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ESTRESSE POR CHUMBO EM GIRASSOL: RESPOSTAS
FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS

Autora: Claudia Brito de Abreu
Orientador: Prof. André Dias de Azevedo Neto

RESUMO: O presente trabalho objetivou estudar os aspectos fisioldgicos e
bioquimicos do girassol quando cultivado sob estresse por chumbo. Assim,
plantas de girassol foram cultivadas por 16 dias em cinco doses de chumbo na
solugao nutritiva (0; 0,2; 0,4; 0,6 ou 0,8 mM Pb(NOs3),, com quatro repeticdes. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em casa
de vegetacdo. O Pb na solucéo nutritiva reduziu o crescimento do girassol apenas
no nivel 0,8 mM. Assim, foram observadas reducdées na MSF, MSC, MSR, MSPA
e MST de 74, 84, 85, 78 e 80%, respectivamente. Reduziu progressivamente os
teores de todos os pigmentos de forma que em 0,8 mM de Pb foram verificadas
reducdes de 43, 50, 36 e 45% nos teores de Cla, Clb, Car e Clt, respectivamente.
Os dados indicam que o girassol apresenta tolerancia a toxidez por chumbo até
0,6 mM Pb na solucao nutritiva e que a reducéo dos teores de pigmentos pode,
ao menos em parte, explicar a reducédo do crescimento do girassol sob estresse
por Pb. Ndo houve reducédo nos teores de N, P e K, indicando que a reducéo do
crescimento induzida pelo Pb ndo pode ser atribuida as deficiéncias destes
nutrientes. Por outro lado, o Pb reduziu significativamente os teores de caélcio e
magnésio nas folhas, caule e raizes. O Pb aumentou os teores de carboidratos
soluveis, aminoacidos livres e prolina nas folhas e os de proteinas soluveis e de
prolina nas raizes, evidenciando as alteracbes no metabolismo celular
decorrentes do estresse. Os dados sugerem gue o0s teores de calcio e magnésio
podem ser utilizados como indicadores nutricionais e os de prolina como indicador

bioquimico da toxidez por Pb em girassol.

Palavras-chave: Metal pesado, Helianthus annuus, tolerancia.



STRESS LEAD IN SUNFLOWER: PHYSIOLOGICAL AND
BIOCHEMICAL RESPONSES

Author: Claudia Brito de Abreu
Advisor: Prof. André Dias de Azevedo Neto

ABSTRACT: This work aimed to study the physiological and biochemical aspects
of sunflower when grown under stress lead. Thus sunflower plants were cultivated
for 16 days in five doses of lead in the nutrient solution (0.0; 0.2; 0.4; 0.6 or 0.8
mM Pb (NO3),, with four replicates and was conducted in a completely randomized
design in a greenhouse. The Pb in nutrient solution reduced the Sunflower growth
at level 0.8 mM. Thus, reductions were observed in the MSF, MSC, MSR, MSPA
and MST of 74, 84, 85 78 and 80%, respectively. progressively reduced the levels
of all pigments which form of 0.8 mM Pb reductions were observed 43, 50, 36 and
45% in the content, Cla, Clb, Car and Clt respectively . The data indicate that the
sunflower is tolerant to the toxicity of lead to 0.6 mM Pb in nutrient solution and
that the reduction of pigment levels can at least partly explain the reduction in
sunflower growth under stress Pb. There was reduced from N, P and K, indicating
that the reduction of the Pb-induced growth can not be attributed to deficiencies of
these nutrients. On the other hand, the Pb significantly reduced the calcium and
magnesium contents in leaves, stems and roots. The Pb increased levels of
carbohydrates, amino acids and proline in the leaves and the soluble protein and
proline in roots, showing the changes in cell metabolism resulting from stress. The
data suggest that calcium and magnesium contents may be used as nutritional

markers and proline as a biochemical marker of toxicity by Pb in sunflower.

Key-words: Heavy metal, Helianthus annuus, tolerance.



INTRODUCAO

A cultura

O girassol (Helianthus annuus L.) € uma dicotiledénea anual pertencente a
familia Compositae e originaria do continente Norte Americano (CASTRO et al.,
1997). A producdo mundial do grdo de girassol vem crescendo nos ultimos anos,
tendo alcancado em 2013/14 a faixa de 42,9 milhdes de toneladas. A cultura vem
apresentando consideravel aumento de area no Brasil, em funcdo da crescente
demanda dos setores produtivos, na safra 2013/14 a area cultivada com girassol
foi de 145,7 mil hectares com uma producao de 232,7 mil toneladas (CONAB,
2014).

A planta possui aproveitamento integral, podendo ser utilizada como forragem,
silagem e adubo verde. O grédo € fonte de proteina na alimentacdo humana e
animal, sendo o 6éleo utilizado na alimentacdo humana, na fabricagdo do biodiesel
e na industria cosmética (EVANGELISTA e LIMA, 2001).

Devido a varias utilidades e sua importancia econémica, o girassol foi a cultura

escolhida para esse trabalho.

O Pb no solo

Os metais pesados sado definidos como aqueles que tém densidades
superiores a 5 g cm™ (GASIC e KORBAN, 2006). A contaminacdo de solos por
metais pesados € de ocorréncia generalizada como resultado das atividades
humana, agricola e industrial. Entre os metais pesados o chumbo (Pb) € um
poluente potencial que, prontamente, se acumula nos solos e sedimentos
(SHARMA e DUBEY, 2005). Ele oferece grande risco de envenenamento para 0s
seres humanos, especialmente as criangcas (LASAT, 2002). Assim como outros
metais poluentes do solo, o Pb pode ser encontrado na solucéo do solo como ion

livre ou como complexo metalico soluvel; ligado a matéria organica; adsorvido aos



constituintes inorganicos do solo; precipitado como 6xido; hidroxido, carbonato,
sulfato e fosfato e; incorporado na estrutura de minerais de silicato (LASAT,
2000).

fons de metais pesados, tais como ferro, cobre, zinco, cobalto ou niquel s&o
micronutrientes essenciais que estdo criticamente envolvidas em atividades
funcionais de um grande numero de proteinas envolvidas na manutencdo do
crescimento e desenvolvimento dos organismos vivos. No entanto, em
concentracfes excessivas, estes ions metalicos podem tornar-se prejudiciais para
0S organismos vivos. Além disso, estes organismos podem também ser expostos
a ions altamente toxicos como o cadmio, chumbo, mercurio e outros metais que
sao geralmente considerados nédo essenciais (GASIC e KORBAN, 2006).

O chumbo tende a se acumular superficialmente no solo, diminuindo sua
concentracdo ao longo do perfil. Dessa forma, a zona de contaminacdo se
encontra confinada na superficie (PETERS e SHEM, 1995). Assim, como outros
elementos catibnicos, ele € retido primeiramente nas cargas negativas das
superficies dos coloides do solo, formando, posteriormente, ligacdes mais
estaveis. Neste Ultimo caso, ele passa a fazer parte da superficie dos coldides e
torna-se pouco disponivel para as plantas (PIERANGELI et al., 2001). Quando
dissolvido na agua e na forma de ion trocavel, torna-se disponivel para absorcao
pelas plantas (ANDRADE et al., 2009). A absorcéao pelas plantas ocorre na forma
bivalente (Pb*") e por mecanismo passivo, sendo absorvido por pélos radiculares
(KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2000). Mesmo o solo contendo grandes
quantidades de metais, a sua absorcdo pelas plantas € influenciada

principalmente por sua fracdo biodisponivel (VAMERALI et al., 2010).

O Pb na planta

O estresse é considerado um fator externo que exerce influéncia desvantajosa
e induz mudancas e respostas em todos os niveis funcionais do organismo. Em
condi¢cBes naturais e agricultaveis, as plantas estdo frequentemente expostas aos
diversos estresses ambientais, os quais limitam o desenvolvimento e as chances
de sobrevivéncia (ALEXIEVA et al., 2003; TAIZ e ZEIGER, 2013).

O excesso de chumbo nas plantas pode causar diversos sintomas de
toxicidade como a reducdo do crescimento, clorose e escurecimento do sistema

radicular, inibicdo da fotossintese, disturbios na nutricio mineral dentre outros



(SHARMA e DUBEY, 2005). Além disso, o estresse por Pb pode alterar os teores
de solutos organicos, entre eles os carboidratos solUveis, compostos nitrogenados
soluveis (aminoacidos livres e prolina livre) e proteinas soluveis.

Os solutos organicos sao compostos bastante sollUveis, de baixo peso
molecular e que nédo apresentam toxicidade quando em elevadas concentragdes
no interior das células, sendo também referidos como solutos compativeis ou
osmolitos compativeis (ASHRAF e FOOLAD, 2007). Eles atuam na homeostase
ibnica e na estabilizacdo de macromoléculas e organelas, favorecendo a
manutencdo da integridade celular (BOHNERT e SHEN, 1999; BRAY et al.,
2000). A acumulacdo desses compostos organicos osmoticamente compativeis
em condicbes de estresse reflete a capacidade de algumas espécies de
realizarem a osmorregulacédo quando submetidas a condi¢cdes adversas (SILVA et
al., 2010).

O presente trabalho objetivou estudar os aspectos fisioldgicos e bioquimicos do

girassol quando cultivado sob estresse por chumbo.
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CAPITULO 1

CRESCIMENTO E TEORES DE PIGMENTOS DE GIRASSOL SOB D OSES DE CHUMBO
EM SOLUCAO NUTRITIVA

(Copia do artigo publicado no periddico Enciclopédia Biosfera, v.10, n.18, p.1078-1087, 2014,
obedecendo as normas deste periddico, excetuando-se a fonte e o espagamento).
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CRESCIMENTO E TEORES DE PIGMENTOS DE GIRASSOL SOB D OSES DE
CHUMBO EM SOLUCAO NUTRITIVA

Claudia Brito de Abreu'; Barbara Lima do Sacramento?; Katia Nibia Azevedo Barros

Mota'; André Dias de Azevedo Neto®.

! Mestranda em Solos e Qualidade de Ecossistemas do Centro de Ciéncias Agrarias,
Ambientais e Bioldgicas da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia; Cruz das
Almas — BA- Brasil, CEP: 44380-000 (claudiaOlabreu@yahoo.com.br)

2 Graduanda em Bacharelado em Biologia do Centro de Ciéncia Agrarias, Ambientais

e Bioldgicas da Universidade Federal do Recbncavo da Bahia

? Professor Doutor do Centro de Ciéncias Exatas e Tecnolégicas da Universidade

Federal do Recdbncavo da Bahia. Brasil
RESUMO

O aumento da degradacao e contaminacdo do meio ambiente tem como principio o
uso intenso e inadequado de fertilizantes e pesticidas no solo, como também as
atividades industriais e de mineragcdo. O girassol destaca-se como a quarta
oleaginosa em produc¢édo de graos e a quinta em area cultivada no mundo. O objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito do chumbo sobre a producéo de biomassa e teores
de pigmentos na cultura do girassol. Assim, plantas de girassol foram cultivadas por
16 dias em cinco doses de chumbo na soluc¢do nutritiva (0; 0,2; 0,4; 0,6 ou 0,8 mM
Pb(NO3),, com quatro repeticbes. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, em casa de vegetacdo. O chumbo na solugdo nutritiva
reduziu o crescimento do girassol apenas no nivel 0,8 mM. Assim, foram observadas
reducbes na MSF, MSC, MSR, MSPA e MST de 74, 84, 85, 78 e 80%,
respectivamente. O estresse por chumbo reduziu progressivamente os teores de
todos os pigmentos de forma que em 0,8 mM de Pb foram verificadas reducdes de
43, 50, 36 e 45% nos teores de Cla, Clb, Car e CIt, respectivamente. Os dados
indicam que o girassol apresenta tolerancia a toxidez por chumbo até 0,6 mM Pb na
solugao nutritiva e que a reducdo dos teores de pigmentos pode, a0 menos em

parte, explicar a reducéo do crescimento do girassol sob estresse por Pb.

PALAVRAS-CHAVE: Helianthus annuus L., biomassa, fotossintese, metais pesados.
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GROWTH AND YIELD OF PIGMENTS IN SUNFLOWER DOSES OF LEAD IN
NUTRIENT SOLUTION

ABSTRACT

Increased degradation and contamination of the environment has the principle
intense and inappropriate use of fertilizers and pesticides in the soil, as well as
industrial and mining activities. The sunflower stands out as the fourth oilseed grain
production and fifth in the world in cultivated area. The aim of this study was to
evaluate the effect of lead on the production of biomass and pigment content in
sunflower cultivation. Thus , sunflower plants were grown for 16 days in five doses of
lead in nutrient solution (0; 0,2; 0,4; 0,6 or 0,8 mM Pb(NO3), with four replications.
The experiment was conducted in a completely randomized design in a greenhouse.
The lead in nutrient solution reduced the growth of sunflower only 0,8 mM level.
Accordingly, reductions were observed in MSF, MSC, MSR, MSPA and MST of 74,
84, 85, 78 and 80%, respectively. Stress lead progressively reduced concentration of
all dyes so that 0,8 mM Pb 43, 50, 36 and 45% in the concentration of Cla Clb ,
reductions were observed Car and Clt, respectively. The data indicate that sunflower
is tolerant to the toxicity of lead to 0,6 mM Pb in the nutrient solution and the
reduction of the levels of pigments can, at least in part, explain the reduction in

growth of sunflower under stress by Pb.

KEYWORDS: Helianthus annuus L., biomass, photosynthesis, heavy metals.
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INTRODUCAO

Atualmente, o aumento da degradacdo do meio ambiente tem como principio o
uso intensivo e inadequado de fertilizantes e pesticidas no solo, atrelado ao aumento
das atividades industriais e de mineracdo. Essas praticas destacam-se como 0s
principais responsaveis pela contaminac¢do do solo, cursos de agua e lencol freatico
por metais pesados (MALAVOLTA, 1994).

No Brasil existem varias areas contaminadas com chumbo refletindo sobre a
saude da populacéo local. Dentre essas areas esta o municipio de Santo Amaro da
Purificacdo-BA, onde se encontram antigas instalacdes da empresa Plumblum,
sendo constatada alta contaminacdo por chumbo em boa parte da populagéo, no
solo e nos sedimentos do rio Subaé (KEDE et al., 2008).

E de grande relevancia entender o comportamento e as interacées dos metais
pesados com os constituintes do solo, como também sua mobilizacdo e estabilidade
frente &s mudancas fisico-quimicas (SHEPPARD & THIBAULT, 1992).

Em baixas concentracdes, os metais toxicos, sdo encontrados no solo como
resultado do intemperismo e de outros processos pedogenéticos. Dentre 0os metais
toxicos, o chumbo merece atencdo devido a suas caracteristicas toxicolégicas e a
seu tempo de permanéncia nos solos. A toxicidade do Pb depende de sua forma
quimica, ou seja, de sua especiacdo quimica, que esta intimamente relacionada a
sua biodisponibilidade. Assim, diferentes espécies quimicas do chumbo podem
apresentar toxicidades diferentes e, normalmente, as formas mais sollUveis sdo mais
biodisponiveis (KEDE et al., 2008). O chumbo tende a se acumular superficialmente
no solo, diminuindo sua concentracdo ao longo do perfil dessa forma, a zona de
contaminacao se encontra confinada na superficie (PETERS & SHEM, 1995).

Algumas técnicas visam diminuir ou amenizar o potencial de acdo dos metais
toxicos sobre os ecossistemas. Entre essas técnicas esta a fitorremediacdo, que
consiste em utilizar espécies vegetais tolerantes a presenca de metais toxicos com
potencial para remover, imobilizar ou tornar inofensivos os contaminantes presentes
no solo e na agua. A capacidade da biomassa das plantas em acumular altas
concentracbes de metais sem efeito prejudiciais ao seu crescimento enfatiza seu
potencial em retirar metais de solos e da 4gua (RASKING & ENSLEY, 2000).

Na exploracéo das culturas alimentares e econémicas é de grande importancia a
determinacdo e o conhecimento da toxicidade dos elementos quimicos no solo, na
planta e no homem (MACEDO & MORRIL, 2008). Neste contexto, destacamos a
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cultura do girassol (Helianthus annuus L.) que € uma dicotiledénea anual
pertencente a familia Compositae e originaria do continente Norte Americano. Ela
destaca-se como a quarta oleaginosa em producdo de gréos e a quinta em area
cultivada no mundo, devido a presenca de caracteristicas agronémicas importantes,
como tolerancia a altas e baixas temperaturas e adaptacéo as diferentes condi¢cdes
edafoclimaticas (CASTRO et al., 1997).

A resposta das plantas a toxidez por metais pesados envolve alteracdes
estruturais, fisioloégicas e bioquimicas que dependem do tipo, da concentracdo do
metal pesado e do tempo de exposicdo das plantas ao elemento estressante
(MACEDO & MORRIL, 2008). Quando os metais pesados estdo presentes em
excesso, eles tornam-se toxicos e reduzem o crescimento de plantas (BHATTI et al.,
2013).

SIDDIQUI (2012) reporta que a principal via de entrada do Pb na planta € através
da absorcdo do solo. Apesar do chumbo ndo ser elemento essencial para as
plantas, este € facilmente absorvido e acumulado em diferentes partes da planta.
Sua absorcéo é regulada pelo pH, tamanho de particula e capacidade de permuta
catibnica dos solos bem como pela exsudagdo e outros parametros fisico-quimicos
(AKINCI et al., 2010). Sendo assim, a identificacdo de espécies cultivadas tolerantes
aos metais pesados se configura como uma alternativa importante do ponto de vista
ambiental e econémico, pois pode permitir a recuperacdo de areas contaminadas
com geracao de renda (SOUZA et al., 2011a).

Considerando o nivel crescente de contaminacdo dos solos por metais toxicos e a
importancia econémica do girassol, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do
chumbo sobre a producdo de biomassa e os teores de pigmentos na cultura do

girassol.

MATERIAL E METODOS
O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, do Centro de Ciéncias
Agrarias, Ambientais e Biolégicas na UFRB, Campus de Cruz das Almas/BA no
periodo de abril a maio de 2013.
Foram utilizadas plantas de girassol, gendtipo Olisun-05. As mudas foram
produzidas a partir de sementes, em copos plasticos de 200 mL, utilizando-se como
substrato areia lavada irrigada diariamente com agua destilada. Decorridos 12 dias

da emergéncia, as plantulas foram transferidas para bacias plasticas contendo 12 L
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de solugcdo nutritiva de HOAGLAD & ARNON (1950), a % forca e sob aeracao
constante, onde permaneceram por cinco dias, para efeito de aclimatacao.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado e os tratamentos
foram constituidos de cinco doses de chumbo na solucédo nutritiva (0; 0,2; 0,4; 0,6 ou
8 mM Pb(NO3), L%, com quatro repeticbes. Os niveis das solu¢bes foram
completados diariamente com 4gua destilada.

ApoOs 16 dias de estresse, as plantas foram coletadas e separadas em folhas,
caules e raizes. Em seguida, o material foi colocado em sacos de papel identificados
e levados para secagem em estufa com circulacéo forcada de ar a 65 °C por 72 h,
para determinacdo das massas secas das folhas (MSF), caule (MSC) e raizes
(MSR) em balanca semi-analitica. A partir desses dados, foram calculadas as
massas secas da parte aérea (MSPA), total (MST) e razéo parte aérealraiz (PA/R).

Para determinacdo dos teores das clorofilas a (Cla) e b (Clb) e de carotenoides
(Car), amostras das folhas foram colocadas em etanol a 95%. Em seguida, foram
realizadas as leituras espectrofotométricas a 470, 649 e 664 nm, conforme
metodologia descrita por LICHTENTHALER & BUSCHMANN (2001). A partir dos
teores das clorofilas a e b, foram calculados os teores de clorofila total (Clt) e as
razdes Cla/Clb e clorofilas/carotendides.

Os dados coletados foram submetidos a analise da variancia (ANOVA) e
comparados através de suas meédias e respectivos desvios-padrdes, utilizando o
software estatistico SISVAR (FERREIRA, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das variaveis que podem ser consideradas no que diz respeito ao efeito dos
contaminantes do solo sobre o crescimento das plantas, a producdo de biomassa
tem sido considerada a mais importante SOUZA et al. (2011b).

Assim, pode-se observar na (Figura 1) que a producéo de massa seca em todas
as partes das plantas de girassol permaneceu inalterada até a concentracédo 0,6 mM
de Pb, indicando que o girassol é tolerante até essa concentracdo de Pb no meio de
cultivo. Entretanto, ficou evidente uma reducdo abrupta do crescimento no nivel 0,8
mM de Pb. Dessa forma, foram observadas reducdes na MSF, MSC, MSR, MSPA e
MST de 74, 84, 85, 78 e 80%, respectivamente, indicando que, para o girassol, o
efeito fitotoxico do chumbo esta situado em uma estreita faixa de concentracéo

desse metal no meio radicular.
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A raiz foi o érgdo que apresentou a maior reducdo de massa seca induzida pelo
estresse quando comparada aos demais 6rgdos da planta. A reducdo da massa
seca das raizes pode ser atribuida a reducdo da respiracdo neste 6rgdo causado
pelo excesso de chumbo na planta (MERWE et al., 2009). Como os efeitos
deletérios do Pb no crescimento do girassol foram mais pronunciados nas raizes,
observa-se um aumento de 44% na razao parte aérea/raiz nas plantas submetidas a

0,8 mM de Pb na solugéo nutritiva.
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Figura 1. Producdo das massas secas das folhas (MSF), caule (MSC), raizes (MSR), parte

aérea (MSPA) e total (MST) e razdo parte aérea/raiz (PA/R) de plantas de girassol apos 16

dias de cultivo em casa de vegetacao sob diferentes niveis de Pb(NO3), na solucdo nutritiva.

Média de quatro repeticdes e respectivos desvios-padroes.
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Resultados semelhantes foram reportados por YONGSHENG et al. (2011) os
guais concluiram que o Pb pode inibir o crescimento de plantas de cha. AKINCI et al.
(2010) estudaram os efeitos do chumbo em tomate, verificando também reducédo da
massa seca de folhas e raizes pelo aumento das concentracdes de chumbo.
Resultados reportados por LIMA et al. (2013) revelaram que o cultivo em solo
contendo até 180 mg kg' de Pb reduziu a producéo de biomassa das partes das

plantas de cenoura e quiabeiro, mas nédo afetou a da couve manteiga.

A reducdo no crescimento radicular pode afetar o crescimento de toda a
planta por restringir a absorcédo de agua e nutrientes (PEREIRA et al., 2013). Em
concordancia, LAMHAMDI et al. (2013), verificaram que a redugé&o do crescimento
em culturas de trigo e espinafre sob estresse por Pb foi devida a deficiéncia de

macronutrientes induzida pela inibicdo de absorcao.

O incremento de Pb na solug&o nutritiva reduziu progressivamente os teores
de todos os pigmentos no girassol (Figura 2). Dessa forma foram observadas

reducdes de 43, 50, 36 e 45% nos teores de Cla, Clb, Car e CIt, respectivamente.

A reducédo dos teores de pigmentos pode ser o resultado da inibicdo da sua
biossintese ou do aumento da sua degradacdo. A biossintese de clorofila pode ser
inibida na presenca do chumbo, devido a interferéncia deste elemento na absorcao
de ferro e magnésio, elementos indispensaveis para a biossintese dessas moléculas
(DRAZKIEWICZ, 1994). Por outro lado, os estresses podem inibir a sintese do acido
5-aminolevulinico, molécula precursora da clorofila, ou aumentar a atividade da
enzima clorofilase que degrada a clorofila (TAIZ & ZEIGER, 2013).

Segundo SHARMA & DUBEY (2005) a fotossintese é afetada negativamente
pela toxicidade do Pb. Plantas expostas aos ions Pb mostram um declinio na taxa
fotossintética como resultados da distorcdo da ultra-estrutura da clorofila, restricao
da sintese de clorofila, plastoquinona e carotendides, obstrucdo do transporte de
elétrons e inibicdo das atividades das enzimas no ciclo de Calvin, bem como
deficiéncia de CO, resultante do fechamento estomético. Dessa forma os dados
deste trabalho sugerem que a reducéo dos teores de pigmentos pode, a0 menos em

parte, explicar a reducéo do crescimento do girassol sob estresse por Pb.
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Os dados também mostram que o pigmento mais afetado pelo estresse por
Pb foi a Clb e os menos afetados foram os Car, o que se reflete em um aumento de
15% na razdo Cla/Clb e uma reducdo de 13% na razdo clorofilas/carotenéides no
nivel 8 mM de Pb. Outros trabalhos reportam que o teor de Clb é mais afetado pelo
estresse por metais que o teor de Cla, resultando em um aumento da relacéo
Cla/Clb (VODNIK et al.,1999; XIONG et al., 2006). O aumento desta relacdo pode
ser justificado pelo fato de que o primeiro passo na degradacdo da Clb é a sua
conversdo em Cla (HORIE et al.,2009; SHIMODA et al.,2012).
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Figura 2 : Teores de clorofila a (Cla), clorofila b (Clb), carotendides (Car), clorofila total (Clt)

e razbdes clorofila a/clorofila b (Cla/Clb) e clorofilas/carotendides (Cl/Car) de plantas de

girassol apds 16 dias de cultivo em casa de vegetacdo sob diferentes niveis de Pb(NOs), na

solucdo nutritiva. Média de quatro repeticdes e respectivos desvios-padroes.



18

AKINCI et al. (2010) também verificaram em seu trabalho reducéo dos teores
das clorofilas a e b em plantas de tomate pelo aumento dos niveis de chumbo. Em
relacdo aos carotendides, SOUZA et al. (2011b) ndo observaram alteracdes no teor
destes pigmentos em Stizolobium aterrimum pela adicdo de doses crescentes de Pb
associado a fungos micorrizicos ao solo. Neste trabalho, os teores de carotendides
foram menos afetados pelo estresse por Pb que os de clorofilas, indicando uma
maior preservacdo do mecanismo de dissipagdo do excesso de energia luminosa.
Estas moléculas também podem atuar como agentes antioxidantes protegendo os
lipidios de membrana do estresse oxidativo gerado nas plantas sob estresse
(AZEVEDO NETO et al., 2008; FALK & MUNNE-BOSCH, 2010).

CONCLUSOES

O girassol apresenta tolerancia a toxidez por chumbo até 0,6 mM Pb na
solucéo nutritiva, podendo ser utilizado para cultivo em solos cuja contaminacao por

este metal pesado ndo exceda este limite.

A reducdo dos teores de pigmentos pode, a0 menos em parte, explicar a

reducdo do crescimento do girassol sob estresse por Pb.
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CAPITULO 2

DISTURBIOS NUTRICIONAIS E BIOQUIMICOS INDUZIDOS POR Pb EM
GIRASSOL

(Copia do artigo a ser enviado ao periddico Semina, obedecendo as normas deste periddico,
excetuando-se a fonte e 0 espagamento).
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Disturbios nutricionais e bioguimicos induzidos por Pb em girassol

Disorders nutrition and biochemical induced by Pb i n sunflower

Claudia Brito de Abreu'”: André Dias de Azevedo Neto?.

Resumo

O presente trabalho objetivou avaliar os efeitos de doses crescentes de chumbo na
solugcdo nutritiva sobre o crescimento e teores de macronutrientes e solutos
organicos em plantas de girassol, em casa de vegetacdo. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, com quatro repeticbes. A producdo de
massa seca nédo foi afetada até o tratamento de 0,6 mM indicando que o girassol é
tolerante até esta concentracdo de Pb no meio de cultivo. As redu¢des nas massas
secas das folhas, caule e raizes foram de 74, 84 e 85%, respectivamente. O
estresse por Pb ndo reduziu os teores de N, P e K, indicando que a reducéo do
crescimento induzida pelo Pb ndo pode ser atribuida as deficiéncias destes
nutrientes. Por outro lado, o Pb reduziu significativamente os teores de calcio e
magnésio nas folhas, caule e raizes, o que pode, a0 menos em parte, explicar a
reducado do crescimento induzida pelo Pb nas plantas de girassol. O Pb aumentou os
teores de carboidratos sollveis, aminoacidos livres e prolina nas folhas e os de
proteinas sollveis e de prolina nas raizes, evidenciando as alteracdes no
metabolismo celular decorrentes do estresse. Os dados também sugerem que 0s
teores de calcio e magnésio podem ser utilizados como indicadores nutricionais e 0s

de prolina como indicador bioquimico da toxidez por Pb em girassol.

Palavras-chave: Metal pesado, Helianthus annuus, nutricAo mineral, solutos

organicos.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effects of increasing doses of lead in the
nutrient solution on growth and macronutrient and organic solute contents in
sunflower plants. The experimental design was a completely randomized with four
replications. The dry mass yield was not affected up to the treatment of 0.8 mM Pb,
indicating that sunflower is tolerant to this Pb concentration in the growth media. The
reductions in leaves, stems and roots dry masses were 74, 84 and 85%, respectively.
Lead stress did not reduce the levels of N, P and K, indicating that the growth
reduction in 0.8 mM Pb treatment can not be attributed to deficiencies of these
nutrients. On the other hand, Pb significantly reduced the calcium and magnesium
contents in leaves, stems and roots, which may, at least in part, explain the Pb-
induced growth reduction in sunflower plants. The Pb increased the soluble
carbohydrates, free amino acids and proline contents in leaves, and soluble proteins
and proline contents in the roots, showing the stress-induced changes in cell
metabolism. The data also suggest that the calcium and magnesium concentrations
may be used as nutritional indicators and proline content as biochemical indicators

Pb toxicity in sunflower.

Key words: Heavy metal, Helianthus annuus, mineral nutrition, organic solutes.
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Introducao

Poluicdo por metais pesados tornou-se um dos problemas ambientais mais
importantes em todo o mundo. Poluentes metalicos sdo particularmente dificeis de
remediar a partir do solo, da 4gua e ar porque, ao contrario de poluentes organicos
que podem ser degradado tornando pequenas moléculas inofensivas, elementos
toxicos, tais como chumbo, mercuario, cadmio, cobre e zinco, sdo imutavel por
reacOes bioguimicas (MALAR et al., 2014). Os metais pesados sédo definidos como
aqueles que tém densidades superiores a 5 g cm™ (GASIC e KORBAN, 2006).

Dependendo do seu estado de oxidacao, os metais pesados podem ser altamente
reativos, resultando em toxicidade na maioria dos organismos (GASIC e KORBAN,
2006).

O excesso de chumbo nas plantas pode causar diversos sintomas de toxicidade,
como a reducdo do crescimento, clorose, escurecimento do sistema radicular,
inibicdo da fotossintese e alteracdo nas concentracdes de nutrientes minerais,
dentre outros (SHARMA e DUBEY, 2005). O resultado da intoxicacdo pode ser
devido & agéo do poluente, inibindo a atividade celular ou rompendo a estrutura da
célula devido a sua interferéncia sobre um elemento essencial (COUTINHO e
BARBOSA, 2007). As respostas ao estresse variam amplamente dependendo das
caracteristicas intrinsecas da espécie, do elemento responsavel e das condi¢cdes
ambientais (SOUZA et al., 2011).

O Pb em altas concentracdes substitui no solo elementos como potassio e calcio
em aluminossilicatos, em especial feldspatos, e metais em sulfetos (BOSSO e
ENZWEILER, 2008). Mesmo o solo contendo grandes quantidades de metais, a sua
absorcdo pelas plantas € influenciada principalmente por sua fracdo biodisponivel
(VAMERALI et al., 2010), a qual ocorre na forma bivalente (Pb®") e por mecanismo
passivo (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2000).

Na exploracéo das culturas alimentares e econémicas séo de grande importancia
a determinacdo e o conhecimento da toxicidade dos metais pesados no solo, na
planta e no homem (MACEDO e MORRIL, 2008). Neste contexto, destaca-se a
cultura do girassol (Helianthus annuus L.) que € uma dicotiledonea anual
pertencente a familia Compositae e originaria do continente Norte Americano.

Apresenta caracteristicas agronémicas importantes, como tolerancia a altas e baixas
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temperaturas e adaptacao as diferentes condi¢des edafocliméticas (CASTRO et al.,
1997).

A producdo mundial do grao de girassol vem crescendo nos ultimos anos, tendo
alcancado em 2013/14 a faixa de 42,9 milhdes de toneladas. Isto se deve as
caracteristicas especiais da semente e do Oleo com diversas aplicacdes na
formulag&o de produtos alimenticios. No Brasil, na safra 2013/14 a &rea cultivada foi
de 145,7 mil hectares com uma producéo de 232,7 mil toneladas (CONAB, 2014). A
planta possui aproveitamento integral, podendo ser utilizada como forragem, silagem
e adubo verde (EVANGELISTA e LIMA, 2001).

fons de metais pesados s&o toxicos as plantas ao nivel uM e podem induzir uma
série de alteracdes fisioldgicas e bioquimicas, tais como disturbios nas fungcbes das
membranas, na atividade enzimatica, no balanco hormonal, na nutricdo mineral, na
fotossintese, na translocacéo e nas relagdes hidricas, as quais levam a reducéo do
crescimento induzida pelo metal (POSCHENRIEDER e BARCELO, 2006).

Assim, diversos autores tém reportado alteracdes nos teores de macronutrientes
(Huang e Cunningham, 1996; Paiva et al.,, 2002; Paiva et al., 2003; Kibria et al.,
2009; Akinci et al., 2010; Bertoli et al., 2011; Lamhamdi et al., 2013; Augusto et al.,
2014) e de solutos organicos (Bhardwaj et al., 2009; Lamhamdi et al.,, 2013) em
plantas cultivadas na presenca de Pb. Entretanto, as pesquisas com girassol que
buscam relacionar os danos ocasionados pelo chumbo nos processos fisioldgicos e
bioguimicos, ainda sédo escassas.

Dessa forma, o presente trabalho objetivou avaliar o efeito de concentragbes
crescentes de chumbo (Pb) sobre o crescimento, teores de macronutrientes e
solutos organicos em plantas de girassol, com vistas a um melhor entendimento dos

efeitos nutricionais e bioquimicos do Pb sobre esta cultura.

Material e Métodos
Condicdes de crescimento e tratamentos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, do Centro de Ciéncias
Agréarias, Ambientais e Biolégicas na UFRB, Campus de Cruz das Almas/BA no
periodo de abril a maio de 2013.

Foram utilizadas plantas de girassol, gendtipo Olisun-05. As mudas foram
produzidas a partir de sementes, em copos plasticos de 200 mL, utilizando-se como
substrato areia lavada irrigada diariamente com agua destilada. Decorridos 12 dias
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da emergéncia, as plantulas foram transferidas para bacias plasticas contendo 12 L
de solugao nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) e sob aerac&o constante, onde
permaneceram por 5 dias, para efeito de aclimatacdo. Apos este periodo, foram
aplicados os tratamentos, os quais consistiram de cinco diferentes concentracfes de
chumbo na solugéo nutritiva (0; 0,2; 0,4; 0,6 ou 0,8 mmol Pb(NO3), L), com quatro
repeticbes. O experimento foi realizado em duplicata com a finalidade de se obter
amostras para as analises bioquimicas e para as analises de crescimento. O
chumbo aplicado na solucdo nutritiva foi quelado com EDTA, a fim de evitar sua
precipitacdo com sulfato e fosfato. Os niveis das solugbes foram completados
diariamente com agua destilada e o pH mantido em 5,5 (x 0,5), com a adicdo de
NaOH ou HCI.

ApoOs 16 dias de estresse, amostras de folhas e raizes de quatro plantas foram
coletadas, imediatamente congeladas e, em seguida liofilizadas para as andlises
bioguimicas. As quatro plantas restantes foram coletadas e separadas em folhas,
caules e raizes, colocadas em sacos de papel devidamente identificados e levadas
para secagem em estufa com circulacdo forcada de ar a 65° C por 72 h, para
determinacdo das massas secas das folhas (MSF), caule (MSC) e raizes (MSR) em
balanca semi-analitica. Em seguida, o material vegetal foi triturado para realizacdo
das analises de nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg) e
chumbo (Pb).

Preparo dos extratos e andlises nutricionais e bioq uimicas

Os extratos usados para determinacéo dos teores de nutrientes foram preparados
por digestdo acida em uma mistura de 3,5 mL de &cido sulfarico concentrado
(H2SO4) e 3 mL de peroxido de hidrogénio (H2O2) a 30%, conforme descrito em
Jones (2001). Em seguida, o digerido foi diluido para 100 mL com agua desionizada
para realizacdo das analises de N, P, K, Ca, Mg e Pb.

Os teores de N foram determinados pelo método espectrofotométrico do fenol-
hipoclorito (WEATHERBURN, 1967) o de P pelo método espectrofotométrico do
molibdo-vanadato (FAITHFULL, 2002), o de K por fotometria de chama (FAITHFULL,
2002) e os teores de Ca, Mg e Pb por espectrometria de emissado atdémica com
plasma indutivamente acoplado (ICP-OES, Varian VISTA-PRO Simultaneous).

Os extratos utilizados para analises bioquimicas foram preparados macerando-se,

em almofariz cerca de 1,0 g de tecidos frescos de folhas e raizes, em 5 mL de
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tampéo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,0, contendo EDTA 0,1 mM. O
homogeneizado foi filtrado em tecido de nailon de malha fina e centrifugado a 12000
rom x g por 15 min. O sobrenadante foi armazenado em ultra freezer (-80 °C) e
utilizado para as determinacdes de carboidratos sollveis, prolina livre, aminoacidos
livres e proteinas soluveis.

O teor de carboidratos soluveis foi identificado por espectrofotometria a 490 nm
pelo método do fenol-acido sulfurico, utilizando-se a D-(+)-glucose como padrao
(DUBOIS et al., 1956). A prolina livre foi determinada por espectrofotometria a 520
nm, utilizando-se a ninhidrina como reagente especifico e a prolina pura como
padrdo (BATES et al., 1973). Os aminodcidos livres totais foram determinados por
espectrofotometria a 570 nm pelo método da ninhidrina, utilizando-se a L-leucina
pura como padrdao (YEMM e COCKING, 1955). As proteinas soluveis foram
determinadas por espectrofotometria a 595 nm pelo método de ligacdo ao corante,
utilizando-se a albumina de soro bovino pura como padrédo (BRADFORD, 1976).

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos e quatro repeticfes. Os dados foram submetidos & analise da variancia
(p<0,05) e, em caso de significancia, foi realizado o estudo de regressao, utilizando
0 programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2003).

Resultados e Discusséo
Crescimento

A producdo de massa seca em todas as partes das plantas de girassol
permaneceu inalterada até a concentracdo 0,6 mM de Pb, entretanto diminuiu
abruptamente no tratamento de 0,8 mM de Pb. Dessa forma, foram observadas
reducées na MSF, MSC e MSR de 74, 84 e 85%, respectivamente (Tabela 1).
Comparando com os demais O6rgaos da planta, a raiz foi o érgdo que apresentou a
maior reducdo de massa seca induzida pelo estresse por Pb. A reducdo no
crescimento radicular pode afetar o crescimento de toda a planta por restringir a
absorcdo de agua e nutrientes (PEREIRA et al., 2013).
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Tabela 1. Producdo das massas secas das folhas (MSF), caule (MSC) e raizes (MSR) de
plantas de girassol apds 16 dias de cultivo em casa de vegetacdo sob diferentes niveis de

Pb(NOs3), na solucéo nutritiva.

Niveis (mM de Pb) MSF MSC MSR
0,0 3,995 +0,811 (0) | 2,832+0,160 (0) | 2,443 +0,463 (0)
0,2 3,649 +0,283 (9) | 2,599 £0,150 (8) | 1,827 £0,248 (25)
0,4 3,458 + 0,494 (13) | 2,383 £0,432 (16) | 1,766 + 0,482 (28)
0,6 3,647 £0,221 (9) | 2,605+0,253(8) | 1,965 +0,116 (20)
0,8 1,054 + 0,225 (74) | 0,455 +0,098 (84) | 0,372 £ 0,069 (85)

Médias de quatro repeticdes e respectivos desvios-padrdes. Valores entre parénteses representam a

percentagem de reducdo em relacao ao controle.

Teores de Chumbo

A Figura 1 mostra que as concentragcfes de Pb aumentaram linearmente nas
folhas e raizes e de forma quadratica no caule, com o incremento de chumbo na
meio de cultivo. A concentracdo de Pb nas folhas de girassol variou de 0,067 mmol
g’ ms (Pbgo) a 5,22 mmol g* ms (Pbgg); no caule variou de 0,5144 mmol g* ms
(Pbo.o) a 5,55 mmol g ms (Pbogs); nas raizes essa variacdo foi de 1,7376 mmol g*
ms (Pboo) a 20,18 mmol g* ms (Pbyg). Dessa forma, as equacdes indicam que os
teores de Pb nas folhas, e raizes expostas a 0,8 mM de Pb foram, respectivamente,
76 e 11 vezes mais elevados que as observadas no controle. No caule, a maior
concentracédo foi estimada na dose de 0,66 mM de Pb, correspondendo a um
aumento de 9,78 vezes em relacdo ao controle. Comparando os teores de Pb entre
as diferentes partes da planta, também pode-se observar que os teores nas raizes

foram cerca de 3 vezes maiores que os do caule e das folhas.

O maior acumulo de Pb nas raizes que nas demais partes da planta, sugere que
as raizes desempenham um papel importante no armazenamento extra de chumbo
(AZAD et al., 2011). Tem sido demonstrado que o chumbo pode aderir a parede de
células das raizes, especialmente na forma de pirofosfato (MARSCHNER, 2012). O
acumulo de chumbo nas raizes é considerado um fator que aumenta a tolerancia
das plantas contra a toxicidade por Pb, pois impede a transferéncia do metal das
raizes para as folhas (AZAD et al., 2011). Neste trabalho, também pdde-se observar

que a concentracdo de Pb no caule apresentou uma tendéncia de estabilizacdo a
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partir do tratamento de 0,2 mM de Pb, indicando uma saturagdo do mecanismo de
retencdo de Pb no caule e, consequentemente, uma capacidade finita deste 6rgédo

para atuar como reservatério do metal, impedindo seu transporte até as folhas.

FOLHAS CAULE RAIZES
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Figura 1. Teores de chumbo (Pb) em folhas, caule e raizes de plantas de girassol cultivadas
em casa de vegetacdo por 16 dias em solucdo nutritiva contendo niveis crescentes de
Pb(NOs),. *Significativo a P < 0,05; **significativo a P < 0,01.

O maior acumulo Pb nas raizes em relacdo a parte aérea também foi reportado
por Romeiro et al. (2007) em plantas de feijdo de porco e por Andrade et al. (2009)
em grama batatais. Em geral, a concentracdo aparente de Pb na parte aérea das
plantas diminui & medida que a distancia a partir da raiz aumenta. Isto ocorre devido
a uma maior localizacdo de Pb na parede celular da raiz do que em outras partes da
planta, demostrando o transporte limitado do chumbo devido a barreira da
endoderme da raiz (SHARMA e DUBEY, 2005).

Macronutrientes (N, P, K, Ca e Mg)

A Figura 2 mostra os teores de macronutrientes (N, P e K) nas folhas, caules e
raizes das plantas de girassol em funcdo das doses de chumbo aplicadas em

solucéo nutritiva.

Pode-se observar na equacao de regressao que o cultivo na presenca de Pb nao
causou alteracbes substanciais nos teores de N nas diferentes partes das plantas

(Figura 2). Como € sabido, o N serve como constituinte de diversos componentes da
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célula vegetal, incluindo aminoacidos, &cidos nucléicos e clorofilas (TAIZ e ZEIGER,
2013). Este nutriente é absorvido pelas raizes na forma de nitrato (NO'3) e amdnio
(NH4"), sendo preferencial a absorc¢éo na forma aniénica (nitrato). Considerando que
a relacdo NO'5:NH,4" na solucéo de Hoagland é 14:1 e que o chumbo é absorvido na
forma catidnica, é provavel que a auséncia de alteragBes nas concentracdes de N
observadas nesse trabalho, resultam da auséncia de competicdo desse nutriente
com o metal toxico. Isso, pode ser a causa da escassa informacdo na literatura a
respeito das alteracdes nos teores de N em plantas cultivadas em presenca de Pb.

As concentracdes de P nas folhas e caules aumentaram quadraticamente com o
aumento de chumbo na meio de cultivo (Figura 2). Dessa forma, as equacoes
indicam que os teores deste nutriente nas folhas e caules das plantas expostas a 0,8
mM de Pb foram de 87 e 67%, respectivamente, mais elevados que os do controle.
Este aumento da concentragdo de P em conjungédo com a redugédo do crescimento
indica um efeito de concentracdo deste nutriente nos tecidos da parte aérea (IMO,
2012). Em contraste, a simulagdo matematica indica que os teores de P nas raizes
das plantas submetidas a maior dose de Pb, diminuiram 8% (Figura 2), sugerindo
que o estresse por Pb ndo afetou a translocacdo deste nutriente das raizes para a
parte aérea em plantas de girassol. Resultados contrarios foram reportados por Huang
e Cunningham (1996) em Ambrosia artemisiifolia, por Paiva et al. (2003) em mudas de
ipé-roxo e também por Bertoli et al. (2011) em tomateiro 0s quais reportaram que a
concentracdo de P nas raizes aumentou com a aplicagdo de Pb.

Tem sido sugerido que o aumento dos teores de P nas raizes € decorrente da
precipitacdo do Pb, formando sais insoluveis com o fosfato (complexo Pb-P), uma
forma de Pb nado disponivel para a translocacdo das raizes para a parte aérea
(HUANG e CUNNINGHAM, 1996). A formacdo desse complexo é esperada, pela
tendéncia de combinacdo do Pb* com anions H,PO’,;, forma predominante de
absorcdo do P (KABATA-PENDIAS e PENDIAS, 2001). Neste trabalho, o fato dos
teores de P nas raizes nao ter aumentado pode ser explicado devido o chumbo ter
sido aplicado quelado com EDTA, evitando a sua precipitacdo com o fosforo na
forma de fosfato de chumbo.

O estresse de 0,8 mM de Pb aumentou significativamente os teores de K em todas
as partes das plantas de girassol, sendo este efeito mais pronunciado nas raizes. Nas
folhas os aumentos ocorreram de forma linear e um comportamento quadratico foi

observado no caule e nas raizes. Dessa forma, na maior concentracdo de Pb, as
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equacdes indicam aumentos de 31, 17 e 65% nos teores de K das folhas, caules e
raizes, respectivamente, em comparacdo ao controle. Os dados desse trabalho
indicam que o aumento nos teores de K é o resultado de um efeito de concentracdo
(IMO, 2012), haja vista a grande reducéo do crescimento neste tratamento. Aumentos
nos teores de K em dois gendtipos de Amaranthus cultivados em presenca de

concentracdes elevadas de Pb também foram reportados por Kibria et al. (2009).
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Figura 2. Teores de nitrogénio (N), fésforo (P), e potassio (K) em folhas, caule e raizes de

plantas de girassol cultivadas em casa de vegetacdo por 16 dias em solucdo nutritiva

contendo niveis crescentes de Pb(NO3),. *Significativo a P < 0,05; **significativo a P < 0,01.
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Considerando que o estresse por Pb ndo afetou a absorcdo e a translocacao de
N, P e K, os dados desse trabalho indicam que a reducéo do crescimento induzida
por este metal toxico no tratamento de 0,8 mM Pb ndo pode ser atribuida as
alteracdes nas concentracfes destes elementos nas diferentes partes das plantas.

Na Figura 3 pode-se observar que o cultivo na presenca de até 0,6 mM Pb néo
causou alteragBes nos teores de Ca nas diferentes partes das plantas. S6 foram
observadas reducbes de 21 e 28%, nas folhas e caules respectivamente, no

tratamento de 0,8 mM, apresentando resposta quadratica negativa.
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Figura 3. Teores de calcio (Ca) e magnésio (Mg) em folhas, caule e raizes de plantas de
girassol cultivadas em casa de vegetacdo por 16 dias em solucdo nutritiva contendo niveis
crescentes de Pb(NO3),. *Significativo a P < 0,05; **significativo a P < 0,01.

Huang e Cunningham (1996) observaram que 20 uM de Pb reduziu em 12% a
concentracdo de calcio nas raizes e em mais de 40% na parte aérea de plantas de
milho. Entretanto, nenhum efeito foi verificado em Ambrosia artemisiifolia. A
aplicacao de 288 uM de Pb reduziu em 35,6 e 18,2%, respectivamente, o0s teores de
Ca nas raizes e nas folhas de mudas de cedro (Paiva et al., 2002), mas nao afetou

os teores desse nutriente nas raizes e no caule de mudas de ipé-roxo (Paiva et al.,
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2003). Azad et al. (2011) trabalhando com mudas de girassol, observaram que
houve uma diminuicdo de Ca nas folhas por aumento das doses de Pb. Augusto et
al. (2014) relataram que o teor de Ca nas doses mais baixa de Pb foi afetado
significativamente nas raizes e nas folhas de plantas de mostarda. Matkowski et al.
(2005) observaram que a maior absorcdo de Ca foi verificado com o aumento da
acumulacao de Pb nas extremidades das raizes de milho.

Disturbios no metabolismo do Ca sdo provocados pela toxicidade de Pb nas
plantas (BERGMANN, 1992). Segundo Marschner (2012), cations divalentes como
Pb podem competir com outros cations, como o Ca. A inibicdo do canal de célcio
pelo Pb poderia surgir do bloqueio do canal ou devido ao transporte competitivo do
Pb (SHARMA e DUBEY, 2005; MARSCHNER, 2012). Independentemente da causa,
os dados desse trabalho indicam que, em girassol, o efeito deletério do Pb sobre a
nutricdo do Ca so6 ocorreu a partir de 0,6 mM de Pb.

O célcio é um elemento fundamental na manutencdo da integridade celular, pois
como um ion divalente o Ca tanto forma complexos intramoleculares como liga
moléculas em complexos intermoleculares (PILBEAM e MORLEY, 2007). Ele
também é necessario na formacéo do fuso mitético durante a divisédo celular e na
sintese de novas paredes celulares em células recém divididas. Ele também é
necessario para a integridade fisica e funcdo normal das membranas e, mais
recentemente, tem sido considerado como um mensageiro secundario para varias
respostas das plantas aos sinais hormonais e ambientais (HOPKINS e HUNER,
2009; TAIZ e ZEIGER, 2013). Os dados desse trabalho sugerem que a reducéo dos
teores de Ca'? pode, a0 menos em parte, explicar a reducdo do crescimento
induzida pelo Pb nas plantas de girassol.

O teor de magnésio nas folhas e nos caules diminuiu linearmente com o
incremento de Pb na solugéo nutritiva, de forma que, no tratamento de 0,8 mM Pb os
teores desse nutriente foram 31 e 46% menores que os do controle (Figura 3). Nas
raizes, os teores de Mg apresentaram um comportamento quadratico negativo,
diminuindo drasticamente (58%) apenas no tratamento de 0,8 mM Pb. Esta reducéo
dos teores de Mg pode estar relacionada com as redugcbes nas concentracdes das
clorofilas a e b observados no capitulo 1.

Semelhante ao observado neste trabalho, o tratamento com concentracdes
inferiores a 0,3 mM de Pb nédo afetou os teores de Mg nas raizes de mudas de ipé-

roxo (Paiva et al., 2003). Huang e Cunningham (1996) observaram que o Pb reduziu
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a concentracdo de Mg na parte aérea de plantas de milho e de Ambrosia
artemisiifolia. Lamhamdi et al. (2013) verificaram que concentra¢cdes maiores que 1,5
mM de Pb diminuiram significativamente os teores de Mg na parte aérea e raizes de
mudas de trigo e espinafre.

Nas células vegetais, os ions Mg tém um papel especifico na ativacdo da maioria
das enzimas envolvidas na respiracéo, fotossintese e sintese de DNA e RNA (TAIZ
e ZEIGER, 2013). Em adicéo, ele possui papel estrutural na molécula de clorofila, na
estabilizacdo de proteinas, ribossomos, acidos nucléicos e membranas e é critico
nas reagdes envolvendo o ATP (HOPKINS e HUNER, 2009). Visto que o Mg é um
componente integral das clorofilas e dos processos enzimaticos do metabolismo
energético, sua nutricdo inadequada interfere diretamente na assimilacdo de
carbono e nas transformacfes de energia (MERHAUT, 2007). Considerando que
ambos, o crescimento e os teores de Mg foram afetados pela presenca do Pb no meio
de cultivo, as reducdes nos teores de Mg em todas as partes das plantas indicam
um efeito de antagonismo entre Mg e o Pb nos sitios de absorcédo (IMO, 2012).
Dessa forma, é provavel que a reducdo nos teores desse nutriente induzida pelo Pb
tenha sido um importante fator afetando o metabolismo das plantas de girassol e,

consequentemente, reduzindo seu crescimento.

Solutos organicos

As variacdes nos teores de carboidratos solUveis, aminoacidos livres, proteinas
soluveis e prolina livre nas folhas e raizes séo apresentadas na Figura 4.

Os teores de carboidratos solUveis apresentaram resposta quadratica positiva nas
folhas, aumentando 42% apenas no nivel 0,8 mM de Pb. Nas raizes nédo foi
observado efeito do Pb nos teores destes compostos. Os aminoacidos livres
aumentaram linearmente nas folhas e diminuiram linearmente nas raizes. Dessa
forma, no nivel 0,8 mM de Pb as equacdes indicam um aumento de 76% nos teores
destes compostos nas folhas e uma reducdo de 28% nas raizes. As proteinas
soltveis nas folhas apresentaram um comportamento quadratico. Assim, no nivel 0,8
mM de Pb foi observado uma reducdo de 42%, em contraste com as raizes onde o
incremento de Pb proporcionou um aumento linear de aproximadamente 10 vezes
nas proteinas soluveis em relagdo ao controle. Os teores de prolina livre

aumentaram quadraticamente nas folhas e raizes. Dessa forma, nas folhas e raizes
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das plantas do tratamento de 0,8 mM Pb, os teores de prolina foram,
respectivamente, cerca de 80 e 1,5 vezes mais elevados que nas controle.

Vérios estudos tém reportado a reducdo no conteudo de agua dos tecidos em
plantas cultivadas na presenca de chumbo (PATRA et al. 2004; SHARMA e DUBEY,
2005). Nesse cenéario, a exposi¢do a ions metélicos potencialmente toxicos induz o
ajustamento osmotico, principalmente devido ao acumulo de carboidratos solUveis
(COSTA e SPITZ, 1997) e aminoacidos livres (BHARDWAJ et al., 2009). Neste
trabalho, o aumento nos teores foliares dos carboidratos soluveis, aminoacidos livres
e prolina induzido pelo estresse sugere, entdo, um mecanismo de ajustamento
osmatico resultante da diminuicdo na disponibilidade hidrica induzida pelo estresse
de Pb. Em contraste, a observacédo que os teores desses solutos ndo aumentaram
nas raizes pode ter limitado a absorcédo de agua e seu fluxo para a parte aérea,
comprometendo o balanc¢o hidrico nos tratamentos de estresse.

O aumento da concentracdo de aminoacidos livres nas folhas também sugere um
mecanismo de desintoxicacdo através da quelacdo do metal pesado por estes
compostos. Os quelantes contribuem para a desintoxicacdo, aumentando a
tolerancia das plantas aos niveis toxicos dos ions metalicos (GASIC e KORBAN,
2006) e ja estd bem estabelecido que os aminoacidos podem ser mobilizados em
resposta a toxidez de Pb para formar complexos com este metal (MAESTRI et al.,
2010; POURRUT et al., 2011; MANARA, 2012).

A observacdo que o aumento na concentracdo de aminodcidos livres nas folhas
ocorreu concomitantemente ao decréscimo na concentracdo de proteinas soluveis
sugere a ocorréncia de protedlise induzida pelo estresse por Pb. Bhardwaj et al.
(2009) também reportaram que o aumento de Pb e Cd diminuiu as proteinas
sollveis nas folhas de Phaseolus vulgaris. Por outro lado, nas raizes o aumento das
proteinas solUveis ocorreu paralelamente a diminuicdo nos aminoacidos livres,
sugerindo que, nesta parte da planta, houve um incremento da sintese protéica.
Considerando-se que as raizes estdo diretamente expostas ao contaminante, é
provavel que este aumento seja o resultado da inducdo das proteinas do estresse
(LAMHAMDI et al., 2010). Neste contexto, podem ser incluidas as fitoquelatinas e as
metalotioneinas, importantes classes de peptideos quelantes de metais pesados nas
plantas (POURRUT et al.,, 2011; MANARA, 2012). O estresse por Pb também
aumentou os teores de proteinas, incluindo as fitoquelatinas, em Ceratophyllum
demersum L. (MISHRA et al., 2006).
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Entre os solutos organicos estudados, a prolina foi 0 que mais aumentou com as
concentragdes de Pb na solucdo nutritiva, indicando que o acumulo de prolina pode
ser um bom indicador bioquimico do estresse por Pb em girassol. O aumento da
biossintese de prolina tem sido considerado desempenhar um papel importante na
tolerancia das plantas ao Pb (SHARMA e DUBEY, 2005; QURESHI et al. 2007;
POURRUT et al., 2011). Lamhamdi et al. (2013) verificaram que o0s teores de prolina
aumentaram nas folhas de trigo e espinafre, quando as plantas foram expostas a
concentracfes crescentes de chumbo. Segundo Verbruggen e Hermans (2008) o
teor de prolina pode ser variavel de espécie para espécie podendo apresentar
valores 100 vezes maiores nas plantas submetidas ao estresse quando comparadas
as plantas controles. Esse acumulo esta correlacionado a tolerancia ao estresse,
sendo a concentracdo deste aminoacido, geralmente mais elevada nas plantas
tolerantes que nas sensiveis (ASHRAF e FOOLAD, 2007).

Ha diferentes opinides sobre os mecanismos pelos quais a prolina reduz os
efeitos toxicos dos metais. Ela pode atuar como reserva de carbono e nitrogénio e
desintoxicadora do excesso de aménia (KAVI KISHOR et al., 2005), osmoprotetora e
estabilizadora de proteinas (SHARMA e DUBEY, 2005), quelante de metal
(MANARA, 2012), inibidora da peroxidacao lipidica e removedora de radicais livres
(WHITE, 2012).

Os dados mostram que a presenca do chumbo na solugdo nutritiva alterou
significativamente a concentracdo dos principais grupos de solutos organicos
celulares, evidenciando, alteragfes metabdlicas importantes resultantes da presenca
deste metal toxico no ambiente celular. Essas alteracfes no metabolismo podem, ao

menos em parte, explicar a reducéo do crescimento induzida pelo Pb.

Concluséo

Os resultados obtidos mostraram que o girassol é tolerante a concentracéo de até
0,6 mM Pb no meio de cultivo. Eles também mostraram que os teores de N, P e K
nao apresentaram relacdo com a toxidez de Pb. Em contraste, o Pb induziu o
desequilibrio nutricional de Ca e de Mg, o que pode, ao menos em parte, explicar a
reducdo do crescimento induzida pelo metal no meio de cultivo. O Pb também
alterou substancialmente a concentracdo dos principais grupos de solutos organicos
celulares indicando alteracBes no metabolismo celular decorrentes do estresse. Os

resultados também indicaram que os teores de Ca e Mg podem ser utilizados como
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indicadores nutricionais e 0s de prolina como indicador bioguimico da toxidez por Pb

em girassol.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desta pesquisa permitem confirmar que o girassol € tolerante
até a concentracdo de 0,6 mM Pb no meio de cultivo. Dessa forma, pode ser
utilizado em solos em que a contaminagédo néo exceda este limite. O incremento de
Pb na solucdo nutritiva reduziu progressivamente os teores de todos os pigmentos
no girassol. A reducgéo dos teores de pigmentos pode, a0 menos em parte, explicar a
reducado do crescimento do girassol sob estresse por Pb.

Os teores de N, P e K analisados no girassol, ndo apresentaram relacdo com a
toxidez de Pb. Em contraste, o Pb induziu o desequilibrio nutricional de Ca e de Mg,
0 que pode, a0 menos em parte, explicar a reducdo do crescimento induzida pelo
metal no meio de cultivo. O Pb também alterou substancialmente a concentracédo
dos principais grupos de solutos organicos celulares indicando alteracées no
metabolismo celular decorrentes do estresse. Isto estd associado com a tolerancia
ao Pb em plantas de girassol.

Pode-se inferir que os resultados desta pesquisa indicaram que os teores de Ca e
Mg podem ser utilizados como indicadores nutricionais e os de prolina como
indicador bioquimico da toxidez por Pb em girassol.

Os resultados desse trabalho poderédo dar continuidade a novas pesquisas com
girassol com o intuito de selecionar gendtipos que apresentem tolerancia
diferenciada ao chumbo (Pb), com vistas a um melhor entendimento dos
mecanismos de tolerancia ao estresse por esse metal pesado em girassol. Estes
dados também podem subsidiar pesquisas que investiguem o papel de indicadores
nutricionais, fisiolégicos e bioquimicos de tolerancia do girassol ao Pb, bem como

sua utilizacdo em programas de melhoramento genético desta espécie.



