avaliações ao longo do experimento. A 

primeira medida foi tomada antes da adição do Pb e a última um dia antes da 

coleta das plantas. Estas medidas foram realizadas à noite a partir da 

permanência das plantas por 20 minutos no escuro, com o intuito de garantir a 

desativação 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 à emissão de 

luz por 10 segundos cronometrados.  

Os espectros obtidos foram ajustados a duas curvas Gaussianas 

correspondentes ao 685 ηm e 735 ηm. A razão entre a intensidade da 

fluorescência F685/F735 (Fr/FFr) de altura de pico foi calculada a partir da 

curva ajustada para cada uma das doses de Pb em solução e usadas para 

inferir sobre o efeito do elemento na biossíntese de clorofila e no PSII por meio 

do software Origin versão 6.0. 

Para as análises bioquímicas, foi coletada uma amostra por planta do 

mesmo par de folhas utilizadas na avaliação da fluorescência de clorofila. 

Realizou-se a determinação dos conteúdos de clorofilas a, b, total e 

carotenóides mediante extração com acetona 80% e para determinação de 

carotenóides utilizou-se a equação segundo Lichtenthaler (1987).  

O extrato bruto utilizado na determinação da atividade das enzimas e do 

teor de proteínas foi obtido através de homogeneização de 200 mg do material 

vegetal em almofariz, com N2 líquido, e adicionado 2,0 mL de tampão fosfato 

de potássio (100 mmolL-1, 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 proteína solúvel (Bradford, 1976). Todas as 

determinações foram efetuadas por espectrofotometria. 
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Os dados obtidos foram submetidos à ANOVA e à análise de regressão 

com Software SISVAR (Ferreira, 2008). 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

PRODUÇÃO DE MATÉRIA SECA 

  

 

A produção de matéria seca das folhas, caule, raízes e total não 

diminuiu com a adição das doses crescentes de Pb à solução nutritiva (Tabela 

5.1) durante o período de cultivo.  

Alguns autores demonstraram que a toxicidade por  Pb provoca redução 

na taxa transpiratória, biossíntese de clorofilas e inibição da taxa fotossintética 

e, consequentemente, as plantas externam sintomas visuais como a redução 

do crescimento, clorose foliar, enrolamento e murcha de folhas e deformações 

de frutos (Zhao et al., 2011; Luo et al., 2012). No entanto, as plantas de 

mamona não apresentaram quaisquer desses sintomas visuais de toxicidade 

por Pb, sugerindo a sua tolerância à toxicidade por Pb.  

Comportamento diferente foi verificado por Romeiro et al. (2006) 

avaliando também a tolerância da mamona a Pb. Estes autores verificaram 

declínio da produção de matéria seca acompanhado pelo acúmulo do metal 

nas plantas, com severa restrição do crescimento para a dose mais elevada 

(400 µmol L-1). Niu et al. (2009) também verificaram significativas reduções 

apenas nas raízes das plantas de mamona cultivadas sob doses de Pb (50, 

100 e 200 mg L-1) em solução. Possivelmente a diferença 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 solução nutritiva 

Doses de Pb 

(µmol L
-1

) 

Matéria seca, g vaso
-
¹ 

Folhas Caule Raízes 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 raízes (Figura 5.1). O incremento de Pb do controle 

para a maior dose (200 µmol L-¹ de Pb) foi de 52% e 48572% para folhas e 

raízes, respectivamente. Semelhante acúmulo do metal também foi verificado 

por Romeiro et al. (2006) que observaram acúmulo de aproximadamente 500 

mg kg-1 e  24000 mg kg-1  nas folhas e raízes, respectivamente, para as plantas 

de mamona cultivadas sob a dose 200 µmol L-1 de Pb em solução. Por outro 

lado, estes autores verificaram significativa redução da produção de biomassa.  

Comparando o teor de Pb nas raízes para a dose 200 µmol L-1 e sua. 

distribuição nas folhas, observou-se um acúmulo 382 vezes maior nas raízes. 

O sequestro do metal no vacúolo das células radiculares é 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 acúmulo verificado (13312 mg kg-1 de Pb) nas raízes para a dose 200 

µmol L-1 de Pb é uma importante estratégia de defesa pelo qual o sistema 

radicular pode contribuir para a tolerância de plantas a  doses elevadas do 

metal no solo, destacando-se como característica vantajosa para 

fitoestabilização ou fitoatenuação de áreas contaminadas por Pb, além do 

benefício da cobertura vegetal atuar como barreira natural, impedindo que o 

metal seja transportado por meio da eroção, lixiviação 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 

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

respectivamente. 

 

Peng et al. (2012), avaliando a toxicidade por Pb em três cultivares de 

eucalipto (Eucalyptus urophyllaXE.grandis) sob doses de 7 a 56 mg L-1 de Pb, 

verificaram distintos níveis de tolerância entre as plantas, sendo que uma das 

cultivares (ST-9) apresentou maior potencial para tolerar elevadas 

concentrações de Pb no solo. As plantas cultivadas sob a maior dose (56 mg L-

1), além de apresentar maior acúmulo do metal nas raízes, não externaram 

qualquer sintoma visual de toxicidade.  

Alguns autores demonstraram que o acúmulo de Pb em células 

radiculares pode ser observado em vários componentes celulares, os quais 

induzem à tolerância ou, indiretamente, provocam distúrbios no aparato 

fotossintético, nutricional e metabólico das plantas. Piechalak et al. (2002), 

avaliando o acúmulo e a distribuição de Pb em plantas de fava (Vicia faba), 

ervilha (Pisum sativum) e feijão (Phaseolus vulgaris), verificaram que após 96 h 

de exposição à dose de 0,001 molL-1 de Pb apenas 5 a 10% do metal 

acumulado foi translocado para parte aérea, sendo que o maior conteúdo de 

Pb encontrado nas raízes foi localizado na parede celular e núcleo. Estes 

autores também ressaltaram que o acúmulo de 1% de Pb presente no 

citoplasma de células radiculares foi suficiente para ativar o mecanismo de 

defesa e elevar a produção de fitoquelatinas. No entanto, após 2h de exposição 

ao metal, foi observado o declínio na síntese deste peptídeo. Samardakiewicz e 

Woźny (2000), avaliando o acúmulo de Pb em células radiculares de uma 

planta aquática (Lemna minor L.), verificaram após 1h de exposição ao metal 

(15 µmolL-1) o maior acúmulo na parede celular, vesículas e pequenos 

vacúolos.  
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Kopittke et al. (2008), avaliando o acúmulo de Pb em células radiculares 

em plantas de braquiária (Brachiaria decumbens Stapf) e capim Rhodes 

(Chloris gayana Kunth), sob doses do metal até 20 µmol L- 1 e 5,5 µmol L- 1 , 

respectivamente, verificaram inicialmente a presença do metal no citoplasma e 

células corticais e, posteriormente, uma maior parte foi sequestrado pelo 

vacúolo na forma de piromorfita [Pb5(PO4)3Cl]. Estes autores sugeriram que a 

presença de piromortita no complexo de Golgi pode ter sido um mecanismo de 

defesa adicional ao acúmulo de Pb na parede celular das raízes das plantas de 

braquiária, comportamento não observado para capim de Rhodes, a qual é 

considerada sensível a toxicidade por Pb.  

Meyers et al. (2008), avaliando a distribuição do Pb no sitema radicular 

de plantas de mostarda da índia (Brassica juncea), verificaram a deposição 

desse metal em compartimentos extracelulares, sendo sugerido que esta 

complexação ocorreu devido a ligação desse metal à sítios aniônicos, aos 

quais cátios divalentes comumente se  ligam. A ocorrência do metal também foi 

verificada em compartimentos do citoplasma e vacúolo. Estes autores não 

detectaram a presença do Pb nos tecidos internos da estria Caspary, sendo 

este indicativo de integridade da membrana plasmática. Małecka et al. (2008), 

estudando o mecanismo de defesa das plantas ervilha ( Pisum sativum) em 

condições de toxicidade por Pb, verificaram alterações nas células 

mitocondriais radiculares tratadas com 0,5 e 1,0 mmol L-1 de Pb, as quais 

demonstraram reduções das cristas mitocondriais, aumento do volume e forma 

das mitocôndrias, além da presença de grânulos dentro de peroxissomos e 

mitocôndrias nas quais foi detectado a presença do metal. Estes autores citam 

a relevância da toxicidade por Pb nestas organelas não fotossintéticas, pois 

são responsáveis por geração de ATP e armazenamento de enzimas 

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

 

TEORES DE NUTRIENTES 

 

 Não foi verificada alteração nas concentrações 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 responsáveis pelo 

crescimento normal das mesmas, corroborando os resultados verificados na 

matéria seca. 

http://www.scopus.com.ez19.periodicos.capes.gov.br/authid/detail.url?origin=resultslist&authorId=6505988638&zone=
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 Capelo et al. (2012), avaliando o efeito do acúmulo de Pb em alface 

(Lactuca sativa ), não verificaram desbalanço nutricional nas concentrações de 

P, Ca, Mg, Cu e Zn nas raízes e folhas após 15 dias de exposição ao metal 

(125 mg L-1), por outro lado, foi observado declínio para os conteúdos de K e 

Fe.  

Resposta similar também foi verificada por outros autores avaliando a 

toxicidade por metais pesados. Zhao et al. (2012) verificaram acúmulo e 

tolerância de Phytolacca americana a Mn sem desbalanço nutricional. Estes 

autores também apontam como mecanismo estratégico das plantas para 

tolerar o estresse de Mn a elevação da atividade enzimática (SOD e CAT), 

comportamentos não verificados avaliando a toxicidade para os metais Zn e 

Cu. Martínez-Peñalver  et al. ( 2012), avaliando a toxicidade de Cd e Cu em 

plantas de agrião de Thale (Arabidopsis thaliana), verificaram declínio na 

concentração de pigmentos fotossintéticos e, consequentemente, danos na 

eficiência quântica sem apresentar alteração do status nutricional das folhas. 

 

FLUORESCÊNCIA DE CLOROFILA 

 

Verificou-se diferenças nos picos de absorção dos espectros da 

fluorescência de clorofila (Figura 5.2A). Nota-se que a menor reabsorção da 

fluorescência foi verificada nas plantas cultivadas sob maior dose de Pb (Figura 

5.2B), demonstrando a sensibilidade da fluorescência de clorofila para detectar 

alterações no PSII provocada por toxicidade por Pb nas plantas. 
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Figura 5.2. Espectros médios da fluorescência de clorofila em plantas de 

mamona cultivadas sob doses de Pb em solução nutritiva aos 28 dias, dados 

normalizados (A) e não-normalizados (B). Razão dos espectros de 

fluorescência de clorofila em função do tempo de cultivo, referente às leituras 

do vermelho= 685ηm e vermelho distante= 735 ηm (Fr/FFr) (C). Razão dos 

espectros de fluorescência de clorofila aos 28 dias, e teor de PN nas folhas (C). 

 

 

A razão Fr/FFr demostra que as doses de Pb promoveram alterações 

temporais na biossíntese fotossintética, as quais foram detectadas já a partir 

dos 10 dias de cultivo e se tornaram mais intensas aos 18 dias após adição das 

doses do metal (Figura 5.2C). É interessante ressaltar que a elevação nas 

razões da fluorescência 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 fluorescência de clorofila é não destrutiva e pode avaliar 

alterações nas membranas dos cloroplastos e elucidar danos no aparato 

fotossintético das plantas (Krause e Weis, 1991). Os valores da razão Fv/Fm 
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(máxima fluorescência/máxima variação da emissão de fluorescência) e Fr/FFr 

(pico máximo na região vermelho/pico máximo na região vermelho-distante) 

obtidos pela medida das bandas da fluorescência de clorofila podem ser 

utilizados para detectar estresse no PSII. O declínio na concentração de 

clorofila indica condição anormal no metabolismo dos fótons e, 

consequentemente, redução da razão Fv/Fm. No entanto, para a razão Fr/FFr 

ocorre elevação do valor em condição de distúrbio. Comportamento inverso 

dos valores das razões (Fv/Fm e Fr/FFr) ocorre em condição fotossintética 

normal (Gopal et al. 2002; Maurya et al., 2008; Silva et al, 2012). 

Nota-se que a razão Fr/FFr possibilitou a detecção de alteração no PSII 

mesmo sem as plantas apresentarem sintomas de toxicidade. Portanto, pode-

se indicar que a fluorescência de clorofila é uma ferramenta útil 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 ENZIMÁTICAS E PROTEÍNA SOLÚVEL 

 

 As concentrações de pigmentos não foram influenciadas com o aumento 

das doses de Pb (Tabela 5.2), sendo interessante destacar que estes 

resultados corroboram a não visualização de qualquer sintoma de clorose nas 

folhas, como também ausência de desbalanço nutricional. Ademais, cabe 

ressaltar que, apesar do metal não ocasionar danos na biossíntese de 

clorofilas, observou-se notável alteração na fluorescência de clorofila, indicando 

a eficiência da técnica para detecção precoce em nível de membrana dos 

cloroplastos à toxicidade por Pb nas plantas de mamona. Segundo 

Bruschmann (2007), a razão Fr/FFr depende principalmente do conteúdo da 

clorofila e, em menor relevância, da atividade fotossintética e das 

características ópticas 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 catalisação de reações de carboxilação e oxigenação. Em 

condições 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 alterações no funcionamento do ciclo de Calvin. 

Isto resulta na inibição do transporte de elétrons no aparato fotossintético e em 

danos ao PSII. 

 

Tabela 5.2. Conteúdo de pigmentos em plantas de mamona cultivadas sob 

doses de Pb em solução nutritiva 

Doses de Pb Clorofila a 

 

Clorofila b Clorofila Total 

 

Carotenóides  

(µmol L-¹) mg g
-
¹ 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 

 

 Não foi verificada resposta significativa para a atividade das enzimas 

catalase, polifenoloxidase, ascorbato peroxidase, peroxidase e concentração 

de proteína solúvel com o aumento das doses de Pb. A toxicidade por metais 

pesados pode induzir a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), tais 

como superóxido (O2
-), radicais hidroxila (OH-) e peróxido de hidrogênio (H2O2), 

que ao interagir com componentes celulares provocam danos oxidativos e 

consequente deterioração celular (Gadjev et al., 2008). Em espécies de plantas 

tolerantes à metais pesados, o conteúdo 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 é um importante mecanismo de defesa no 

balanço homeostático para redução da toxicidade por metal pesado em plantas 

(Rellán-Álvarez et al., 2006; Sun et al., 2007;  Yadav et al., 2009).  

Nautiyal e Sinha (2012) não verificaram alteração na concentração de 

clorofila a nas folhas de guandu até a dose 0,2 mmoL-1 de Pb, além do 

estímulo na produção de carotenóides na dose (0,05 mmoL-1) mais baixa do 

metal em solução. Estes autores ainda observaram que o excesso de metal até 

a maior dose (1 mmolL-1) provocou o acúmulo de prolina e induziu  elevação na 

atividade das enzimas ascorbato peroxidase e superóxido dismutase nas 

folhas, além do aumento de substâncias não-proteicas do grupo tiol nas raízes.  
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Alkhatib et al. (2011), avaliando a toxicidade por Pb em plantas de fumo, 

verificaram que as doses do metal não afetaram o conteúdo de pigmentos. 

Estes autores não observaram qualquer anomalia nas membranas dos 

tilacóides em plantas cultivadas sob a dose 10 μmolL-1 de Pb, no entanto, os 

cloroplastos das plantas tratadas com 500 μmolL-1 do metal exibiram alteração 

na composição e diminuição dos tilacóides. Kumar et al. (2012), avaliando a 

tolerância por Pb em plantas de T. triangulare (Jacq.), verficaram que elevação 

na atividade da enzima antioxidante glutationa foi uma estratégia de defesa 

importante para as plantas acumularem maiores teores do metal e 

sobreviverem por período mais longo sob a exposição do metal. Estes autores 

ainda verificaram a elevação do conteúdo de pigmentos fotossintéticos até 

adição da doses e 0,5 mmolL-1 de Pb e posterior declínio nas doses mais 

elevadas. Hamadouche et al. (2012) verificaram elevação na atividade da 

enzima catalase nas plantas de rabanete, sendo que a maior elevação foi 

verificada na dose mais severa (750 mg L-1 de Pb). 
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CONCLUSÕES 

  

A medida da fluorescência de clorofila foi eficiente para detectar 

alterações no fotossistema II promovidas pela toxicidade por Pb e demonstrou-

se útil para o monitoramento precoce da toxicidade por este elemento em 

plantas de mamona. 

As doses de Pb não provocaram alterações na composição mineral das 

plantas, e também nos pigmentos fotossintéticos, na atividade das enzimas 

antioxidantes e nas proteínas solúveis total nas folhas.  

A mamona, por sua tolerância e capacidade de acumular Pb nas raízes, 

pode ser uma alternativa ambiental e economicamente atraente para 

fitoestabilização e fitoatenuação de áreas contaminadas por Pb, com adicional 

vantagem econômica decorrente da utilização do óleo para fins industriais e 

produção de bioenergia durante o processo de remediação. 
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