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Resumo

O rapido aumento populacional mundial e a urbanizacdo geram problemas ambientais
como a poluicdo atmosférica, impermeabilizacdo do solo e impacto sobre a qualidade da dgua.
Metais pesados sdo elementos presentes no material particulado disperso no ar, solos e dguas
residudrias, podendo ser toxicos quando em altas concentracdes € reagem com
macromoléculas e ligantes presentes nas membranas moleculares, ocorrendo a
bioacumulacdo. Os metais pesados podem causar alteracdes no crescimento € metabolismo
das plantas e na formacdo de espécies ativas do oxigénio (EAQOs) ocasionando estresse
oxidativo. As bromélias vém sendo estudadas como acumuladora de metais, entretanto pouco
se conhece sobre os efeitos dos metais pesados no metabolismo dessas plantas. O estudo teve
como objetivo avaliar o crescimento e desenvolvimento de Aechmea blanchetiana cultivadas
in vitro em diferentes concentragdes de cobre (Cu) e zinco (Zn), pela andlise das varidveis
biométricas de crescimento, teores de macro e micronutrientes, poliaminas e acido ascorbico
(AA), atividade das enzimas ascorbato peroxidase (APX) e superéxido dismutase (SOD), e
acimulo de per6xido de hidrogénio (H,O,) utilizando a diaminobenzidina (DAB) como
cromdgeno. As plantas foram obtidas pela germinacdo de sementes in vitro e aos 210 dias
transferidas para os tratamentos 0,0; 0,145; 1,45 e 14,5 uM Cu e 0,0; 2,75; 27,5 € 275 uM Zn
no meio MS (Murashige & Skoog 1962), modificado com metade das concentracdes de
macronutrientes. Nao foram observadas cloroses ou necroses nas plantas em todos os
tratamentos. O acumulo de cobre e zinco ocorreu somente nas concentracoes de 14,5 uM de
Cu e 275 uM de Zn, ndo havendo alteracdes nos teores de macro e micronutrientes. Os teores
da poliamina espermina aumentaram com a elevagdo da concentragdo de Zn e diminuiram
com a elevagdo da concentracdo de Cu. Houve acimulo de H,O,, por meio da coloracdo por
DAB, nas plantas cultivadas nos tratamentos 1,45 e 14,5 uM de Cu e 27,5 e 275 uM de Zn.

Os resultados indicam que o Cu e Zn alteraram a atividade de parte do ciclo ascorbato-



glutationa e da producdo de H,O,, podendo estar relacionada com a a¢do sinalizadora do
sistema de defesa do estresse oxidativo. O estudo mostrou que a espécie Aechmea
blanchetiana apresentou tolerancia as concentra¢des de cobre e zinco utilizadas no meio MS e
que a técnica de cultivo in vitro pode ser utilizada como ferramenta para o estudo de

alteracdes metabolicas de plantas em condi¢des de estresse por metais pesados.



Abstract

The increasing of world population and urbanization creates environmental problems
such as air pollution, soil sealing and impact on water quality. Heavy metals are elements
present in particulate matter, soils and wastewater. It may be toxic when present in high
concentrations and react with macromolecules and ligants in molecular membranes,
promoting bioaccumulation. Heavy metals may cause changes in plant growth and
metabolism, and forms of active oxygen species (ROS) causing oxidative stress. Bromeliads
have been studied as accumulator of metals, however little is known about the effects of
heavy metals in their metabolism. The study aimed to evaluate the growth and development of
Aechmea blanchetiana cultured in vitro with different concentrations of copper (Cu) and zinc
(Zn), by the analysis of the biometric parameters of growth, contents of macro and
micronutrients, polyamines and ascorbic acid (AA), activity of the enzymes ascorbate
peroxidase (APX) and superoxide dismutase (SOD), and the accumulation of hydrogen
peroxide (H,O;) using diaminobenzidine (DAB) as chromogen. The plants were obtained by
germination in vitro and transfered after 210 days to the treatments 0.0, 0.145, 1.45 and 14.5
uM Cu and 0.0, 2.75, 27.5 and 275 pM Zn in the MS medium (Murashige & Skoog 1962)
modified with half of the macronutrients. There was no chlorosis or necrosis in plants on all
treatments. The accumulation of copper and zinc occurred only at concentrations of 14.5 uM
Cu and 275 uM Zn, and there were no significant changes in the levels of macro and
micronutrients. The levels of spermine rose with increasing concentration of Zn and decreased
with increasing concentration of Cu. There was accumulation of H,0,, visible by DAB
staining, plants grown in treatments 1.45 and 14.5 uM Cu and 27.5 and 275 uM Zn. The
results indicate that copper and zinc altered the ascorbate-glutathione cycle activity and
induction of H,0O,, possibly due to the signaling function of the defense system against

oxidative stress. The species Aechmea blanchetiana was tolerant to the concentrations of



copper and zinc used in this study, and the technique of in vitro culture can be used as a useful

tool for the study of metabolic changes in plants under stress by heavy metals.
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Capitulo 1

1. Introdugdo Geral
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1.1. Poluicao

O r4pido aumento populacional mundial (3,0 bilhdes em 1960 para 6,5 bilhdes em
2005 (UN 2007)) e a urbanizacdo geram problemas ambientais como a polui¢do atmosférica e
sonora, impermeabilizacdo do solo e impacto sobre a qualidade da dgua (Tucci 2003).

Poluicdo pode ser definida como qualquer interferéncia danosa nos processos de
transmissdo de energia em um ecossistema (CETESB 2009) ou contamina¢do do ambiente
por residuos (poluentes) e outros produtos indesejados, oriundos da atividade humana
(Townsend et al. 2006).

Os poluentes podem se apresentar nas formas liquida, gasosa ou sélida e sdo
substancias que tornam o ar, o solo ou a dgua nocivos ou ofensivos a sadde, sendo
inconvenientes ao bem estar publico e causando danos aos materiais, a fauna e a flora.
Destacam-se os materiais particulados e os aerodispersoides (Gana Soto et al. 1985; CETESB
2009). Os materiais particulados sdo constituidos de materiais s6lidos ou liquidos, tais como
poeiras, fumos metdlicos, névoas e neblinas e se mantém suspensos no ar devido ao pequeno
tamanho. Podem ser emitidos por fontes naturais como vulcdes e queimadas, ou antrépicas,
como a queima de combustiveis fosseis por veiculos automotores ou industrias (Raven et al.
2001; Larcher 2000; CETESB 2009).

A contaminacao dos sistemas aqudticos € resultado da precipitacdo da poluicdo aérea,
lavagem das superficies urbanas contaminadas com diferentes componentes organicos e
metais, residuos solidos erodidos pelo aumento da vazdo, lixo urbano depositado ou
transportado para a drenagem e esgoto ndo coletado (Tucci 2003). A anélise da influéncia da
densidade populacional sobre rios urbanos feita por Bollmann & Marques (2006), mostraram
que a partir de uma condicdo natural ndo urbanizada, mesmo pequenas densidades

populacionais sdo capazes de alterar significativamente a qualidade da dgua.
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O uso intenso e desorganizado dos recursos naturais, para atender a crescente demanda
de trabalhadores e habitantes produz residuos (poluicdo) de modo acelerado e em grande
variedade (Miotto 2007). Na década de 90 as atividades de lavra no Brasil, em minas
proximas aos afluentes da bacia do Ribeirdo Grande (regido do Vale da Ribeira, PR), foram
paralisadas e as minas abandonadas, sem que tenham sido executados quaisquer trabalhos de
recuperagcdao ambiental ou obras que visassem minimizar o impacto ambiental causado pela
lixiviacdo dos rejeitos de beneficiamento e lavra. Estudos indicam que os corregos Ribeirdo
Perau e Barrinha sdo os principais fornecedores de metais pesados para o Ribeirdo Grande e
conseqiientemente para o mais importante rio da regido, o Ribeira de Iguape (Corsi & Landim

2003).

1.2. Metais Pesados

A denominagdo metais pesados € utilizada para uma larga escala de elementos
importantes tanto industrial como biologicamente (Alloway 1995) que apresentem massa
especifica maior que 5 g cm™ (Shaw 1990; Azevedo & Lea 2005). Sdo elementos que reagem
com macromoléculas e ligantes presentes nas membranas moleculares, o que lhes confere a
propriedade de bioacumulagdo. Desses, cerca de vinte sdo considerados téxicos, incluindo
cadmio, mercurio, chumbo, arsénio, cobalto, niquel, entre outros (Tavares 1992).

Nos ecossistemas terrestres os metais pesados estdo naturalmente presentes no solo, na
atmosfera e na biosfera, onde as principais concentracdes de metais provém,
predominantemente, de desgastes rochosos e deposi¢ao imida e seca das copas de arvores,
emissoes atmosféricas durante erup¢des vulcanicas, queima de florestas, transporte de poeira
continental e degradacdo da biomassa de vegetais e animais, assim como de seus dejetos
(Shaw 1990). Em solos nido contaminados sdo encontradas concentracdes de metais que
variam de alguns microgramas a miligramas por quilograma de solo, inferiores as

consideradas téxicas para organismos vivos (Gratdo et al. 2005).
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O processo de mineracdo pode gerar dispersdo excessiva de metais no ambiente (Silva
et al. 2001, Soares et al. 1997). No processo de extragdo os minérios sdo moidos e os residuos
contendo metais pesados sdo expostos ao ambiente, podendo ser lixiviados para rios e lagos
(Townsend et al. 2006). A contribuicdo da industrializacdo e urbanizacdo na deposi¢do de
metais pesados no ecossistema tém sido evidente e perigosamente alta, promovendo nas
ultimas duas décadas o aumento de 40% da concentracdo de ferro nos solos (Shaw 1990). As
dguas residuais urbanas podem apresentar quantidades considerdveis de metais pesados,
outros materiais em suspensdo e, em determinadas épocas do ano, cloro (Moraes & Jorddo
2002). A contaminacdo por mercurio causada por efluentes urbanos estd presente, em sua
maior parte, nas areas estuarinas e costeiras da regido sul do Brasil, onde estdo concentrados
os polos industriais do pais (Marins et al. 2004).

Os metais pesados presentes no material particulado atmosférico ou em efluentes
industriais podem ser acumulados nas camadas organicas do solo (Lopes 2001). A Resolugao
CONAMA 03, de 28/06/90, estabelece, como nivel de alerta para os padrdes de qualidade do
ar 375 ug m” de particulas totais em suspensdo didrias. O Relatério de Qualidade do Ar no
Estado de Sao Paulo, elaborado em 2006 pela CETESB, revelou que a fonte mais significativa
de poluicdo do ar era os veiculos automotores, participando com 97% das emissdes de
mondxido de carbono (CO) e 40% de material particulado (MP) (CETESB 2009).

O solo tem a capacidade de depuragdo e imobilizacdo de grande parte das impurezas
depositadas (Alloway 1995), entretanto essa capacidade € limitada e a qualidade do solo pode
ser alterada pelo efeito cumulativo da deposicdo de poluentes atmosféricos, aplicacdo de
defensivos agricolas e fertilizantes e descarte de residuos sélidos industriais e urbanos e de
materiais téxicos ou radioativos (CETESB 2009).

A solubilidade dos metais estd diretamente relacionada com o pH do solo; no caso do
chumbo (Pb), cddmio (Cd) e zinco (Zn), por exemplo, ela € baixa em condi¢des alcalinas e

aumenta com a diminuicio do pH (Chuan ef al. 1996). Muitos dos metais considerados metais
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pesados sdo toxicos quando presentes em altas concentragdes, como o cobalto (Co), cromo
(Cr), cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn) e molibdénio (Mo); entretanto sdo fundamentais
para a sobrevivéncia dos organismos vivos quando em pequenas concentracdes (Alloway
1995).

Para amenizar a deficiéncia de metais tracos em solos, com destaque para a deficiéncia
de zinco, seguido pela de cobre e manganés (essenciais para o desenvolvimento da
agricultura) é comum o uso de corretivos e fertilizantes agricolas (Alloway 1995).
Fertilizantes fosfatados, insumos agricolas e corretivos contém metais pesados provenientes
da rocha que os originou ou dos componentes utilizados na sua industrializa¢cdo (Campos et
al. 2005), sendo uma fonte de contaminacdo quando utilizados em excesso.

A absorc¢do de metais toxicos pelas raizes de plantas é potencialmente perigosa para a
saude humana, e seu acimulo em plantagdes € a principal via de entrada dos mesmos na

cadeia alimentar (Sandalio er al. 2009).

1.3. Defesas antioxidantes

Os metais pesados, assim como outros fatores ambientais, podem causar efeitos
adversos sobre as plantas, decorrentes de estresse oxidativo provocado pela intensificagdo da
formacgdo de espécies ativas do oxigénio (EAOs). As EAOs atingem moléculas vitais como
lipidios, proteinas e 4cidos nucléicos, com consequentes disturbios estruturais, metabdlicos e
fisiologicos em células, podendo leva-las a morte (Hallwell & Gutteridge 1989; Bray et al.

2000).

As espécies ativas de oxigénio sdo atomos ou moléculas altamente reativas,
encontradas em todos os organismos bioldgicos aerdbicos, produzidas naturalmente nas
plantas, principalmente na cadeia transportadora de elétrons no cloroplasto (fotossintese) e
mitocOndria (respiracdo celular) e na fotorrespiragdo (Ferreira & Matsubata 1997; Dat et al.

2000) (Figura 1). Os principais intermedidrios reativos formados nos processos sdo os radicais
15



superoxidos (O,"), primeiras espécies a serem formadas, radicais hidroxilas (OH"), altamente
reativos e de meia vida curta, e o peréxido de hidrogénio (H,O;), sendo apontado como
possivel sinalizador de defesa, podendo atravessar membranas e ser acumulado no interior das

células (Ferreira & Matsubata 1997; Pinto et al. 2003; Apel & Hirt 2004; Soares & Machado

2007).
. Superoxide Peroxide Dxena Oxide
Dioxygen radical ion ion io ion
0, %+— 0y —4— 0 =— o —— 0o
1 [E— R
'0, HO, HeO, ‘ H,0
Singlet Perhydroxyl Hydrogen Water Hydroxw Water
oxygen radical peroxide radical

Figura 1: Formacdo de espécies ativas de oxigénio durante a reducdo do oxigé€nio

molecular (Apel & Hitt 2004).

Para se prevenir de injurias, as plantas capturam e eliminam moléculas reativas pelo
uso de um sistema de defesa antioxidante presente no apoplasto € em varios compartimentos
subcelulares (Hallwell & Gutteridge 1989; Bray et al. 2000). A eficiéncia desse sistema
antioxidante é, portanto, uma medida de tolerincia das plantas ao estresse oxidativo induzido
por poluentes.

O sistema de defesa inclui antioxidantes enzimdticos € ndo-enzimaticos. Entre as
defesas enzimadticas estdo as peroxidases (superoxido dismutase e ascorbato peroxidase) e
catalases, que removem o per6xido de hidrogénio das células, as primeiras reduzindo e sa
segundas catalisando, sendo que nessa ultima reacdo, o oxigénio produzido é estavel (O,)
(Hallwell & Gutteridge 1989). As principais defesas ndo-enzimadticas e soliveis em dgua sdo:

acido ascorbico (AA), tidis (predominando a glutationa), o-tocopherol, carotendide,
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poliaminas e flavonodides, também considerados por promoverem alguma protecdo contra

injurias causadas pelos EAOs (Bray et al. 2000) (Figura 2).

Reacdo de
Mehler
l /V H.O + O,
Estresse SOD O, CAT
. — 0 —
ambiental 2

espontineo

GSH AA 7 MDA
NADP* ‘\/' \/’
GR >§ MDAR
NADPH ) .
NADPH ‘/\ NADP espontianeo
GSSG
\ pHA < /

H202
f APX —— H,O

Figura 2. Esquema da atividade do sistema antioxidante em plantas. Em destaque estd o ciclo
ascorbato glutationa. SOD = superdxido dismutase; CAT = catalase; APX = ascorbato
peroxidase; AA = 4cido ascorbico, MDAR = monodehidroascorbato redutase; MDA =
monodehidroascorbato; DHA = dehidroascorbato; DHAR = dehidroascorbato redutase GSH =
glutationa reduzida; GSSG = glutationa oxidada; GR = glutationa redutase. Adaptado de
Soares & Machado (2007).

A superéxido dismutase (SOD) é uma metaloenzima classificada em trés grupos, de
acordo com o metal ligado a sua molécula. As plantas, normalmente, apresentam as formas
Cu/Zn-SOD no citosol, Cu/Zn e/ou Fe-SOD no cloroplasto ¢ Mn-SOD na mitocondria.
(Alscher et al. 2002; Resende et al. 2003; Apel & Hirt 2004). Estao localizadas em diferentes
compartimentos da célula e agem como a primeira linha de defesa contra a EAOs, catalisando

a dismutacdo do radical superéxido em perdxido de hidrogénio. O H,O, é formado na
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dismutacdo do radical superéxido e, se produzido em pequenas quantidades, pode ser um
sinalizador para a ativagdo do sistema antioxidante das plantas (Gratdo et al. 2005).

A adicdo de H,O, em tecidos foliares ou sua indu¢@o endégena promove o fechamento
dos estdmatos e, consequentemente, diminui a taxa transpiratdria, podendo agir como um
sinal indutor para a expressdo de genes referentes a ativacdo da catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX), guaiacol peroxidase e glutationa peroxidase (Soares & Machado 2007,
Deuner et al. 2008).

O H;0,, em altas concentracdes, pode ser prejudicial aos tecidos, atravessando as
membranas celulares e promovendo a peroxidacao lipidica (Resende et al. 2003). O H,0,
formado € neutralizado pelas catalases ou pelo ciclo ascorbato/glutationa, sendo este dltimo, o
principal sistema de remocdo das EAOs nos cloroplastos (Soares & Machado 2007).

A ascorbato peroxidase é encontrada em plantas superiores, clordfitas e algas
vermelhas. Apresenta alta especificidade pelo ascorbato (ou 4cido ascérbico) como substrato
redutor, catalisando a reag@o de neutralizagdo do perdxido de hidrogénio em 4gua (Carvezan
2008). O acido ascorbico atua como co-fator de enzimas e como agente redutor,

desintoxicando vdérios radicais organicos, atuando contra O, e H,O, e removendo oxigénio

ativo (Hallwell & Gutteridge 1989).

1.4. Plantas em ambientes contaminados

Os sistemas bioldgicos, sejam organismos, populagdes ou comunidades, adaptaram-se,
ao longo de sua evolucdo, a um complexo de fatores ambientais, € se apresentam em
equilibrio dindmico e estabilidade (Lima 2001). A presenca dos metais pesados e de outros
poluentes pode afetar esse equilibrio e a reacdo dos organismos em relagdo a qualidade do
ambiente pode ser utilizada como indicador, seja no nivel macroscopico com necroses €

cloroses, em geral nas folhas, ou por alteragdes metabdlicas e fisioldgicas e acimulo de
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poluentes nos tecidos (Manning & Feder 1980; Flores 1987; Dissler & Bortiz 1988; Saiki et
al. 1997; Lima 2001).

A principio qualquer ser vivo pode ser utilizado como indicador de poluicdo ambiental
(biomonitor), porém o termo tem sido utilizado para organismos mais sensiveis, sendo estes
divididos em trés categorias: organismos apontadores - que indicam o impacto da poluicdo
através de mudancas no tamanho de sua populacdo; organismos testes - altamente
padronizados e utilizados em bioensaios de toxicologia e organismos monitores - que
mostram qualitativa e/ou quantitativamente o impacto da poluicdo (Klumpp 2001).

O uso de plantas como biomonitoras € vantajoso por indicar a presenga de poluentes e,
em alguns casos estimar os niveis dos mesmos, bem como por monitorar os riscos dos
poluentes aos seres vivos (Esposito 2008). Segundo Ellenberg (1991) o biomonitoramento
possibilita a delimitacdo de é4reas atingidas pela contaminacgdo, a classificacdo dos vdrios
niveis de poluicdo na 4rea estudada e a avaliacdo dos riscos impostos as espécies € a

vegetagdo local.

Muitos vegetais ja foram identificados como monitores de polui¢cdo. Tibouchina
pulchra Cogn. (Melastomataceae) tem sido utilizada como monitora de poluicao atmosférica
e edafica na regido da Serra do Mar, proximo ao pélo industrial de Cubatiao (Domingos et al.
1998; Domingos et al. 2000; Mazzoni-Viveiros & Truffen 2004). Mota-Filho et al. (2007)
observaram que o liquen Cladonia verticillaris Radd apresentou forte reducdo de sua
vitalidade ao ser submetido as emissdes provenientes da queima de combustiveis e pereceu ao
entrar em contato com as emissdes associadas aos particulados de chumbo. Legeard et al.
(2008) estudaram os efeitos da poluicdo atmosférica por chumbo nos arredores de minas de
chumbo na Inglaterra, utilizando Pinus sylvestris L. como bioindicador. Variedades sensiveis
de tabaco (Nicotina tabacum “Bel W3”) sdo utilizadas na Europa e no Brasil como
indicadores de contamina¢do atmosférica por ozonio (Klumpp et al. 2006; Pedroso 2006;

Sant’ Anna 2007; Esposito 2008).
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Plantas que se desenvolvem em ambientes contaminados por metais sdo consideradas
tolerantes, e, em alguns casos, capazes de acumular e retirar do solo altas quantidades desses
contaminantes (Gratdo et al. 2005). Podem atuar como bioacumuladoras de poluentes sem
necessariamente apresentar sintomas visiveis e a andlise dos seus tecidos permite estimar as
concentracdoes ambientais dos poluentes, como por exemplo, deposicdo de metais pesados
(Mulgrew & Williams 2000). As plantas podem absorver metais pesados pelas raizes ou parte
aérea, acumulando-os de maneira seletiva em seus 6rgdos (Cheng 2003). Segundo Cape
(2009) o acimulo de poluentes atmosféricos pelas plantas ocorre usualmente pela capitacdo
passiva desses poluentes pelos estdmatos ou indiretamente pelo sistema radicular nos solos.

A utilizacdo de plantas especificas, com capacidade acumuladora (fitorremediagdo),
visa a amenizacdo ou despoluicdo de dreas contaminadas (Coutinho & Barboza 2007). Com
esse intuito, muitas plantas tém sido empregadas na descontaminacdo de solos e dguas
poluidas por metais pesados e tém apresentado respostas no tratamento mineral de efluentes
industriais (Cheng 2003). Bako er al. (2005) observaram que as espécies Dichrostachys
cinerea (L.) Wight & Arn., Securinega virosa (Roxb. ex Willd) Baill., Ficus platyphylla
Delile e Isoberlinia doka Craib & Stapf, tipicas da savana, podem se desenvolver em
ambientes contaminados pelos metais Sb (antimdnio), Cr (cromo), Ni (niquel), As (arsé€nio),
Pb (chumbo) e Cu (cobre) e apresentam a caracteristica de serem hiperacumuladoras de Sb.

Nas primeiras décadas do século XX foram iniciados estudos com bromélias e liquens
para a avaliacdo do impacto da poluicao ambiental, quanto a qualidade bioindicadora (Saiki ef
al. 1997). As espécies de Bromeliaceae refletem suas defici€éncias e excessos nutricionais
principalmente nas folhas, sendo as parte da planta mais indicada como amostra para
determinacdo de teores de nutrientes (Paula ef al. 1998).

A familia Bromeliaceae, ¢ composta por 57 gé€neros, 3086 espécies e milhares de
hibridos, distribuidos em trés subfamilias: Pitcairnioideae, Tillandsioideae e Bromelioideae

(Costa 1996; Luther 2006). Sao espécies nativas das Américas, em especial da Mata
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Atlantica, com exce¢do da Pitcairnia feliciana (A. Chev.) Harms & Mildbraed que ocorre no
continente africano (Leme & Marigo 1993). Podem ser encontradas em todos os climas e seus
representantes podem apresentar tanto a forma epifita, com raizes que favorecem sua fixagao
a planta hospedeira, quanto a forma terrestre, com raizes funcionais que permitem a fixacao e
a retirada de dgua e nutrientes do solo (Carvalho & Mercier 2005). As espécies de
Bromeliaceae os excessos nutricionais principalmente nas folhas, sendo a parte da planta mais
adequada na determinacdo de teores de nutrientes (Paula er al., 1998) e principal local de
acimulo de macronutrientes, micronutrientes e fons diversos (Benzing 2000).

A familia apresenta crescente risco de extin¢do devido a destruicao de seus habitats,
ocasionada pelo crescimento econdmico (Leme & Marigo 1993; Mercier & Kerbauy 1997).
Em conseqiiéncia, muitos estudos sdo voltados a preservacido dessas espécies, incluindo a
criacdo de protocolos de cultivo in vitro, que permitem a producdo de grande quantidade de
mudas com alta qualidade a partir de uma planta matriz (Willadino et al. 2001).

A espécie Tillandsia usneoide (L.) L. é utilizada em pesquisas de biomonitoramento,
pois reflete as caracteristicas atmosféricas ao retirar os nutrientes e a 4gua de que necessita
utilizando os tricomas e estomatos da parte aérea, e por apresentar capacidade acumuladora
para o mercurio (Malm et al. 1998; Figueiredo et al. 2001; Pignata et al. 2002). A espécie
Tillandsia capillaris Ruiz & Pav. apresenta capacidade acumuladora para Fe, Mn, Cu, Co, Ni
e Pb (Wannaz & Pignata 2006).

Elias et al. (2006), avaliando 11 espécies de bromélias, incluindo uma do género
Tillandsia, concluiram que as espécies Aechmea coelestis (K. Koch) E. Morren, Nidularium
cf. inocentii (Schult. f.) L.B. Smith, Nidularium krisgreeniae Leme e Vriesea carinata Wawra
sdo capazes de acumular altas concentracdes de bromo (Br), a espécie Billbergia amoema
(Lodd.) Lindl. possui maior capacidade de acimulo de potdssio (K) quando comparada a

espécies arboreas e a espécie Canistropsis billbergioides (Schult. f.) Leme acumula varios
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metais, sendo considerada espécie promissora no biomonitoramento de elementos quimicos

na Mata Atlantica.

1.5. Cultivo in vitro

A técnica de cultivo in vitro € o processo que envolve o isolamento e a inoculacdo em
meio nutritivo de células, tecidos ou 6rgaos, visando obter a multiplicagdo assexuada com o
completo desenvolvimento de 6rgaos (Giacometti 1990).

A técnica oferece vantagens a produgdo convencional de plantas, possibilitando a
producdo de plantas de qualidade e em grande escala a partir de pequeno nimero de explantes
retirados de uma planta matriz, permitindo a manutencdo de condi¢Oes assépticas e
controladas (Willadino ef al. 2001), aumentando a porcentagem de sobrevivéncia e acelerando
o tempo de germinacdo das sementes (Pickens et al. 2006). A utilizacdo da técnica de cultivo
in vitro tem sido amplamente empregada para garantir a producdo de plantas utilizadas em
agronomia, horticultura e reflorestamento (Estrada-Luna ef al. 2001).

A técnica pode ser utilizada em bromélias ornamentais utilizando-se gemas apicais e
auxiliares, folhas removidas de plantas adultas e sementes, sendo esta dltima importante para
a conservagdo de germoplasmas e manuten¢do da variabilidade genética (Mercier & Kerbauy
1997).

Estudos realizados in vitro com o género Aechmea foram realizados por Mercier &
Kerbauy (1997), estudos de nutricdo, germinacdo de pdlen e multiplicagdo in vitro de
Aechmea fasciata (Lindl.) Baker por Vinterhalter & Vinterhalter (1994), Vervaeke et al.
(2002) e Cueva (2006), e estudos de nutricdo mineral in vitro com Aechmea blanchetiana

(Baker) L.B. Smith por Kanashiro et al. (2007).

7z

A bromélia Aechmea blanchetiana (Baker) L.B. Smith, Figura 3, ¢ uma espécie
comum em restingas; herbacea, perene, rizomatosa, robusta, de 60 a 90 cm de altura, helidfila,

com folhagens de coloracdo amarelada dispostas na forma de roseta, formando tanques, que
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pode invadir a mata, onde vive como epifita (Leme & Marigo 1993; Lorenzi & Souza 1998;
Lorenzi & Mello-Filho 2001). A espécie, por ser amplamente utilizada em paisagismo,
apresenta-se adaptada a todas as regides do Brasil e vém sendo extraida de seu ambiente
natural em grande profusdo para atender a demanda do mercado de plantas ornamentais
(Lorenzi & Souza 1998); sua propagacdo in vitro € conhecida, possuindo protocolo eficiente
(Galvanese et al. 2007), é responsiva a diferentes concentracdes de sais em cultivo in vitro

(Kanashiro 2005) e tolerante ao processo de aclimatizacdo (Tavares et al. 2008).

Figura 3. Plantas adultas de Aechmea blanchetiana (A) e detalhe de sua inflorescéncia (B)

cultivadas na Sec¢do de Ornamentais do Instituto de Botanica, SP.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral:

Determinar o nivel de tolerincia da Aechmea blanchetiana a concentracdes

contaminantes dos metais cobre (Cu) e zinco (Zn)

2.2. Objetivos Especificos:

¢ Estudar os mecanismos fisicos e bioquimicos de tolerancia da espécie aos metais

e Avaliar a capacidade acumuladora de metais da espécie

e Determinar se a técnica de cultivo in vitro pode ser utilizada como instrumento de
investigacdo no estudo da sensibilidade e/ou tolerncia de plantas a contaminantes

ambientais.
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Capitulo 2

Respostas biométricas e bioquimicas de plantas de Aechmea blanchetiana submetidas a

diferentes concentracoes contaminantes de cobre em cultivo in vitro
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1. Introducao

O cobre (Cu) € elemento essencial as plantas, estando associado com enzimas
envolvidas em reagcdes de redox, nos mecanismos de transferéncia de elétrons e transformacao
de energia (Taiz & Zeiger 2002). O metal situa-se em 26° lugar em abundéncia na litosfera,
encontrando-se adsorvido em particulas do solo e, portanto, ¢ um dos metais traco menos
disponiveis para absor¢do radicular (Martinez 1991). As concentragdes normais de cobre (Cu)
no ambiente sio baixas (20-30 mg kg em solos ndo contaminados e menos de 2 pg kg™ em
dguas naturais). Em solos e 4guas contaminadas, contudo, ja foram registrados
respectivamente 2000 mg kg e 500-2000 pg kg'1 (Fernandes & Henriques 1991), sendo que
foram encontradas quantidades significativas de cobre em extratos aquosos da regidao
metropolitana de Sdo Paulo (Bourote et al. 2006). A Resolu¢do Conama 357/2005 sugere
como limite maximo a concentracdo de 0,000009 g L' de Cu para dguas doces Classe I,
destinadas ao consumo e a recreacdo. Por apresentar massa especifica superior a 5 g cm” o
cobre € considerado metal pesado que, ao contrdrio de poluentes organicos, ndo pode ser
quimicamente degradado ou biodegradado por microorganismos (Mazen 2004 ).

Tons de cobre sdo dispersos por fontes naturais, como o intemperismo de rochas e as
emissdes vulcanicas, ou antropogénicas, como emissdo de fumacas de veiculos automotores,
uso de fungicidas, mineragdo e atividades metalirgicas (Nogueira 2006). O desgaste de
pastilhas de freios e pneus, por exemplo, € responsdvel pelo aporte anual de 932 toneladas de
cobre nos leng¢des fredticos da Alemanha (Hillenbrand et al. 2005).

Uma fracdo de miligrama do cobre € tdo indispensavel para o desenvolvimento de
plantas quanto, por exemplo, centenas de miligramas de potéssio (K) (Arnon & Stout 1939).
A fixacdo eficiente de nitrogénio em ndédulos vegetais € dependente da presenca de niveis
adequados de cobre (Bond & Hewiet 1967). O ion de cobre atua como co-fator em muitas

enzimas como o Cu/Zn superdxido dismutase (SOD), citocromos e algumas oxidases (Yruela
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2005), participa da defesa contra patdgenos, estando diretamente envolvido na lignificacdo
das paredes celulares (Shingles et al. 2004), se liga ao 4cido tartdrico e atua como co-fator do
receptor de etileno nas plantas (Taiz & Zeiger 2002).

As plantas apresentam em média 6,0 mg Cu Kg'1 de massa seca de parte aérea
(Epstein & Bloom 2006; Fernandes 2006) e sua deficiéncia pode causar a produc¢do de folhas
verde escuras, com possiveis pontos necréticos nas pontas de folhas jovens e, posteriormente,
estendendo-se ao longo das margens. Plantas com extrema deficiéncia de cobre apresentam
abscisdo prematura de folhas (Taiz & Zeiger 2002). Em bromélias foram observados teores
entre 6,0-25,0 mg Kg'1 de massa seca de cobre (Jones et al. 1991; Benzing 2000; Kanashiro
2005).

Os efeitos deletérios do cobre em plantas atingem os tecidos quando presente em
niveis maiores que o 6timo, induzindo uma variedade de efeitos bioquimicos e distirbios
metabodlicos, como diminuicdo de crescimento e possiveis anomalias de desenvolvimento
(Fernandes & Henriques 1991; Mazen 2004), reducdo de biomassa e sintomas cloréticos
(Yruela 2005) e influencia na absor¢do de outros metais (Fernandes 2006). Marsola et al.
(2005) observaram que o cobre apresenta efeito antagbnico na absor¢do de manganés em
plantas de Phaseolus vulgaris L. Segundo Hallwell & Gutteridge (1989) e Bray et al. (2000),
distdrbios estruturais, metabdlicos e fisiolégicos em células vegetais, conseqiientes da toxidez
por metais pesados em plantas, podem ser decorrentes do estresse oxidativo provocado pelo
aumento da produc¢do de espécies ativas de oxigénio (EAOs), as quais reagem com moléculas
vitais como lipidios, proteinas e dcidos nucléicos.

O cobre faz parte da composi¢do da enzima Cu/Zn SOD, componente do sistema
antioxidante das plantas, relacionada com a dismuta¢do de radicais superdxidos (0,”) em
moléculas menos reativas de H,O,, contudo, as EAOs O, e H,O, podem gerar radicais
potencialmente perigosos de hidroxilas (OH), por meio da reacdo de Haber-Weiss, na

presenca de ions metalicos como o Cu (Apel & Hirt 2004).
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Plantas que sobrevivem em ambientes contaminados por metais sem alterar seu
desenvolvimento, podem agir como indicadoras bioacumulativas, acumulando poluentes
atmosféricos do ambiente sem necessariamente apresentar respostas visiveis, mas, pela
andlise de seus tecidos, é possivel estimar as concentragdes ambientais dos poluentes
(Mulgrew & Williams 2000).

O acumulo e a distribuicdo de metais pesados nas plantas dependem da espécie, da
disponibilidade do elemento, capacidade redox do elemento, pH do substrato e capacidade de
troca catidnica do meio, oxigénio dissolvido, temperatura e secrecdo das raizes (Cheng 2003).
A disponibilidade de cobre é maior em solos com pH &cido (5,0-5,5) e, embora a raiz seja a
parte da planta mais indicada para monitorar a contamina¢do do solo por cobre, ji que
normalmente apresenta maior acimulo do elemento, o cobre pode ser absorvido pelas folhas
com alta eficiéncia (Taiz & Zeiger 2002; Marsola et al. 2005). Os niveis criticos de toxidez e
a sintomatologia da fitotoxidez de cobre em bromélias ainda sdo desconhecidos.

Bromélias do género Tillandsia sao consideradas biomonitoras por acimulo de metais,
inclusive para cobre, sendo utilizadas em trabalhos na area metropolitana de Sdo Paulo
(Nogueira 2006) e Argentina (Wannaz & Pignata 2006; Bermudez et al. 2009). Recentemente
novas espécies de bromélias tém sido estudadas como biomonitores de acimulo de metais,

incluindo os géneros Vriesea, Aechmea, Billbergia e Canistropis (Elias et al. 2006).
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2. Material e Métodos

2.1. Material biolégico

Os estudos foram realizados nos laboratérios das Se¢des de Plantas Ornamentais e
Ecologia do Instituto de Botanica, Sdo Paulo, SP e no Laboratério de Bioquimica da
Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho”, Botucatu, SP.

As plantas utilizadas foram obtidas por meio da germinacdo de sementes de Aechmea
blanchetiana adultas pertencentes a colecdo de bromélias da Secdo de Plantas Ornamentais,
coletadas em 18 de Dezembro de 2007. A extracdo das sementes foi realizada a partir de
frutos maduros (Figura 1A), com retirada do tegumento (Figura 1B) e posterior lavagem em

dgua deionizada visando a retirada da mucilagem (Figura 1C).

Figura 1. Frutos (A), sementes com mucilagem (B) e sementes apds lavagem em dagua

deionizada (C) de A. blanchetiana (— = 1,0 cm).

As sementes foram submetidas a desinfestacdo, em cdmara de fluxo laminar, com

hipoclorito de sddio (solucdo comercial 1,5%) na concentragdo de 100% v v, por 30
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minutos, sob agitacdo constante, seguida de trés lavagens com 4dgua deionizada estéril. As
sementes foram inoculadas em frascos com 10 mL de meio MS (Murashige & Skoog 1962)
modificado (metade da concentragdo de macronutrientes) acrescido de 30,0 g L de sacarose,
6,0¢g L' de agar bacterioldgico (Sigma) e pH ajustado para 5,8 + 0,2.

As culturas foram transferidas para sala de crescimento e mantidas a temperatura de

25 °C =+ 3, fotoperiodo de 16 horas de claro e irradiancia de 32 pmol m?s™.

2.2. Métodos analiticos

Plantas de A. blanchetiana com 210 dias de cultivo (tempo zero) oriundas das
sementes germinadas in vitro, apresentando de 7 (+ 1) folhas, 6,0 (£ 0,98) cm de comprimento
foliar, 0,1217 (£0,0520) g de massa de matéria fresca foliar, 0,0072 (£ 0,0033) g de massa de
matéria seca foliar, 1,58 (+0,36) mm de didmetro caulinar, 4 (% 1) raizes, 2,24 (+0,87) cm de
comprimento da maior raiz, 0,0227 (£0,0098) g de massa de matéria fresca radicular e
0,0026 (£0,0013) g de massa de matéria seca radicular, foram transferidas, em camera de
fluxo laminar, para frascos de vidro transparentes com capacidade de 150 mL contendo 50
mL das solugdes dos tratamentos.

Os tratamentos consistiram do meio MS modificado (metade da concentragdo de
macronutrientes) acrescido de 30 g de sacarose, pH ajustado para 5,2 (+ 0,2), esterilizados por
20 minutos em autoclave a 121 °C e 1 atm e com diferentes concentragdes de CuSQO4.5H,0
(Tabela 1), utilizando como referéncia o limite maximo de cobre recomendado pela resolucao
Conama 357/2005 para 4dgua doce - Classe I. As culturas foram mantidas em camera de
crescimento (Figura 2) a 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas de claro e 32 umol m?s™ de

irradiancia (PAR).
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Tabela 1. Concentracdes das solugdes de cobre utilizadas nos meios de cultivo in vitro de

plantas de A. blanchetiana.

Tratamento Concentracio de Concentracio de
Cu (uM) Cu(gL™h CuS0,.5H,0 (g L)
0,0 0,0 0,0
0,145 0,0000092 0,00003635
1,45 0,000092 0,0003635
14,5 0,00092 0,003635

" limite mdximo aceito pela resolu¢io Conama 357/2005 para dgua doce - Classe 1.

Os frascos foram agitados manualmente, trés vezes por semana, € a renovaciao do meio
foi feita 45 dias apds o inicio do experimento. Apds 130 dias de exposi¢@o aos tratamentos, as
plantas foram avaliadas quanto aos parametros biométricos e bioquimicos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 20 repeti¢des (frascos)
por tratamento, cada frasco contendo 6 plantas, sendo, desta forma, utilizadas 120 plantas por

tratamento, totalizando 480 plantas no experimento.

Figura 2. Camera de crescimento da Secdo de Plantas Ornamentais do Instituto de Botanica

(A). Plantas de Aechmea blanchetiana inoculadas nos tratamentos em meio MS liquido (B).
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2.3. Avaliacoes Biométricas

Foram avaliadas as varidveis: nimero de folhas, altura das plantas (medida entre a
base do caule e a extremidade superior da maior folha), nimero de raizes (> 1,0 cm),
comprimento da maior raiz, didmetro do caule e massas de matéria fresca e seca da parte

aérea e raizes.

2.4. Analises bioquimicas e quimicas

Para a confeccdo das andlises de antioxidantes nos tecidos foliares das plantas de A.
blanchetiana, foram previamente testados os métodos utilizados para a anélise em folhas de
Nicotiniana tabacum Bel (W3) e Ipomoea nil Scarlet O’Hara, com o intuito de adaptar um

protocolo de andlises para a espécie em estudo.

2.4.1. Analises bioquimicas

Acido ascorbico (AA) - Os teores de AA foram determinados utilizando-se 0 método
de Keller & Schwager (1977), no dia em que as plantas foram retiradas dos tratamentos (130
dias). O método consistiu da trituragdo de cinco amostras de 0,5 g de massa fresca foliar em
12 mL de solucdo a 2,01 10® mol L™ (0,75 g) de Na-EDTA (etileno diamina tetracético
dissédico) e 0,05 mol Lt (0,5 g) de 4cido oxélico, sendo, o extrato centrifugado a 18.000 rpm
por 30 minutos na temperatura de 2 °C. A absorbancia foi medida em comprimento de onda A
= 520 nm, da aliquota do sobrenadante acrescida da solucdo de 2,6 diclorofenol-indolfenol sal
de sédio dihidratado (reagente cromdfago). Apds a primeira leitura, foi adicionado 0,05 mL
de dcido ascorbico 1%, tornando a amostra tdrbida. A concentracdo do acido ascérbico foi
calculada a partir da diferenca entre as absorbéncias e expressa em mg g de massa de
matéria seca. As leituras foram realizadas em duplicata.

Ascorbato peroxidase (APX) - a atividade da APX foi avaliada em cinco amostras de
matéria fresca da folha, por tratamento. O método consistiu na trituragdao de 0,5 g do tecido

vegetal em uma solucdo de 5,0 mL de tampao de fosfato de potédssio (100 mM, pH = 7,0) e
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0,5 g de PVPP (polivinilpolipirrolidona) e posterior centrifugacdo a 10.000 rpm por 20
minutos a 2 °C. A atividade enzimdtica foi determinada apds a adicio de 700 pL do
sobrenadante a solu¢do tampao fosfato (80 mM, pH = 7,0) e EDTA (1 mM), preparada no dia
da leitura, e posterior acréscimo de per6xido de hidrogénio (1 mM) e 4cido ascorbico (5 mM),
conforme descrito por Ramachandra-Reddy et al. (2004). As leituras foram realizadas em
duplicata por espectrofotometria, em comprimento de onda A = 290 nm e os resultados
expressos em AA min"'g"' de massa de matéria seca.

Superoxido dismutase (SOD) - A atividade de SOD foi determinada em cinco amostras
de 0,5 g de massa de matéria fresca das folhas trituradas em solu¢do de 5,0 mL de tampao
fosfato de potédssio (100 mM, pH = 7,0) e 0,5 g de PVPP. Os extratos resultantes foram
centrifugados a 10.000 rpm por 20 min a 2 °C. A atividade enzimdtica foi determinada
espectrofotometricamente, em comprimento de onda A = 560 nm, utilizando 50 uL de
sobrenadante adicionado a tubos de ensaios contendo 500 uL. de EDTA, 500 uL de metionina,
950 puL de tampao fosfato de potéssio, S00 uL. de NBT e 200 uL de riboflavina (vitamina B2).
Metade dos tubos de ensaio foi mantida no escuro e o restante sob luz por 15 minutos, em
temperatura média de 25 °C. Para cada amostra foi feito o controle de escuro (500 pL de
EDTA, 500 pL de metionina, 1000 uL de tampao fosfato, 500 uL NBT e 200 pL riboflavina
e mantido no escuro) e o controle de claro (500 uL de EDTA, 500 uL de metionina, 1000 uL
de tampao fosfato, 500 uL NBT e 200uL riboflavina, mantido sob luz direta por 15 minutos)
(Osswald ef al. 1992). As leituras foram realizadas em duplicata e os resultados expressos em
unid s g de massa de matéria seca.

Poliaminas — As amostras (triplicatas das 5%, 6* e 7* folhas de 6 plantas/frasco) de 0,4
g foram adicionados 1 mL da solucdo de dcido perclérico (HCIOy4) gelado 5% (v v por 60
minutos e centrifugadas 2 10.000 rpm por 20 minutos a 4 °C. A 200 uL do sobrenadante
foram adicionados 400 pL de cloreto de dansila e 200 pL. de carbonato de sédio (CaCOs)

saturado, mantidos no escuro € a temperatura ambiente, por 16 horas. A seguir foram
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adicionados 100 pL de prolina, permanecendo no escuro, a temperatura ambiente, por mais 30
minutos. Aliquotas de 40 pL foram aplicadas em placa de cromatografia de camada delgada
(Gel 60G — Merck, 20 x 20 cm) e submetidas a separacdo em cubas contendo a solucdo
cloroférmio:trietilamina (10:1). Os padrdes de putrescina, espermidina e espermina foram
submetidos a0 mesmo processo. As poliaminas foram quantificadas, por espectroscopia de
emissao de fluorescéncia (excitacdo em 350 nm e medida de emissdo em 495 nm), no Video
Documentation System, utilizando o programa Software Image Master, 2.0 (Flores & Galton
(1982), modificado por Lima et al. (2006)). Os teores de poliaminas livres foram expressos

-1 L, .
em g g de matéria seca.

2.4.2. Andlises da concentracao de elementos minerais

As andlises dos elementos minerais foram realizadas em plantas inteiras (parte aérea +
sistema radicular), secas em estufa de ar for¢ado a 70 °C, maceradas com pistilo e
pulverizadas em moinho de bola de dgata. Os teores de macro (g kg'l) e micronutrientes (mg
kg'l) foram determinados em triplicata (~12 plantas cada) por tratamento, segundo
metodologia descrita por Malavolta et al. (1997), no Laboratério de Nutricio de Plantas,
Departamento de Recursos Naturais/Ciéncia do Solo, Universidade Estadual Paulista “Julio

de Mesquita Filho” (UNESP), Botucatu, SP.

2.4.3. Analise do actiimulo de peréxido de hidrogénio em folhas

A detec¢ao do acimulo de peréxido de hidrogénio nos tecidos foliares foi realizada
segundo o método de Iriti er al. (2003), com modificacdes. Fragmentos de 1,0 cm” foram
retirados da terceira folha expandida de quatro plantas (repeticdes) de cada tratamento e
imersos em solu¢do HCI com 0,1% de 3,3 diaminobenzidina (DAB, Sigma), tendo o pH sido

ajustado com NaOH para 5,6. Os fragmentos permaneceram na solu¢do abrigados da luz a

42



temperatura ambiente, por 24 horas; posteriormente, foram transferidos para solu¢do de etanol
96% fervente para a clarificacdo, visando a remocgao total de clorofila.

Os fragmentos clarificados foram utilizados na confec¢do de 1aminas semipermanentes
e analisados em microscopia Optica com captacdo fotografica (marca Olympus). O controle
negativo (branco) foi constituido da solu¢gdo de DAB suplementada com 10 mM de 4cido
ascorbico. O H,0, foi visualiado pela presenca de coloracdo marrom-avermelhada nos tecidos

com acumulo da molécula.

2.4.4. Analise estatistica

As diferencgas estatisticas entre os tratamentos foram determinadas por andlise de
variancia (ANOVA) e as médias obtidas comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade

utilizando o Software Estatistico SISVAR (Ferreira 2000).
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3. Resultados e Discussao

Neste estudo as maiores concentracdes de cobre utilizadas correspondem a 10x e 100x
superiores aos limites aceitos pelo Conama para dguas Classe I. As concentragdes foram
baseadas em experimentos anteriores (pilotos), onde foram determinadas as concentracdes
letais de cobre para a espécie (> 1000 pM de Cu). Com o intuito de avaliar a fisiologia e
bioquimica do sistema de defesa, e a tolerancia de plantas de A. blanchetiana, o experimento

foi realizado dentro da faixa toxica, mas ndo letal a espécie em condic¢des de cultivo in vitro.

3.1. Analises Biométricas

Na Figura 3 estdo relacionadas as médias obtidas para as varidveis biométricas da
parte aérea de A. blanchetiana. Nao houve diferencas significativas, entre os tratamentos, para
todos as varidveis avaliadas relativas a parte aérea das plantas, indicando que a deficiéncia e
as concentracdes consideradas contaminantes (CONAMA 2005) de cobre, ndo alteraram o
crescimento da parte aérea na espécie.

As maiores concentracdes de cobre (1,45 e 14,5 uM de Cu) apresentaram efeito
deletério para as varidveis: comprimento radicular e massa de matéria fresca das raizes
(Figura 4). Entre os tratamentos utilizados, ndo foram observadas diferencas estatisticas
significativas no nimero e massa de matéria seca de raizes, apesar de existir a tendéncia de
diminui¢do da quantidade de matéria seca das raizes com o aumento da concentracdo de

cobre.
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Figura 3. Médias do nimero de folhas (A), comprimento foliar (B), massa de matéria fresca
(C) e seca (D) da parte aérea e diametro do caule (E) de plantas de A. blanchetiana cultivadas
em diferentes concentracOes de cobre. Letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (p <

0,05).
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Figura 4. Médias do nimero de raizes (A), comprimento da raiz (B), massa de matéria fresca
(C) e seca (D) das raizes de plantas de A. blanchetiana cultivadas em diferentes concentragdes

de cobre. Letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O excesso de cobre pode inibir o crescimento das plantas, causando clorose de folhas e
aumentando o vazamento das membranas celulares da raiz (Shen et al. 1998; Murphy et al.
1999), induzindo a perda de vigor, escurecimento e paralisia no crescimento de raizes
(Fernandes 2006). Plantas de trigo cultivadas em solos contaminados com cobre apresentaram
reducdo de 58,5% do conteido de massa de matéria seca da parte aérea e 55,8% da massa de
matéria seca das raizes (Athar & Ahmad 2002). Nas maiores concentragdes de cobre, as
plantas de A. blanchetiana nao apresentaram diferengas significativas para a massa de matéria
seca radicular e massa de matéria seca foliar, com tendéncia de diminuicdo com o aumento
das concentragdes do cobre. A membrana plasmatica € a primeira estrutura a ser afetada pela

toxidez por metais pesados, gerando o rompimento de sua estrutura e o vazamento do
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conteddo celular especialmente quando exposta ao cobre (Hall 2002). A menor producao de
massa de matéria fresca radicular observada em plantas de A. blanchetiana cultivadas nos
tratamentos 1,45 e 14,5 uM de Cu pode ser devido a danos na membrana gerado pela
presenca de cobre. Segundo Cuypers et al. (2002), a concentragdo de 15 uM de Cu ¢é
fitotoxica para raizes de plantas de feijao, mas ndo letal quando expostas a curtos periodos
(~11 dias).

Plantas de A. blanchetiana apresentaram menor comprimento radicular quando
cultivadas em meios com concentragdes acima da aceita pelo Conama (1,45 e 14,5 uM de
Cu), semelhante aos resultados observados nas espécies Eucalyptus maculata Hook e
Eucalyptus urophylla S.T. Blake, que apresentaram inibi¢do do crescimento da raiz em meios
contaminados com cobre (Soares ef al. 2000). A acdo mais evidente do metal nas raizes de A.
blanchetiana, quando comparadas a parte aérea, pode estar relacionada a absor¢do de cobre
principalmente na forma de Cu® por processo ativo, apresentando baixa mobilidade nas
plantas (Fernandes 2006).

Os resultados evidenciam que, mesmo em concentracdes consideradas inadequadas
para o ambiente (1,45 e 14,5 uM de Cu), a espécie apresenta capacidade de manter o
crescimento, mostrando incremento de 2-3 vezes das varidveis de crescimento em relacao ao
tempo zero e alto indice de sobrevivéncia. E provivel que a espécie esteja imobilizando ou
compartimentando o excesso de cobre, principalmente quando consideramos o tempo de
exposicao ao cobre. Plantas de milho podem tolerar e acumular altas concentracdes de cobre
sem apresentar mudancas morfoldgicas visiveis (Benimeli et al. 2009). As bromélias
Tillandsia capillaris, Tillandsia permutata e Tillandsia retorta apresentaram 0Os primeiros
danos fisioldgicos 6 meses apds exosi¢do, tendo apresentado capacidade acululadora para

varios metais (Wannaz & Pignata 2006).
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3.4. Teores de macronutrientes e micronutrientes

Os valores de macronutrientes minerais (N, P, K, Ca, Mg e S) nos tecidos de A.
blanchetiana nao diferiram entre os tratamentos (Figura 5), apresentando teores semelhantes
ao observado por Kanashiro (2005). Nao foi observada diferenca estatistica para os teores de
micronutrientes (B, Fe, Mn e Zn) entre os tratamentos utilizados nas plantas de A.
blanchetiana cultivadas in vitro, com excecdo dos teores de cobre (Figura 6). Os valores
observados para os teores de cobre diferiram estatisticamente, apresentando os maiores

valores no tratamento 14,5 uM de Cu (Figura 7).
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Figura 5. Teores dos macronutrientes nitrogénio (N), fésforo (P), potéssio (K), cédlcio (Ca),
magnésio (Mg) e enxofre (S) de plantas de A. blanchetiana cultivadas in vitro submetidas a

diferentes concentracdes de cobre. (T- erro padrio).

Nao foram observadas alteracdes significativas nos teores de micronutrientes nas
plantas de A. blanchetiana, entretanto o manganés (Mn) e o zinco (Zn) apresentaram

tendéncia de diminui¢do com o aumento das concentracdes de cobre, com os menores teores
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em plantas cultivadas em 14,5 uM de Cu. O cobre, quando em altas concentracdes, apresenta
a propriedade de inibir a absor¢do de outros elementos e competir pelos sitios de ligacdo de
outros metais (Yruela 2005, Epstein & Bloom 2006, Fernandes 2006). O cobre apresenta
inibicdo competitiva em relacdo ao zinco, diminuindo a absor¢do desse metal pela planta
(Malavolta et al. 1997). Beckett & Davis (1978) observaram a reducdo da absor¢do de zinco
em plantas de cevada cultivadas na presenga de cobre em solu¢do nutritiva; entretanto, Luo &
Rimmer (1995) observaram o efeito oposto com a mesma espécie cultivada em solo
contaminado, sugerindo que os efeitos sobre a interagdo dos metais variam de acordo com as

concentracdes e condicdes de contaminagao.
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Figura 6. Teores dos micronutrientes boro (B), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn) de
plantas de A. blanchetiana cultivadas in vitro nas diferentes concentra¢des de cobre. (T - erro

padrio).
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Figura 7. Teores de cobre (mg Kg'1 ms) em plantas de A. blanchetiana cultivadas in vitro
submetidas as concentragdes 0, 0,145, 1,45 e 14,5 uM de Cu. (Letras diferentes diferem
estatisticamente, p < 0,05)

A concentra¢do de 14,5 uM de Cu diferiu estatisticamente dos demais tratamentos,
apresentando teores superiores a 70 mg de Cu Kg' de massa de matéria seca (Figura 7) e
indicando o aciumulo do metal pela espécie. A concentra¢do de cobre nos tecidos vegetais €
baixa, entre 2 e 20 mg Kg' de massa de matéria seca, e, embora alguns estudos indiquem a
translocacdo das folhas senescentes para as mais novas, acredita-se que o cobre nao apresente
alta mobilidade na planta (Epstein & Bloom 2006, Dechen & Nachtigall 2006). Plantas de
milho apresentam capacidade de acimulo de cobre quando a concentracdo do metal €
aumentada, principalmente nas raizes e brotos (Benimeli er al. 2009). No feijao, o cobre,
independentemente da concentracdo, ¢ armazenado principalmente nas raizes e sua
translocac@o para a parte aérea ocorre com a aplicacdo de zinco ao meio (Cuypers et al.
2002).

Nas concentragdes 0, 0,145 e 1,45 uM de Cu os teores de cobre nas plantas de A.

blanchetiana nao apresentaram diferencas estatisticas entre o0s tratamentos, mas

permaneceram na faixa considerada normal para as plantas, com média de 20 mg de Cu Kg™'
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de massa de matéria seca das plantas (raizes, folhas e caule). Kanashiro (2005) obteve
resultados menores ao quantificar os nutrientes das folhas, com teores médios de 10,6 mg de
Cu Kg' de massa de matéria seca das folhas em plantas A. blanchetiana cultivadas in vitro.
Plantas de Aechmea fasciata (Lindl.) Baker apresentam teores foliares entre 6-25 mg de Cu
Kg'1 de massa de matéria seca (Mills & Jones 1996, Jones et al. 1991), enquanto na bromélia
Ananas comosus (L.) Merr. foram observados teores entre 10 e 20 mg de Cu Kg'1 massa de
matéria seca (Malavolta 1981, Mills & Jones 1996, Jones er al. 1991). Sanches (2009),
avaliando os teores endogenos de metais de plantas de Aechmea fasciata (Lindl.) Baker
fertirrigadas com solucdes contendo diferente concentracdes de metais observou que o teor de
cobre se manteve constante nas folhas ao longo do desenvolvimento da planta , no caule
houve um aumento de 10% nos teores enddgenos e nas raizes ocorreu uma redugdo de 10%
nos teores de cobre. O autor concluiu que a espécie acumula 50% do total de cobre nas folhas,
28% nos caules e 22% nas raizes; sendo o caule o principal 6rgdo de dreno de cobre,

apresentando a maior proporcao entre teores de cobre enddgenos e massa seca.

3.2. Acamulo de H,0O; nos tecidos foliares

O aumento das concentracdes de cobre estd associado ao acimulo de peréxido de
hidrogénio (H,0,), havendo maior intensidade da colorac@o pela técnica de DAB na face
abaxial da epiderme e no mesofilo de A. blanchetiana nos tratamentos 1,45 e 14,5 uM de Cu
(Figura 8). Nao foi observado acimulo de H,O, na face adaxial das plantas cultivadas em
todos os tratamentos (Figura 8B). Plantas cultivadas no meio MS com 0,0 e 0,145 uM de Cu
ndo apresentaram aciumulo de H,O; nos tecidos avaliados assemelhando-se ao branco (Figura
8A, 8C e 8D). A auséncia de acimulo de H,O; nas plantas tratadas com 0,145 uM de Cu
deve-se provavelmente a proximidade da concentracdo de cobre do tratamento com a do meio

nutritivo MS (0,100 uM de Cu), o que ndo caracteriza situacao de estresse.
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Plantas cultivadas no meio MS com 1,45 uM de Cu apresentaram actimulo de H,O,
nas paredes celulares e no aparelho estomatico (ostiolos e células guardas) (Figura 8E). No
tratamento 14,5 uM de Cu o acimulo de H,O, foi observado na parede celular, ostiolos,
células guardas e nas células do mesofilo (Figura 8F).

A auséncia de acimulo de H,O; na face adaxial de folhas de A. blanchetiana pode
estar relacionada com a auséncia de escamas ou estOmatos nessa face da folha. Segundo
Appezzato-da-Gloria & Carmello-Guerreiro (2003), as bromélias absorvem dgua e nutrientes
principalmente pelas escamas, sendo essas estruturas o primeiro contato com o metal do meio
ambiente.

Plantas de Betula pendula Roth expostas ao ozdnio apresentam acimulo de H,O,
principalmente nas células do parénquima pali¢ddico e o acimulo continuo de H,O, ocorreu
em locais onde posteriormente apareceram danos visiveis (Pellinen et al. 1999). Langebartels
et al. (2002) constataram que o acimulo de H,O, em cultivares de tabaco e tomate ocorre no
espaco extracelular, ao redor das células palicddicas, que correspondem aos sitios onde ocorre
morte celular; estes dados podem indicar que, nas plantas de A. blanchetiana, as areas de
acimulo de H,O; (1,45 e 14,5 uM de Cu) podem apresentar danos futuros.

As enzimas antioxidantes e metabdlitos desempenham papel fundamental na
manuten¢do dos niveis de H,O, elevados o suficiente para garantir a transducdo de sinal para
ativar os genes de defesa (Levine ef al. 1994), mas ndo altos para induzir danos oxidativos
(Ranieri et al. 2003). Hung et al. (2005) sugerem que as moléculas de H,O, interagem com
receptores na superficie das plantas de feijao iniciando um sinal para o desenvolvimento de
tolerdncia e que sua acdo no mesofilo pode ser facilitada pelo seu acesso através dos
estdmatos. O cobre pode desencadear a produgdo de H,O, por acdo direta na reacdo de Haber-
Weiss (Apel & Hirt 2004) e o H,O, tem papel regulatério no desenvolvimento de resisténcia a
estresses ambientais e patégenos (Rao et al. 1997), contudo, ainda ndo esta claro como os

sinais derivados do H,O; sdo percebidos e propagados (Soares & Machado 2007).
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Figura 8. Técnica de coloragdo por DAB utilizada em folhas de A. blanchetiana submetidas a
diferentes concentracdes de cobre. A: branco; B: face adaxial da folha; C: face abaxial da
epiderme foliar (0,0 uM de Cu); D: face abaxial da epiderme foliar (0,145 uM de Cu); E:
ostiolos e paredes celulares com acimulo de H,O; na face abaxial da epiderme foliar (1,45

uM de Cu); F: mesofilo das folhas (14,5 uM de Cu).

A presenga de H,O, no apoplasto e nas células do mesofilo de plantas de A.

blanchetiana, associada a auséncia de danos visiveis ao final do experimento, indicam que o
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tempo de exposicdo foi insuficiente para gerar danos nos tecidos. Wannaz & Pignata (2006)
ao exporem a bromélia Tillandsia tricholepis Baker a varios locais proximos a emissdo de

material particulado, observaram danos macroscépicos apenas 6 meses de exposi¢ao.

3.3. Analises Bioquimicas

Antioxidantes

Nao foram observadas diferencas significativas na atividade da APX de plantas de A.
blanchetiana em todos os tratamentos (Figura 9A), enquanto que a atividade da SOD e os
teores de AA apresentaram alteragcdes em funcdo dos diferentes tratamentos. A maior
atividade de SOD foi observada no tratamento 0,145 uM de Cu (Figura 9B), sendo este
tratamento equivalente a concentracdo utilizada no meio nutritivo MS. Os tratamentos 0,0,
1,45 e 14,5 uM de Cu induziram menor atividade da super6xido dismutase (SOD) nas plantas.
Os resultados observados para os teores de dcido ascorbico (AA) diferiram estatisticamente,
embora tenha variado pouco entre os tratamentos, sendo o maior valor observado em plantas
cultivadas no tratamento 14,5 uM de Cu (Figura 9C).

A atividade da enzima APX ndo foi alterada com o aumento das concentracdes de
cobre no meio, podendo ser associada a presenca de H,O; nos tecidos foliares de plantas
cultivadas nas maiores concentra¢des, uma vez que a enzima APX atua na neutralizacdo de
H,0; (Ranieri et al. 2003). As varias isoenzimas de APX identificadas em plantas superiores e
presentes em diferentes compartimentos subcelulares, apresentam elevada afinidade com
moléculas de H,O, (Qin ef al. 2008), entretanto, em plantas de Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh. o aumento dos niveis de H,O, foi independente de alteracOes nas atividades de
catalase e ascorbato peroxidase, estando relacionado com o aumento da atividade da isoforma
da enzima Cu/Zn—-SOD (Rao et al. 1997).

A atividade da SOD em plantas de A. blanchetiana nao apresentou relacdo direta com

o aumento da concentracdo do cobre, entretanto os valores sdo altos quando comparados a
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atividade observada para espécies tolerantes, utilizadas como indicadoras de polui¢do como,
por exemplo, a Psidium guajava L. cv. Paluma (Dias et al. 2007). Segundo Bray et al. (2000),
plantas tolerantes a altas concentracOes de metais tendem a mostrar niveis basais mais altos
dos antioxidantes.

Plantas de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Maksymiec & Krupa 2006) e Hydrilla
verticillata L. (Panda & Khan 2004) cultivadas em altas concentragdes de cobre apresentaram
elevada atividade da SOD nos tecidos vegetais; entretanto, exposi¢des de longa duragdo ao
cobre comprometem a acdo da SOD sobre as EAOs, provavelmente devido ao excesso do
metal induzir a formacdo de EAOs, que podem alterar a fun¢cdo da enzima (Chamseddine et
al. 2009). A menor atividade da SOD nas plantas tratadas com 1,45 e 14,5 uM de Cu pode
estar relacionada com o actimulo de H,O, nos tecidos, observados com a técnica de coloragdo
por DAB, nessas concentragoes.

Bulbovas (2005) observou diferentes respostas antioxidantes em plantas de
Caesalpinia echinata Lam. expostas ao Oz e concluiu que estas diferencas foram em fungao
de variacdes sazonais nos fatores do ambiente. As plantas de A. blanchetiana permaneceram
em ambiente controlado, com temperatura e umidade constantes, indicando que as
concentracdes de cobre ndo foram suficientes para gerar variacdo significativa nos teores de
AA e na atividade da APX.

Plantas de Mentha pulegium L. submetidas ao estresse por cobre aumentaram
significativamente a atividade de todas as enzimas oxidantes, sendo considerada evidéncia da
intensificacdo da producao de EAOs pela reacdo de Haber-Weiss, o que levou ao aumento
maximo dos niveis de oxidagdo lipidica (LPO) (Panda & Khan 2004). Para as plantas de A.
blanchetiana a pouca alteracdo do sistema antioxidante pode indicar o uso de mecanismos
alternativos de tolerancia ao metal, pela espécie. Segundo Epstein & Bloom (2006), por ser
potencialmente toxico, o cobre em excesso se liga a fitoquelatinas, peptidios contendo enxofre

e derivados da glutationa que o complexam quimicamente.
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Figura 9. Atividade da ascorbato peroxidase, APX (A), superéxido dismutase, SOD (B) e

teores de dcido ascorbico, AA (C) em plantas de A. blanchetiana cultivadas em diferentes

concentracdes de cobre. Letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Teores de Poliaminas

Os resultados dos teores de putrescina (Put), espermidina (Spd) e espermina (Spm) nas
plantas de A. blanchetiana mostram que os valores de Spm foram superiores as demais
poliaminas em todos os tratamentos. Nao foi observado diferencas estatisticas significativa
nas médias dos valores das poliaminas entre os tratamentos, contudo os teores de Spd
diminuiram com o aumento da concentragdo de cobre, enquanto os teores de Put e Spm
permaneceram estdveis entre os tratamentos, com a excec¢ao dos teores de Spm nas plantas
cultivadas em 14,5 yM de Cu (Figura 10).

A biossintese de poliaminas pode servir como resposta da planta ao estresse, seja pelo
seu acimulo ou pela diminuicdo ou mesmo uma leve alteracdo de seus teores enddgenos,
demonstrando que o metabolismo de poliaminas € alterado de diferentes maneiras pelo
estresse (Liu et al. 2007). Os teores de Put podem ser modulados pela atividade fotossintética
(Groppa et al. 2003), alteragao de nutrientes como célcio e potassio em Tillandsia (Wannaz &
Pignata 2006) ou serem catabolizados, produzindo H,O, para sinalizacdo e ativacdo do
sistema antioxidante (Groppa & Benavides 2008). A Spd e a Spm contribuem para o aumento
da tolerancia das plantas a diferentes estresses (Lefreve et al. 2001), tendo sido atribuido um
papel protetor a essas poliaminas, regulando a estabilidade e permeabilidade das membranas
celulares ao interagir com moléculas carregadas negativamente e modular as cargas
superficiais da membrana (Roy et al. 2005).

Em plantas de choupo (Populus alba L.) altas concentragdes toxicas de cobre nao
foram capazes de induzir a sintese de poliaminas rapidamente, acumulando poliaminas livres
e conjugadas apenas com a exposicao prolongada ao estresse e indicando que a toxicidade do
cobre pode retardar a ativacio da biossintese de poliaminas (Franchin et al. 2007). Portanto, a
diminuicdo dos teores de Spm nas plantas de A. blanchetiana cultivadas nas maiores
concentracdes de cobre, pode ser associada ao acimulo de H,O, bem como, a um possivel

retardo na biossintese de poliaminas.
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Balestrasse et al. (2005) relataram que a variagdo de Spd e Spm em plantas de soja
diferiu de acordo com os tecidos e as concentracdes de cddmio e cobre utilizadas, ndo
havendo relacdo entre a variacdo das Pas e a assimilacdo de nitrogé€nio nas plantas sob
estresse. Em folhas de girassol, o contetido de Spd foi reduzido por ambos os metais
(principalmente Cu®*), enquanto em folhas de trigo o Cd** ¢ Cu** induziram a diminuicdo da
concentracdo de Spm e ndo houve variacao de Put. Estes resultados corroboram o fato de que
o metabolismo de poliaminas ndo sé é afetado pelo tipo de fon metélico ou estresse induzido,
mas também depende das espécies de plantas estudadas (Groppa et al. 2003).

O efeito antioxidante das poliaminas ocorre devido a ligacdo entre seus anions e
cations, envolvendo um radical com funcdo de limpeza, e a capacidade para inibir tanto a
peroxidacdo lipidica quanto as reagdes oxidativas catalisadas por metais. Alternativamente, o
catabolismo das poliaminas produz H,0O,, resultados que pode ser associado a presenca de
H,0; nos tecidos foliares das plantas de A. blanchetiana cultivadas nas concentragdes acima
da aceita pelo Conama (2005). O H,O, pode agir como molécula de sinalizacdo, que pode
entrar na cadeia de transduc¢do de sinal de estresse promovendo uma ativacao de uma resposta
de defesa antioxidante, ou, quando em grandes quantidades, pode atuar como um agente pro-
oxidante (Bors ef al. 1989, Groppa & Benavides 2008), ativando de sistemas de tolerancia
como o ciclo do dcido jasmonico (Soares & Machado 2007) ou o aumento de teores de HSPs
(heat shock proteins), associadas a variancias causadas pela presenca de metais pesados (Hall

2002, Kulikova et al. 2009)
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Figura 10. Teores foliares de putrecina, espermidina e espermina de plantas de A.

blanchetiana cultivadas em diferentes concentra¢des de cobre. (T — erro padrédo).

4. Conclusoes

A espécie Aechmea blanchetiana foi tolerante as concentracdes de cobre utilizadas,
ndo apresentando danos visiveis nas folhas, sendo que o tratamento 14,5 uM Cu apresentou
efeito deletério sobre a massa de matéria fresca das raizes. O aumento na concentracdo de
cobre ndo causou desequilibrio nutricional nas plantas, ocorrendo acimulo do elemento cobre
apenas no tratamento 14,5 uM Cu, indicando a possivel capacidade acumuladora da espécie.

A técnica de DAB evidenciou a presenca do acimulo de H,O; nos tecidos foliares,
com maior intensidade nas concentra¢des mais altas de cobre, indicando relacdo direta entre o
aumento do cobre e a produgdo de H,O;, E possivel que o H,O, esteja agindo como
sinalizadora de oxidacdo antes do surgimento de sintomas visiveis ou ativacao de sistemas de
tolerancia alternativos.

O actiimulo de cobre e a presenca de H,O, nos tecidos de A. blanchetiana nao

mostraram ser capazes de alterar significativamente o sistema antioxidante enzimético e os
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teores de poliaminas, podendo estar havendo a ativagdo de outros mecanismos de tolerancia

nao estudados neste trabalho.
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Capitulo 3

Respostas biométricas e bioquimicas de plantas de Aechmea blanchetiana submetidas a

diferentes concentracoes contaminantes de zinco em cultivo in vitro
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1. Introducao

O zinco (Zn) € o 23° elemento mais abundante na Terra e o segundo micronutriente
mais abundante nos organismos (Broadley et al. 2007). E classificado como metal de
transicdo e considerado metal pesado por possuir massa especifica acima de 5 g cm™
(Gongalves Jr. et al. 2000). Esta envolvido na sintese do triptofano, substancia intermedidria
na formac¢do do 4cido 3-indol-acético (AIA), auxina reguladora da atividade enzimatica
relacionada com o aumento do volume celular (Kanashiro 2005) e presente na composi¢ao
das moléculas superdxido dismutase (Cu/Zn-SOD), carboxipeptidase, anidrase carbonica e
inimeras enzimas de dehidrogenase (Wollhouse 1983).

A principal fonte de zinco no ambiente é o intemperismo fisico e quimico de rochas
matrizes (Broadley et al. 2007). As fontes antropogénicas de zinco estdo presentes no uso
indiscriminado do lodo de esgoto, que em geral contém grandes quantidades de zinco, como
fonte de adubo em solos agricolas podendo ocasionar acimulo deste elemento e constituir
risco para plantas (Takamatsu 1995). Altas concentracdes de zinco também estdo associadas a
atividade urbana (Pignata et al. 2002, Wannaz & Pignata 2006; Bermudez et al. 2009). Na
Alemanha o desgaste de pastilhas de freios e de pneus de automdveis contamina lengdis
freaticos anualmente com 2.078 toneladas de zinco e 80 toneladas de chumbo e a deterioragao
lenta de placas metdlicas utilizadas na constru¢do civil € responsdvel por aumentar
anualmente 682 toneladas de zinco no solo, a maioria atingindo o curso d'dgua (Hillenbrand et
al. 2005). Monaci et al. (2000) observaram que dentre os metais liberados na atmosfera pelos

motores dos automoveis os principais metais pesados sdo cromo, chumbo, bério e zinco.

A absor¢do, o acimulo e a distribuicdo dos metais pesados em plantas dependem da
espécie do elemento, do pH da solucdo, da temperatura, da capacidade excretora das raizes,

entre outros fatores (Cheng 2003). Altas concentragdes de zinco podem inativar enzimas,
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deslocar elementos essenciais de seus sitios de ac@o e reduzir a disponibilidade de ferro e
calcio nos organismos (Soares et al. 2001, Rout & Das 2003).

A concentragdo normal de zinco nos tecidos foliares de plantas varia entre 3 e 150 mg
Kg'1 de massa de matéria seca, sendo que valores inferiores a 25 mg Kg' sdo considerados
inadequados para o crescimento e desenvolvimento das plantas (Fernandes 2006). Em
bromélias foram observadas concentracdes entre 25 e 200 mg Kg'1 de massa de matéria seca
foliar, variando de acordo com a espécie (Benzing 1990, Jones et al. 1991; Mills & Jones
1996). O zinco em excesso € prejudicial, diminuindo a producdo de matéria seca em plantas
(Fagéria 2000), induzindo indiretamente o estresse oxidativo e, podendo causar cloroses e
sintomas visiveis nas folhas (Cuypers et al. 2002). Soares et al. (2001) estudando o acimulo
de metais em 20 espécies arbdreas tropicais cultivadas em solo contaminado, observaram
translocacdo de Zn das raizes para a parte aérea nas espécies Machaerium nyctitans (Vell.)
Benth., Myroxylon peruiferum L.f., Piptadenia gonoacantha (Mart.) J.F. Macbr., Senna
macranthera (DC. ex Collad.) H.S. Irwin & Barneby e Trema micrantha (L.) Blume, sendo
essas as mais afetadas pela contaminagao.

O risco toxicoldgico para animais e seres humanos do excesso de zinco é considerado
menor que o de cadmio, arsénico, prata e chumbo, contudo estudos sugerem que sua dispersao
no ambiente e o acimulo nos solos, em especial de lodos (lama de depuracdo), podem gerar
implicagdes a fertilizagdo do solo devido a toxicidade a alguns microorganismos (Alloway
1995). Em células animais e vegetais a presenca de metais pesados pode gerar distirbios
estruturais, metabodlicos e fisiologicos decorrentes do estresse oxidativo, provocado pelo
aumento da produc@o de espécies ativas de oxigénio (EAOs) que reagem com moléculas
vitais como lipidios, proteinas e 4cidos nucléicos (Hallwell & Gutteridge 1989, Bray et al.
2000).

Alguns organismos sdo capazes de acumular metais pesados sem prejudicar seu

desenvolvimento e esse acimulo e distribuicdo dependem do metal, tempo de exposi¢do, pH
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do substrato e espécie estudada (Cheng 2003). Thlaspi caerulescens J. Presl & C. Presl e
Brassica napus L. sdo espécies conhecidas como acumuladoras de zinco e utilizadas como
biorremediadoras (Brewer et al. 1999, Zhao et al. 2003). A espécie Sedum alfredii Hance foi
recentemente descoberta na China como hiperacumuladora de zinco (Yang et al. 2002).
Bermudez et al. (2009) demonstraram que as espécies Tillandsia recurvata (L.) L., T.
capillaris Ruiz & Pav. e T. tricholepis Baker e o liquen Ramalina celastri (Spreng.) Ruiz
Krog. and Swinsc. apresentam caracteristica de acumuladores de metais pesados, incluindo o
zinco. Segundo Elias et al. (2006) outras espécies de bromélias podem ser classificadas como
acumuladoras de metais além das espécies do género Tillandsia, sendo a espécie Canistropsis

billbergioides (Schult. f.) Leme acumuladora de zinco.
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2. Material e Métodos

2.1. Material biolégico

Para o experimento foram utilizadas sementes de espécimes adultos de Aechmea
blanchetiana coletadas em 18 de Dezembro de 2007 da cole¢do de bromélias da Secdo de
Ornamentais, IBt. A obtencdo das sementes foi realizada a partir de frutos maduros, com
retirada do tegumento e posterior lavagem em dgua deionizada para a retirada da mucilagem.

As sementes foram submetidas a desinfestagdo com hipoclorito de sédio (solucdo
comercial 1,5%) na concentracio de 100% v v, por 30 minutos sob agitacio constante,
seguida de trés lavagens em dgua deionizada estéril em camara de fluxo laminar. As sementes
foram transferidas para frascos com 10 mL de meio MS (Murashige & Skoog 1962)
modificado, com metade da concentracdo de macronutrientes, acrescido de 30,0 g L' de
sacarose, 6,0 g L' de dgar bacteriolégico Sigma e pH ajustado para 5,8 + 0,2.

As culturas foram transferidas para sala de crescimento e mantidas a temperatura de

25 °C + 3, fotoperiodo de 16 horas de claro e irradiancia de 32 pmol m™s™.

2.2. Métodos analiticos

O experimento foi realizado nos laboratérios da Se¢do de Ornamentais e da Secdo de
Ecologia do Instituto de Botanica, Sdo Paulo, SP e no Laboratério de Bioquimica da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Botucatu, SP.

Plantas de A. blanchetiana, obtidas a partir das sementes germinadas in vitro, com 210
dias de cultivo apresentando de 7 (+ 1) folhas, 6,0 (£ 0,98) cm de comprimento foliar, 0,1217
(£ 0,0520) g de massa de matéria fresca foliar, 0,0072 (+ 0,0033) g de massa de matéria seca
foliar, 1,58 (+ 0,36) mm de didmetro caulinar, 4 (£ 1) raizes, 2,24 + (0,87) cm de

comprimento radicular, 0,0227 (+ 0,0098) g de massa de matéria fresca radicular e 0,0026 (£
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0,0013) g de massa de matéria seca radicular, foram transferidas para os tratamentos sob
condig¢des assépticas em camera de fluxo laminar.

Os tratamentos consistiram de 50 mL do meio MS (Murashige & Skoog 1962)
modificado (metade da concentracdo de macronutrientes e solu¢do de micronutrientes
deficiente em zinco), suplementado com 30 g de sacarose L', pH ajustado para 5,2 (+ 0,2)
contendo solucdes de Zn (ZnSO4x7H,0) de acordo com a Tabela 1, baseando-se no limite
méximo recomendado pela resolucao Conama 357/2005 para dgua doce - classe 1, em frascos
de vidro transparentes com capacidade de 150 mL e esterlizados em autoclave a 121 °C e 1
atm por 20 minutos. As culturas foram mantidas em camera de crescimento, aclimatada a 25
+ 2 °C, em fotoperiodo de 16 horas de claro, 32 pmol m~2s"! de irradiancia e os frascos foram
agitados manualmente trés vezes por semana. A troca do meio foi realizada 60 dias apds o

inicio do experimento.

Tabela 1. Concentracdes das solucdes de sulfato de zinco utilizadas no preparo dos meios de

cultura aos quais as plantas cultivadas in vitro foram submetidas.

Tratamento Concentracio de Concentracio de
Zinco (uM) Zinco (g L) ZnS0,.7H,0 (g L)
0,0 0,0 0,0
2,75 0,00018 0,0007915
27,5 0,0018 0,007915
275 0,018 0,07915

" limite mdximo aceito pela resolucdo Conama 357/2005 para dgua doce - Classe |

As plantas permaneceram em cultura por 130 dias, quando foram retiradas dos
tratamentos e avaliadas em relag@o aos parametros biométricos e bioquimicos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 20 repeti¢des (frascos)

por tratamento, cada frasco contendo 6 plantas, totalizando 120 plantas por tratamento e 480

plantas para o experimento.
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2.3. Avaliacoes Morfoldgicas

Foram avaliados o nimero de folhas, comprimento das plantas (medida entre a base do
caule e a extremidade superior da maior folha), nimero de raizes (> 1,0 cm); comprimento da

maior raiz, didmetro do caule e massas de matéria fresca e seca da parte aérea e raizes.

2.4. Analises bioquimicas e quimicas

Para a confec¢do das andlises de antioxidantes nos tecidos foliares das plantas de A.
blanchetiana, foram previamente testados os métodos utilizados para a anélise em folhas de
Nicotiniana tabacum Bel (W3) e Ipomoea nil Scarlet O’Hara, com o intuito de adaptar um

protocolo de andlises para a espécie em estudo.

2.4.1. Analises bioquimicas

Acido ascorbico (AA) - O teor de AA foi determinado, no mesmo dia em que as
plantas foram retiradas dos tratamentos, utilizando o método de Keller & Schwager (1977).
(Detalhes no Capitulo 2, pag. 41) em 5 amostras de folhas frescas. As leituras foram
realizadas em duplicata e os resultados expressos em mg g de massa de matéria seca.

Ascosbato peroxidase (APX) - a atividade da APX foi avaliada em cinco amostras
frescas de folhas de cada tratamento de acordo com o método descrito por Ramachandra-
Reddy et al. (2004). (Detalhes no Capitulo 2 pag. 41). As leituras foram realizadas em
duplicata e os resultados expressos em AA min” g de massa de matéria seca.

Superoxido dismutase (SOD) - A atividade de SOD foi determinada em cinco amostras
frescas de folhas por tratamento utilizando o método de Osswald et al. 1992. (Detalhes no
Capitulo 2 pag. 42). As leituras foram realizadas em duplicata e os resultados expressos em
unid s ¢! de massa de matéria seca.

Poliaminas - Trés amostras de 0,4 g de massa de matéria fresca foliar, retiradas da 5%,
6 e 7* folhas de seis plantas foram maceradas em nitrogénio liquido e submetidas a anélise de

teores de poliaminas segundo o método descrito por Flores & Galton (1982), modificado por
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Lima et al. (2006) (Detalhes no Capitulo 2 pag. 42). Os teores de poliaminas livres foram

-1 L, .
expressos em [g g de matéria seca.

2.4.2 Analises da concentracio de elementos minerais

As concentragdes de macro e micronutrientes foram determinadas em plantas inteiras
(parte aérea + sistema radicular) segundo metodologia descrita por Malavolta et al. (1997).

(Detalhes no Capitulo 2 pag. 43).

2.4.3. Andlise do aciimulo de peréxido de hidrogénio (H,0O;) em folhas

A detec¢do do acimulo de peréxido de hidrogénio nos tecidos foliares foi realizada

segundo o método de Iriti ef al. (2003) com modificacdes (Detalhes no Capitulo 2 pég. 43).

2.4.4. Analise estatistica

Diferencas estatisticas entre os tratamentos foram determinadas por andlise de
variancia (ANOVA) e as médias obtidas foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade utilizando o Software Estatistico Sisvar (Ferreira 2000).
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3. Resultados e Discussao

3.1. Analises Biométricas

As andlises biométricas da parte aérea apresentaram diferencas estatisticas para as
varidveis nimero de folhas e massa de matéria seca da parte aérea (Figuras 1A e 1D), sendo
os maiores valores observados em plantas cultivadas no tratamento 2,75 pM de Zn,
concentracdo limite aceita pela resolucdo Conama e 10 vezes maior que a concentracdao da
formulacdo do meio nutritivo MS. Nao houve diferencas significativas entre os tratamentos
para as varidveis: comprimento foliar, massa de matéria fresca da parte aérea e didmetro do
caule (Figuras 1B, 1C e 1E).

As varidveis numero de raizes e massa de matéria seca radicular apresentaram
diferenca estatistica (Figuras 2A e 2D), obtendo os menores valores no tratamento 0,0 uM de
Zn. Os parametros comprimento radicular e massa de matéria fresca das raizes ndo

apresentaram diferengas estatiticamente significativas entre os tratamentos (Figuras 2B e 2C).
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Figura 1. Médias do nimero de folhas (A), comprimento foliar (B), massa de matéria fresca

(C) e seca (D) foliar e diametro do caule (E) de plantas de A. blanchetiana cultivadas em

diferentes concentragdes de Zn. Letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

7



)
2 16,0
c ) _
5 140 - b a g 100
@ 120 - 2 80 a
o ab o~ 9 a
N 100 b @ E a a
= 80 - ST 607
T 6,0 N -g g 4.0 -
e 40- o
g 20- ET 20
3 0’0 Q.
= 0,0 2,75 27,5 275 § 00
: : ’ 0,0 2,75 27,5 275
Zinco (uM) Zinco (uM)
A B
s 010 - .
8 S 0,020 - a
© 0,08 - a G
pe O =
23006 2 a 2 a2 ] = >
2 = b
c 2 5L
EZS 004 § § 0010
g8 g &
s 0,02 8 E 0,005
3 o 7
S 000 9 ‘@ 0,000
0,0 2,75 27,5 275 = 0,0 2,75 27,5 275
Zinco (uM) Zinco (M)
C D

Figura 2. Médias do ndmero de raizes (A), comprimento do sistema radicular (B), massa de
matéria fresca (C) e seca (D) das raizes de plantas de A. blanchetiana cultivadas em diferentes

concentracdes de zinco. Letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

O numero de raizes e folhas, e as massas de matéria seca foliar e radicular foram
menores na auséncia de zinco, indicando que a espécie apresenta sensibilidade a deficiéncia
de zinco. As concentracdes mais altas de zinco (27,5 e 275 uM de Zn), diminuiram o
crescimento e a producio de biomassa das plantas, estando esse resultado relacionado com a
acdo deletéria da toxidez do zinco ao crescimento vegetal (Rout & Das 2003, Fernandes
2006).

Os resultados obtidos nas plantas de A. blanchetiana para a toxidez das concentragcdes
elevadas de zinco se assemelham aos descritos na literatura. Os primeiros danos em Mentha

pulegium L., devido ao excesso de zinco, ocorreram no crescimento radicular, com reducdo da

78



divisdo celular (Candan & Tarhan 2003). Fagéria (2000) obteve menor produ¢do de massa de
matéria seca da parte aérea em mudas de milho, soja, arroz e trigo em fun¢do do aumento da
concentracdo de zinco, mudas de eucalipto cultivadas em altas concentracdes de zinco
também apresentaram reducdo da massa de matéria seca e na translocacdo de Fe das raizes
para a parte aérea (Soares et al. 2001). Natale er al. (2002) observaram redug¢do no
crescimento de raizes de goiaba ((Psidium guajava L.) cv. Paluma) irrigadas com solucdes

contaminadas por zinco.

3.4. Teores de macro e micronutrientes

Os teores de macronutrientes e micronutrientes nao apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos (Figuras 3 e 4), excetuando os teores de

zinco (Figura 5).

45,0 00,0 uM Z
UM n
40,0 - 02,75 uM Zn
35,0 @27,5 uM Zn
o 30,0 - W275 uM Zn
Eoo50
Q 20,0 -
o 15,0 -
10,0 -
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0,0 ‘ . ‘ ‘ [ B e m
N P K Ca Mg S

Macronutrientes

Figura 3. Teores dos macronutrientes nitrogénio (N), fésforo (P), potéssio (K), cdlcio (Ca),
magnésio (Mg) e enxofre (S) de plantas de A. blanchetiana cultivadas in vitro submetidas a

diferentes concentragdes de zinco. (T - erro padrao).
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Figura 4. Teores dos micronutrientes boro (B), cobre (Cu), ferro (Fe) e manganés (Mn) de
plantas de A. blanchetiana cultivadas in vitro submetidas a diferentes concentracdes de zinco.

(T - erro padrao).

300,0 -

250,0 - y = 14,833x% - 0,2333x + 4,3333
R? = 0,9626

200,0 -
150,0 -

100,0 -

mg Zn Kg™"' ms

50,0 -

0,0 2,75 27,5 275

Zinco (pM)

Figura 5. Teores de zinco em plantas de A. blanchetiana cultivadas in vitro submetidas a
diferentes concentracdes de zinco. Letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste Tukey

(p<0,05).
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Plantas de A. blanchetiana cultivadas no tratamento 275 puM de Zn apresentaram
tendéncia de diminui¢do dos teores de ferro (Figura 4), podendo estar relacionado com a
inibicdo/competicdo do zinco a absor¢do de ferro (Broadley et al. 2007). Plantas de
Eucalyptus maculata Hook. e Eucalyptus urophylla S.T. Blake cultivadas em altas
concentracdes de zinco reduziram os teores de ferro e calcio da matéria seca da parte aérea a
niveis considerados deficientes para o crescimento das espécies (Soares et al. 2001).

Plantas de A. blanchetiana cultivadas em 27,5 e 275 pM de Zn apresentaram maiores
teores de zinco no tecido vegetal, com valores médios maximos de 233,3 mg Zn Kg ' nas
plantas cultivadas no tratamento 275 pM de Zn (Figura 5)enquanto as cultivadas nos
tratamentos 0,0 e 2,75 uM de Zn apresentaram 26,3 e 41,0 mg Zn Kg'1 respectivamente,
valores superiores aos considerados deficientes para espécies vegetais (Fernandes 2006). Nas
bromélias Tillandsia paucifolia Baker (Benzing 2000), Ananas comosus (L.) Merr. e Aechmea
fasciata (Lindl.) Baker (Jones et al. 1991, Mills & Jones 1996) foram observados teores
foliares entre 35,5-41,8; 20-120 e 25-200 mg Zn kg'1 de massa de matéria seca
respectivamente. Kanashiro (2005) trabalhando com plantas de Aechmea blanchetiana
cultivadas in vitro obteve 110 mg Zn Kg' massa de matéria seca foliar nas plantas controle.

O local de acimulo de metal nas plantas pode variar de acordo com o metal e a
espécie. Nas plantas hiperacumuladoras Sedum alfredii Hance (Chao et al. 2008) e Thlaspi
caerulescens J. Presl & C. Presl (Kiipper et al. 1999; Vazquez et al. 1994) em concentracdes
de 1000 uM de zinco e acima de 3000 pg g de zinco, respectivamente, foram observados
acumulos preferenciais de zinco na epiderme foliar. Plantas de Aechmea fasciata cultivadas ex
vitro apresentaram 43% dos teores de zinco acumulado nas folhas, 28% no caule e 29% nas
raizes (Sanches 2009). Neste estudo foram analisadas plantas inteiras de A. blanchetiana (raiz,
cobre e folhas) ndo tendo sido possivel determinar a localizacdo do acimulo do zinco,
entretanto o aumento linear dos teores de zinco nas plantas pode ser resultado de mecanismos

que conferem tolerancia as plantas (Hall 2002).
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Segundo Fagéria (2000), os niveis de zinco aplicado no solo alteraram a quantidade de
zinco acumulada na parte aérea de mudas de milho, arroz, feijdo, soja e trigo e estdo
diretamente relacionados a produ¢do de matéria seca da parte aérea das plantas. Em mudas de
cedro o aumento da concentragdo de zinco no meio eleva o indice de translocacdo de macro e

micronutriente da raiz para parte aérea com excegdo do fésforo (Paiva et al. 2003).

3.3. Acamulo de H,O, nos tecidos foliares

Na face adaxial da epiderme foliar de A. blanchetiana (Figura 6B) e no tecido vegetal
das plantas utilizadas no controle negativo (branco) (Figura 6A) ndo foi observado acimulo
de H,O,. A auséncia de estdmatos e escamas na face adaxial da epiderme é caracteristica da
espécie A. blanchetiana e pode estar relacionada com a auséncia de coloragdo do tecido. As
escamas estdo relacionados com a absor¢do de dgua e nutrientes (Appezzato-da-Gléria &
Carmello-Guerreiro 2003), sendo componente primordial da epiderme foliar de muitas
bromélias atmosféricas e formadoras de tanque (Scatena & Segecin 2005, Takanashi et al.
2007) e portanto, sitios de maior absor¢do e acimulo de zinco nas folhas. Plantas cultivadas
em 0,0 uM de Zn nao apresentaram coloragao evidente por DAB nos estdmatos (Figura 6C), o
tratamento 2,75 uM de Zn apresentou maior intensidade de coloragdo nos estdmatos e no
apoplasto (Figura 6D), o tratamento 27,5 uM de Zn apresentou maior intensidade na
coloragc@o nos estdmatos e, aparentemente, nos cloroplastos das células epidérmicas (Figura
6E) e o tratamento 275 uM Zn, além dos tecidos mencionados, houve coloracdo nas parede

celulares e citoplasma (Figura 6F).
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Figura 6. Acimulo de H;O, em folhas de A. blanchetiana submetidas a diferentes

concentragdes de zinco. A: branco; B: face adaxial da folha; C: estdmatos da face abaxial da
epiderme das folhas (0,0 uM de Zn); D: acimulo nas paredes celulares da face abaxial da
epiderme foliar (2,75 pM de Zn); E: estomatos e nucleos celulares da face abaxial da
epiderme foliar (27,5 uM de Zn); F: estomatos e células epidérmicas da face abaxial da
epiderme foliar (275 pM de Zn). Acimulo de H,O, representado pela coloracio marrom e

indicada pelas setas.
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A molécula de H,O, € relativamente estdvel e eletronicamente neutra, sendo capaz de
atravessar a membrana e parede plasmatica com facilidade (Qin et al. 2008), podendo explicar
o acumulo observado também no citoplasma de células epidérmicas cultivadas em 275 uM de
Zn. Segundo Bestwick et al. (1997) a presenga de H,O, na parede celular é resultante da acao
de peroxidases sobre, por exemplo, compostos fendlicos presentes nesses sitios, sendo o
excesso de H,O, produzido o primeiro fator no desenvolvimento de danos na membrana.

Plantas de Betula pendula Roth (arbdrea) expostas a altos teores de o0zdnio,
apresentam acumulo subcelular de H,O, nas folhas em duas fases distintas, sendo a primeira
localizada nas paredes e membranas celulares e a segunda no citoplasma e mitocondrias
(Pellinen et al. 1999), resultados semelhantes aos observados para A. blanchetiana. O
acumulo de H,O, na parede celular das plantas de A. blanchetiana cultivadas em 275 uM de
Zn pode estar relacionada com a participagdo da molécula nos mecanismos de defesa, como o
reforco da parede celular, elevando a resisténcia das plantas a vdrios tipos de estresse
(Dempsey & Klessig 1995). Segundo Santos et al. (2006) pectinas e histidinas reagem com
ions metdlicos imobilizando-os na parede celular. Chao et al. (2008) afirmaram que a
producdo de H,O, em plantas de Sedum alfredii Hance € distribuida, principalmente, entre as
paredes celulares da epiderme e tecidos vasculares, sendo essa distribuicdo similar ao

acimulo de zinco nas plantas, indicando que a presenca de H,O, nas plantas de A.

blanchetiana possivelmente esteja acompanhando o acimulo de zinco nesta espécie.

3.3. Analises Bioquimicas

Atividade Antioxidante
Nao houve diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos para as varidveis
teor de 4cido ascorbico (AA) (Figura 7A) e atividade da ascorbato peroxidase (APX) (Figura

7B). Os resultados da atividade da superdxido dismutase (SOD) apresentaram significancia
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estatistica entre os tratamentos, sendo a menor atividade observada no tratamento 27,5 uM de
Zn e a maior no tratamento 275 uM de Zn (Figura 7C).

O H,;0, em baixas concentracdes possui funcdo sinalizadora, responsdvel pela
ativacdo do sistema antioxidante (Soares & Machado 2007), importante nas reacdes de
tolerdncia ao estresse e necessdria para a conexdao de componentes da parede celular como
parte da defesa estrutural e regulando genes associados a expressdo do sistema antioxidante
(Lamb & Dixon 1997). Entretanto o acimulo de H,0O, pode ser deletério para os tecidos
vegetais, sendo o excesso neutralizado por enzimas antioxidades (Soares & Machado 2007).
Nas plantas de A. blanchetiana nao houve variacdo significativa da atividade da APX e
observou-se a tendéncia no aumento dos teores de AA, podendo o actimulo de H,O, nos
tecidos foliares estar associado a alta atividade da SOD no tratamento 275 uM de Zn, uma vez
que a atividade da enzima esta diretamente ligada a producao de H,0,.

O zinco apresenta caracteristicas fisicas e quimicas similares ao cddmio, assim como
suas interacdes com sistemas biolégicos (Rout & Das 2003). Folhas de tomate expostas a
altas concentracdes de cddmio apresentaram rdpida ativacdo de SOD (Chamseddine et al.
2009) enquanto Panda & Khan (2004) observaram o aumento da atividade de SOD em plantas
de Hydrilla verticillata L. cultivadas com 10 uM e 100 uM de Cd. Nas plantas de A.
blanchetiana a atividade de SOD no tratamento 275 uM de Zn aumentou consideravelmente
quando comparada ao tratamento 27,5 uM de Zn, indicando que a concentragdo 275 pM Zn

pode estar relacionada com a ativagdo de um sinal indutor da atividade da SOD.
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Figura 7. Médias dos teores de acido ascérbico, AA (A), atividade da ascorbato peroxidase,

APX (B) e atividade da superéxido dismutase, SOD (C) em plantas de A. blanchetiana

submetidas a diferentes concentracdes de zinco.
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A SOD faz parte do primeiro ajuste de tolerncia das plantas ao estresse oxidativo e
sua atividade pode afetar a concentragdo celular de O, e H,O, (Gratao et al. 2005), mantendo
a interacdo com outras enzimas antioxidantes garantindo um balango altamente otimizado, de
forma a reduzir o risco de danos oxidativos (Gomes-Junior 2006). Os niveis da atividade da
SOD em A. blanchetiana foram semelhantes aos observados nas espécies Nicotiana tabacum
L. cv Bel W3 (Esposito 2008), Psidium guajava L. cv Paluma (Dias et al. 2007), espécies
bioindicadoras de polui¢do atmosférica, e Caesalpinia echinata Lam. (Bulbovas et al. 2005)
expostas ao ozdnio. Segundo Bray et al. (2000), plantas tolerantes a altas concentracdes de
metais pesados tendem a apresentar niveis mais altos dos teores e atividade dos antioxidantes.
Wang et al. (2008) concluiram que niveis altos de atividade de SOD protegem as plantas

acumuladoras de metais dos danos oxidativos induzidos pela toxidez de cadmio.

Teores de Poliaminas

Os teores de triamina espermidina (Spd) se mantiveram constante para todos os
tratamentos e apresentaram valores inferiores aos da Put e Spm. Os maiores valores de
tetramina espermina (Spm) foram observados nos tratamentos 27,5 e 275 uM Zn, os teores de
diamina putrescina (Put) ndo apresentaram variacdes significativas entre os tratamentos,
embora tenha sido observada a tendéncia de aumento dos teores de Put com o aumento da
concentracdo de zinco até o tratamento 27,5 uM Zn e diminui¢do na concentragdo 275 uM Zn
(Figura 8).

As poliaminas, principalmente a Put, Spd, e Spm, sdo compostos policationicos de
baixo peso molecular e presente em todos os seres vivos. Condigdes de estresse induzem o
actimulo de poliaminas livres ou conjugadas, indicando que a biossintese das poliaminas pode

ser utilizada como componente de resposta a estresses pela planta (Bouchereau et al. 1999,
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Liu et al. 2007). A sintese de poliaminas ¢ bem documentada e sabe-se que a Put € originada

do metabolismo da ornitina ou argenina, sendo posteriormente transformada em Spd e Spm.
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Figura 8. Médias das concentragdes de poliaminas (putrecina, Espermidina e Espermina) de

plantas de A. blanchetiana submetidas a concentracoes de zinco.

A tendéncia observada nos teores de Spm entre os tratamentos nas folhas de A.
blanchetiana, maiores teores nas maiores concentracdes de zinco, estdo de acordo com os
observados por Franchin et al. (2007) em plantas de Populus alba L. tratadas com zinco, que
apresentaram acimulo de poliaminas ao longo do tempo e apenas na maior concentragao de
zinco. A resposta das diferentes poliaminas varia com o metal e o 6rgao da planta avaliado,
em Phaseolus vulgaris L. submetidas ao tratamento de ciddmio, os teores de Put aumentado
nas raizes, hipocétilo e epicétilo enquanto que Spd aumentou em hipocétilo, diminuiu nas
folhas e ndo se alterou nas raizes, e os teores de Spm diminuiram em todas as partes das
plantulas (Weinstein et al. 1986). Os teores de Spd ndo foram alterados pelos tratamentos,
indicando pequena ou nenhuma influéncia direta das concentragdes utilizadas de zinco no seu

metabolismo.
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Resultados semelhantes a tendéncia observada para os teores de Put nas folhas de A.
blanchetiana foram observados em folhas de microestacas de Populus alba cultivadas in
vitro, que apresentaram altos teores de Put nos primeiros dias de exposi¢do a todas as
concentracdes de zinco (0,25; 0,50 e 1,00 mM), entretanto ao final do experimento as plantas
cultivadas nas concentracdes de 0,25 e 0,50 mM Zn apresentaram teores menores de Put
(Franchin et al. 2007). Basso et al. (2007) observaram o aumento no teor da Put em brotos de
Eucalipto sob efeito de diferentes tratamentos de aluminio (Al) nos primeiros dias de coleta,
mas no final do experimento ocorreu a diminui¢do dos teores de Put nas plantas cultivadas nas
maiores concentracdes de aluminio.

A Spm atua na regulacdo da estabilidade e permeabilidade das membranas celulares
aumentando a tolerancia das plantas a diferentes estresses (Lefreve et al. 2001; Roy et al.
2005). A tendéncia de aumento das concentragdes de Spm observada nas plantas de A.
blanchetiana cultivadas nas maiores concentracdes de zinco pode estar associada ao acimulo
de H,O, nas paredes celulares observadas na técnica de DAB. As poliaminas apresentam
atividade antioxidante por protegerem os dcidos nucléicos contra desnaturacao enzimatica ou
oxidativa e por prevenirem contra peroxidacdo de lipideos (Bouchereau et al. 1999). Os
maiores valores de Spm observados nas plantas cultivadas com 27,5 e 275 uM de Zn podem
estar relacionados com a propriedade da Spm em aumentar a tolerdncia das espécies a

presenca de metais (Wang et al. 2007).
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4. Conclusoes

As concentracdes de zinco ndo alteraram significativamente os teores enddgenos de
poliaminas nos tecidos foliares, embora a tendéncia de aumento dos teores de Spm com o
aumento das concentracdes de Zn possa indicar um mecanismo de tolerancia da espécie, ndo
alteraram os teores de macro e micronutrientes ¢ o crescimento do sistema foliar e radicular,
sendo a deficiéncia mais deletéria ao crescimento do sistema radicular.

Os teores de zinco nas plantas de A. blanchetiana foram significativamente maiores na
concentracdo 27,5 e 275 uM Zn, sugerindo que a espécie apresenta capacidade acumuladora.

O actimulo de H,O; nos tecidos da epiderme foliar foi influenciado pelo aumento da
concentracdo de zinco no meio e, possivelmente, estd relacionado com a localizacdo do
actimulo de zinco na folha.

A atividade da enzima SOD diminuiu com o aumento da concentracdo de zinco no
meio, entretanto a concentragdo de 275 pM elevou significativamente a atividade da enzima,

podendo estar relacionada com a ativagdo de algum sinal indutor da atividade da SOD.
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Discussao Geral

Os aspectos moleculares e bioquimicos da toxicidade de metais no metabolismo da
espécie Aechmea blanchetiana cultivada in vitro foram analisados, auxiliando na investigacao
dos mecanismos de tolerancia de plantas a metais pesados. O mesmo foi observado por Basso
et al. (2007) que concluiram que a utilizacao das técnicas de cultivo in vitro possibilitaram o
estudo dos mecanismos de adaptacdo de plantas de eucalipto a toxidez do aluminio. A técnica
permite avaliar a acdo de poluentes separadamente em diferentes espécies vegetais, € em
tempo e espaco reduzidos.

A auséncia de danos visiveis nas plantas de A. blanchetiana possivelmente esta
associada ao tempo de exposicdo da espécie ao metal e as concentragdes utilizadas. A
bromélia Tillandsia tricholepis Baker, espécie de crescimento lento, quando expostas a varios
locais préximos a emissao de material particulado, evidenciou danos apenas 6 meses apds sua
exposicdo (Wannaz & Pignata 2006). Experimentos mais longos com plantas de A.
blanchetiana podem indicar se o tempo de exposi¢do aos poluentes estd relacionado com o
surgimento de danos visiveis na espécie.

O crescimento do sistema radicular e foliar das plantas de A. blanchetiana foi pouco
alterado pelos metais, embora o crescimento das raizes tenha sido menor nas plantas
cultivadas com cobre, indicando que o cobre possa ser mais toxico que 0 zinco para a espécie.
Plantas de trigo tratadas com metais pesados (Cd, Zn, Cu, Pb, Cr e Ni) apresentaram
diminuicdo da matéria seca e producdo de grios, reducdo do conteddo de nitrogé€nio nos
tecidos e do contetido de proteina nos graos para todos os metais, sendo observada a ordem de
toxidez de Cd > Cu > Ni > Zn > Pb > Cr para o crescimento das plantas (Athar & Ahmad
2002).

Os teores de macro e micronutrientes ndao foram significativamente alterados com o

aumento das concentracdes de cobre e zinco. Resultados semelhantes foram observados por
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Marsola et al. (2005) em estudos com feijoeiro. Nao foram realizados experimentos para
determinar a localizagdo dos metais estudados nos tecidos de A. blanchetiana, porém foi
determinada uma linearidade entre o aumento dos teores de zinco nas plantas e 0 aumento das
concentracdes de zinco nos tratamentos. O actimulo de cobre nos tecidos foi observado na
maior concentracdo de cobre no meio (14,5 uM Cu). O género Aechmea absorve até 80% do
total de nutrientes oferecido por via foliar (Kampf 1984, citada por Sanches 2009) e, segundo
Benzing (2000), as bromélias tendem a acumular macro e micronutrientes, juntamente com
diversos ions nas folhas. O uso efetivo de plantas como bioacumuladoras requer
conhecimento dos fatores que controlam a absor¢do e concentracdo de materiais acumulados
nos tecidos, como o caminho de deposicao, as propriedades bioldgicas, fisicas e quimicas do
processo e efeitos do poluente e da espécie vegetal (Cape 2009). Sugere-se que mais estudos
nesse sentido sejam realizados com a espécie.

O acumulo de H;0O, foi observado nos experimentos de cobre e zinco por meio da
técnica de DAB. As plantas sdo capazes de produzir EAOs em quantidades significativas,
principalmente H>O,, e esta pode ser regulada pela luz, hormonios ou ferimentos (Bentes &
Matsuoka 2005). O H,O, pode ainda ser formado diretamente pela acdo de metais como o
cobre e o ferro na reacdo de Harber-Weiss (Apel & Hirt 2004), pela acdo da enzima SOD
sobre os fons superdxido ou naturalmente na respiragdo e fotossintese (Soares & Machado
2007). As espécies da familia Bromeliaceae refletem suas deficiéncias e o0s excessos
nutricionais principalmente nas folhas (Paula er al. 1998), sendo, portanto, importante na
avaliacdo de disturbios fisicos e quimicos. Os estdmatos e escamas do tecido foliar sdo o
primeiro contato do tecido foliar com o metal presente no meio e pode estar diretamente
ligada a presenca da coloragdo de DAB observada nos estomatos.

O H;0; pode atuar como molécula sinalizadora de defesa ou, em altas concentragdes,
ser prejudicial aos tecidos, atravessando membranas celulares e promovendo a peroxidacao

lipidica (Resende ef al. 2003, Groppa & Benavides 2008). A inalteracdo na atividade de APX
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em ambos os experimentos e nos teores de AA no estudo do zinco, sugerem que a acdo
sinalizadora do H»O,, ocorra sobre outros mecanismos de defesa ndo estudados nesse
trabalho. Seu aciimulo, na epiderme em plantas cultivadas com zinco e no mesofilo de plantas
cultivadas com cobre, pode ser precursor de danos que possam surgir com o maior tempo de
exposicao.

O conteudo ou a atividade basal dos antioxidantes pode indicar o grau de resisténcia
de uma determinada espécie a situacdes de estresse oxidativo (Bulbovas 2005). A atividade da
enzima SOD nas plantas de A. blanchetiana foi afetada pelos tratamentos com cobre e zinco,
podendo estar relacionado com a presenga das formas Cu/Zn-SOD no citosol e cloroplasto das
plantas (Alscher et al. 2002; Resende et al. 2003; Apel & Hirt 2004). Os altos teores basais de
SOD e os poucos efeitos deletérios no crescimento das plantas observados em ambos os
experimentos sugerem que a espécie possa se desenvolver em ambientes contaminados por
metais pesados.

Os resultados da atividade do sistema antioxidante obtidos nesse estudo se
assemelham aos realizados por Bulbovas (2005) em plantas de Caesalpinia echinata Lam.,
onde as defesas antioxidativas (AA, POD e SOD) ndo foram ativadas quando submetidas a
concentracdes crescentes de O3. Panda & Khan (2004) observaram, em plantas de Hydrilla
verticillata L., que com o aumento da concentracdo de quatro metais diferentes, houve a
elevagdo uniforme da atividade de SOD nos tratamentos com cddmio e cobre e sua
diminui¢do com zinco e cromo, indicando que o sistema antioxidante apresenta atividade
diferenciada para cada metal. Candan & Tarhan (2003) estudando a acdo dos metais zinco,
cobre e manganés em plantas de Mentha pulegium L., observaram que os danos oxidativos
aumentaram na propor¢do Mn>Zn>Cu; entretanto, os resultados observados quanto ao
acimulo de H;O, no mesofilo foliar nas plantas de A. blanchetiana, indicam maior

sintomatologia de toxidez por cobre que o zinco.
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Entre poliaminas, geralmente Put e Spd sdo as mais abundantes, enquanto Spm esta
presente em quantidades inferiores ou tracos (Bagni & Tassoni 2001). Nos experimentos, 0s
teores de Spm, apesar de ndo significativos, foram maiores que os de Put e Spd,
principalmente nas maiores concentragcdes de zinco. A aplicacido exdgena de Spm atuou como
antioxidante em calos de Hemerocallis cultivadas in vitro (Debiasi et al. 2007). Altas
concentragdes de zinco e cobre em folhas de Populus alba L. induziram respostas diferenciais
no acimulo de poliamina, estando correlacionadas aos sintomas de toxidez (danos visiveis)
(Franchin et al. 2007). As alteragcdes nos conteidos de poliaminas podem variar de acordo
com as espécies vegetais ou cultivares, duracdo e intensidade do tratamento de estresse e
estdgio de desenvolvimento dos tecidos (Liu et al. 2007). A diminui¢do dos teores de Spm
com o aumento das concentracdes de cobre e 0 aumento da mesma em funcio dos teores de
zinco observados nas plantas de A. blanchetiana, evidenciam que para a mesma espécie 0s
teores de poliaminas podem variar com o metal estudado, apresentando diferentes respostas
de toxicidez.

Luo & Rimmer (1995), sugeriram que a a¢do do zinco e do cobre em plantas de
cevada € semelhante, podendo efetivamente um substituir o outro, contudo os diferentes
resultados observados para o acimulo de H,O, e teores de poliaminas nas plantas de A.
blanchetiana indicam uma ac¢do diferenciada de cada metal sobre os mecanismos de defesa
da espécie. Por serem essenciais ao desenvolvimento e crescimento dos vegetais, 0 zinco € o
cobre, provavelmente, sdo mais tolerados pelas plantas do que outros elementos quimicos ndao
essenciais, sendo necessdria a exposi¢do prolongada dessa espécie a esses metais para gerar
mudangas bioquimicas.

A técnica de DAB in vivo permitiu detectar o acimulo de H,O, e metais nos tecidos
sendo a principal ferramenta de andlise para determinar a acdo do cobre e do zinco nas plantas

de A. blanchetiana. A técnica ndo necessita de instrumentagcdo sofisticada, possibilitando
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avaliar os mecanismos de sensibilidade ou tolerancia ao estresse, € o diagndstico precoce e
correto de lesdes antes do surgimento de sintomas visiveis (Faoro & Iriti 2005).

As concentragdes de cobre e zinco utilizadas, embora 10 vezes e 100 vezes maiores
que as concentragdes aceitas pela resolugdo Conama (2005), ndo foram suficientes para causar
distirbios severos na atividade do sistema antioxidante, crescimento ou equilibrio nutricional,
sugerindo que concentragdes mais elevadas devam ser testadas. Entretanto, as variagdes na
atividade da enzima SOD e as tendéncias observadas para os teores de poliaminas, em
especial de Spm, indicam a importancia e viabilidade de mais estudos quanto as respostas do
sistema antioxidante de A. blanchetiana, submetidas a concentragdes de zinco e cobre
superiores as utilizadas nos experimentos.

O acumulo de cobre e zinco nos tecidos de A. blanchetiana, nos tratamentos com as
maiores concentracdes, indica a capacidade acumuladora da espécie, sendo necessirio a

realizacdo de estudos para futuramente determinar o uso da espécie como bioacumuladora.
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Capitulo 5

Conclusoes Finais

A espécie Aechmea blanchetiana apresenta tolerancia as concentracdes de Cu e Zn
estudadas, ndo apresentando mudangas significativas na atividade da ascorbato
peroxidase (APX) e, no caso do zinco, nos teores de 4cido ascérbico (AA). Contudo, os

metais influenciaram a atividade da superdxido dismutase (SOD).
A espécie possui capacidade acumuladora para cobre e zinco, em especial zinco.

Na presenca de Cu e Zn a espécie apresenta acimulo de peréxido de hidrogénio (H,0O,)
nos tecidos foliares e tendéncia de alteracdes nos teores de poliaminas, podendo o H,O,
estar agindo como sinalizador para ativacdo do sistema de defesa e a poliaminas como
mecanismo de tolerancia.

O uso da técnica de cultivo in vitro possibilitou a amenizacdo de fatores externos que
poderiam interferir nos resultados, mostrando ser um importante instrumento para

pesquisas futuras.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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