UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

GUILHERME GONZALES DE SOUZA

MORFOFISIOLOGIA APLICADA A
CARACTERIZACAO DA TOLERANCIA DE
TALINUM PATENS AO CHUMBO.

Alfenas / MG
2017



GUILHERME GONZALES DE SOUZA

MORFOFISIOLOGIA APLICADA A
CARACTERIZAGAO DA TOLERANCIA DE
TALINUM PATENS AO CHUMBO.

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencéo do Titulo de Mestre em
Ciéncias Ambientais pela Universidade Federal
de Alfenas/UNIFAL-MG. Area de concentrago:
Ciéncias Ambientais.

Orientador: Dr. Thiago Corréa de Souza

Alfenas / MG
2017



Dados Internacionais de Catalogacao-na-Publicacdo (CIP)
Biblioteca Central da Universidade Federal de Alfenas

Souza, Guilherme Gonzales de

Morfofisiologia aplicada a caracterizag@o da tolerancia de Talinum patens
ao chumbo / Guilherme Gonzales de Souza. -- Alfenas/MG, 2017.
47 1.

Orientador: Thiago Corréa de Souza.

Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Ambientais) - Universidade Federal
de Alfenas, 2017.

Bibliografia.

1. Portulacaceae. 2. Chumbo. 3. Anatomia vegetal. 4. Germinagao.

5. Crescimento. 6. Testes de Toxicidade. I. Souza, Thiago Corréa de.
II. Titulo.

CDD-575




MINISTERIO DA EDUCACAO

Universidade Federal de Alfenas / UNIFAL-MG %
Programa de Pés-graduacio — Ciéncias Ambientais
Rua Gabriel Monteiro da Silva, 714. Alfenas - MG CEP 37130-000 ? 0
Fone: (35) 3701-9685 (Coordenagio) / (35) 3701-9262 (Secretaria) U nlfa| 3
http://www.unifal-mg.edu.br/ppgca/ Universidade Federal de Alfenas

GUILHERME GONZALES DE SOUZA

“Morfofisiologia aplicada a caracterizacio da tolerincia de Talinum patens ao chumbo”
gia ap ¢ )4

A Banca julgadora, abaixo assinada, aprova a
Disserta¢do apresentada como parte dos requisitos
para a obten¢do do titulo de Mestre em Ciéncias
Ambientais pela Universidade Federal de Alfenas.
Area de Concentragio: Ciéncias Ambientais.

Aprovado em: 30 de janeiro de 2017.

Prof. Dr. Thiago Corréa de Souza Assinatura:

Institui¢do: UNIFAL - MG

Prof. Dr. Adriano Bortolotti da Silva Assinatura:
Instituigdo: UNIFENAS

25 /

£ .
Prof. Dr. Sandro Barbosa Assinatura:[\)iéﬂsx;
oV e

Institui¢do: UNIFAL - MG



A Minha Tia, mdezona e madrinha Ayde
Cassandra Gonzales (Tidé), pois sem 0 seu apoio
incondicional jamais chegaria onde estou. Vocé
nos ensinou pequenas licbes que levaremos para
0 resto da vida, com seu exemplo de mulher
guerreira, batalhadora, dedicada e que transborda
felicidade nos fez cada vez melhores. Serei
eternamente grato por tudo que a senhora e o Tio
Orival fizeram e fazem pela minha familia. Te

amaremaos para sempre



AGRADECIMENTOS

A minha esposa Rafaella e filha Clara por todo apoio durante esta jornada, vocés sio a
minha vida.

Aos meus pais Lucia Helena e Reginaldo pelo exemplo e suporte oferecido desde a
infancia.

Ao meu irmao Tulio, ao meu sogro Joseé e sogra Edna, vocés foram parte crucial neste
trabalho.

Ao meu orientador Dr. Thiago Corréa de Souza, pela oportunidade concedida, por
todos os ensinamentos, atencdo, gentileza e amizade. Serei eternamente grato.

A Dr. Marilia Carvalho meus mais sinceros agradecimentos por toda paciéncia, tempo
dedicado e abdicado.

Ao Dr. Sandro Barbosa pelo auxilio e pela amizade durante esta jornada.

Aos amigos Valdir, Josiele e Ana Lucia por toda ajuda durante os experimentos, VOcés
foram 6timos.

A Gabriela Ezequiel e dona Ciomara muito obrigado por todo auxilio.

A CAPES, pela bolsa de mestrado e também pelo auxilio financeiro para a compra do
aparelho Fluor-Cam (PRO-EQUIPAMENTOS edital n. 11/2014);

A FAPEMIG e CNPq pelas bolsas de Iniciacdo Cientifica PIBICT/FAPEMIG
(Veroneze Janior, V.) e PIBIC/CNPq (Silva, J.A.) ,respectivamente.

A Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL) e ao Programa de Pés-graduagio em
Ciencias Ambientais, pela realizacdo do mestrado.

A todos vocés, a minha gratidao!



“A mente que se abre a uma nova ideia jamais voltara ao seu tamanho original.”

(HOLMES, 2008)



RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a fitotoxicidade do chumbo em Talinum patens e os
mecanismos morfofisiologicos de tolerancia. Foram avaliados 0s seguintes parametros:
percentual de germinacdo, indice de velocidade de germinacdo, comprimento de raiz e de
parte aérea, massas fresca e seca, teor de chumbo nos tecidos, sistema antioxidante
enzimatico, teor de prolina, peroxidac&o lipidica, anatomia radicular, analises citogenéticas e
fluorescéncia da clorofila. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
contendo cinco concentragdes 0, 50, 100, 250 ¢ 500 uM de Pb(NO3)2 e cinco repeti¢des. A
exposicao as solucdes de Pb(NO3). ndo influenciou a germinacdo, comprimento de parte aérea
e biomassas fresca e seca. Contudo foi observado um efeito concentracdo dependente do
Pb(NOs)2 que reduziu as divisdes celulares na zona meristematica da raiz, reduzindo o
comprimento das mesmas. Com relacdo ao sistema antioxidante enzimatico a dismutase do
superoxido, catalase e peroxidase do ascorbato mostraram aumento na atividade quando
expostas ao chumbo. O mesmo efeito foi detectado para teor de prolina e peroxidagédo
lipidica. Houve também aumento da dissipacdo do excesso de energia nos fotossistemas e
aumento da espessura da epiderme. Conclui-se que as plantas de Talinum patens apresentaram
caracteristicas morfofisiologicas que favorecem sua germinacdo, desenvolvimento e

tolerancia ao metal pesado.

Palavras-chaves: Talinaceae. Chumbo. Anatomia radicular. Germinacdo. Crescimento

inicial. Citotoxicidade.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the phytotoxicity of lead in Talinum patens and the
morphophysiological mechanisms of tolerance. The following parameters were evaluated:
percentage of germination, rate of germination, root and shoot length, fresh and dry masses,
lead content in tissues, enzymatic antioxidant system, proline content, lipid peroxidation, root
anatomy, analyzes Cytogenetics and chlorophyll fluorescence. The experimental design was
completely randomized, containing five concentrations of 0, 50, 100, 250 and 500 uM
Pb(NOz3)2 and five replicates. Exposure to Pb(NOs3). solutions did not influence germination,
shoot length, fresh and dry biomass. However, a Pb(NOz3). dependent concentration effect was
observed that reduced the cell divisions in the meristematic zone of the root, reducing the
length of the roots. In relation to the enzymatic antioxidant system the dismutase of
superoxide, catalase and ascorbate peroxidase showed an increase in activity when exposed to
lead. The same effect was detected for proline content and lipid peroxidation. There was also
an increase in the dissipation of excess energy in the photosystems and an increase in the
thickness of the epidermis. It is concluded that the plants of Talinum patens presented
morphophysiological characteristics that favor their germination, development and tolerance

to heavy metal.

Keywords: Talinaceae. Lead. Root anatomy. Germination. Initial growth. Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

De acordo com Chapman (2007) a contaminacdo ambiental é a presenca de
substancias quimicas em locais onde naturalmente ndo ocorreria ou a presenca de substancias
em um nivel acima do natural. Caso essa contaminacdo acarrete efeitos negativos as
comunidades, diz-se que ha uma poluigao.

Dentre as diversas formas de contaminagdo do meio ambiente, resultante de diferentes
atividades industriais e agricolas, a contaminacdo por metais pesados € um assunto de grande
relevancia ambiental que tem gerado uma enorme preocupacdo aos pesquisadores e 6rgaos
governamentais envolvidos no controle da polui¢do. Os metais como chumbo (Pb), mercurio
(Hg), cobre (Cu), cadmio (Cd), zinco (Zn), niquel (Ni), arsénio (As), uranio (U), selénio (Se),
cromo (Cr) e outros, estdo entre os elementos mais verificados em solos, em efluentes e em
residuos industriais e agricolas, possuindo carater toxico para 0s organismos, incluindo seres
humanos, nos quais causam efeitos graves para a satde podendo levar até a morte (WUANA,;
OKIEIMEN, 2011).

Para Kumar, Prasad e Sytar (2012), na classificacdo de metais mais perigosos para o
meio ambiente, 0 chumbo ocupa a segunda posi¢cdo depois do arsénio. Diante de seu caréater
toxico elevado, estudos relacionados a esse metal sdo de fundamental importancia. Outras
consideragOes que justificam estudos relacionados a este metal ainda podem ser feitas.
Entender os mecanismos envolvidos na tolerancia de plantas ao chumbo pode aumentar a
eficiéncia das tecnologias de fitorremediacdo, pois de acordo com Pilon-Smits (2005), o
desempenho eficaz do processo de fitorremediagdo é dificultado devido a grande
complexidade do funcionamento dos sistemas bioldgicos, sendo muitas vezes desconhecidos
0s mecanismos bioldgicos responsaveis pela remogdo dos contaminantes. Entender os
mecanismos de tolerancia através de analises bioquimicas, fisioldgicas e morfoanatdmicas,
também é de grande relevancia.

De acordo com Yu e Zhou (2009), o desenvolvimento de tecnologias de
fitorremediacdo requer uma profunda compreensdo de questbes referentes a genética,

estrutura, processos fisiologicos, bioquimicos e aspectos agronémicos da planta empregada.



Além disso, valorizar as plantas presentes na regido do Sul de Minas Gerais como T.
patens, é de extrema importancia para estudos de fitorremediacdo, porque essas plantas séo
mais adaptadas em termos de sobrevivéncia, crescimento e reprodugdo sob estresse ambiental

em comparagdo com outras plantas ausentes na regiao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O Chumbo (Pb) ocorre naturalmente na crosta terrestre, mas atividades antropicas
promovem sua acumulagdo nos ecossitemas ocasionando impactos ambientais. Esse elemento
pode ser um dos maiores contaminates do solo (GRATAO et al.,2005).

O chumbo é um metal toxico, com nimero atbmico 82, massa atémica 207,2 e com
baixo ponto de fusdo. Este metal ndo ocorre naturalmente na forma pura, mas pode ser
encontrado em seu estado oxidativo bivalente (Pb*?) sendo distribuido em pequenas
concentra¢fes em depoésitos de minério na crosta terrestre. O chumbo também pode formar
hidréxidos, sais, 6xidos e complexos oxianions (GUPTA; HUANG; CORPAS, 2013), sendo
um poluente presente tanto em ambientes aquaticos como em terrestres.

A poluicdo do meio ambiente por chumbo possui a sua origem principalmente na
producdo de energia (gasolina e baterias), de fertilizantes, industria téxtil, nas atividades das
indUstrias de ceramica e do vidro, refino de petréleo, na fabricacdo de explosivos e operagdes
de mineracdo (KUL; KOYUNCUB, 2010; SHARMA; DUBEY, 2005). O grande destaque do
chumbo como contaminante ambiental resulta de seu uso desde a antiguidade em processos de
fundicéo e de sua persisténcia no ambiente, podendo ser acumulado em toda cadeia alimentar
(OPEOLU et al., 2010; POURRUT et al., 2011).

Efeitos neuroldgicos como encefalopatia pelo chumbo ou saturnina, representam
véarias doencas que afetam o cérebro (PAOLIELLO;CHASIN, 2001). E considerada a
manifestacdo mais grave de intoxicacdo pelo chumbo, sendo mais comum em criancas.
Nessas, a exposicdo ao metal resulta algumas vezes em nitida deterioracdo mental
progressiva, pois as criangas sdo mais susceptiveis ao chumbo, cujo sistema nervoso, nas

menores de seis anos, ainda estd em desenvolvimento (LASAT, 2002).

2.1 O Chumbo e as plantas



11

O Chumbo € um elemento ndo essencial para as plantas e exibe diferentes efeitos e
niveis de fitotoxicidade desde morfoanatémicos e fisiolégicos, até bioquimicos. Pode ser
acumulado em todos os 6rgdos das plantas e uma maior acumulagdo depende ndo apenas da
concentracdo exdgena do metal, mas também de aspectos fitoquimicos e da condicéo fisico-
quimica do solo. Em muitas plantas o chumbo permanece na raiz, adsorvido a endoderme,
atuando essa como uma barreira parcial para 0 movimento apoplastico de Pb entre a raiz e o
cilindro vascular. A absorcéo de chumbo néo é uniforme ao longo da raiz podendo ocorrer um
gradiente de maior concentracdo no apice radicular (GUPTA; HUANG; CORPAS, 2013).
Mas além da raiz, o chumbo pode chegar a parte aérea via xilema, ser acumulado nos tecidos
ou ser redistribuido via floema. Tanto na raiz quanto na parte aérea, 0 chumbo pode ser
acumulado no interior das células via compartimentalizacdo no vaclolo pela sua
precipitacdo/quelacdo com acidos organicos (acidos malico, oxalico e outros) (ARIAS et al.,
2010).

O transporte via membrana do Pb para dentro das células ocorre devido a falta de
discriminacdo do metal com outros elementos essenciais (por exemplo o célcio) pelas
proteinas transportadoras (POURRUT et al., 2011). Dentro das células, proteinas e peptideos
conhecidos como metalotioneinas e fitoquelatinas, respectivamente, podem se ligar via grupos
tidis (-SH) ao chumbo, transportando-o para dentro dos vactolos. Nesse processo ha gasto de
energia, sendo dependente do metabolismo, e ele é conhecido como bioacumulacdo. J& os
processos que envolvem adsor¢do do metal em estruturas como a endoderme e paredes
celulares, ndo ocorrem gasto de energia, sendo esses conhecidos como biossorcao
(CHOJNACKA, 2010).

Quando o Pb entra nas células, mesmo em pequenas quantidades, faz com que ocorra
uma ampla gama de efeitos adversos sobre os processos fisioldgicos. Os sintomas visiveis de
toxicidade de Pb sdo inibicdo do crescimento radicular, crescimento atrofiado da planta,
necrose tecidual e clorose. Com relagdo ao status hidrico, um declinio na taxa de transpiracéo
e teor de agua nos tecidos ocorre em plantas que crescem sob a exposic¢do de Pb. O chumbo
reduz o nivel de compostos que estdo associados com a manutencdo de células de
turgescéncia como a prolina e agucares que sdo responsaveis pelo menor potencial da &gua
dentro da célula. Plantas expostas aos ions Pb mostram um declinio na taxa fotossintética,

eficiéncia no uso de &gua e eficiéncia quantica devido a alteracbes ultraestruturais dos



12

cloroplastos, ha efeitos estomaticos e bioquimicos (GUPTA; HUANG; CORPAS, 2013;
POURRUT et al., 2011).

O excesso de chumbo nas células vegetais também induz um estresse oxidativo pela
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) como peroxido de hidrogénio (H202),
radicais hidroxilas (OH*) e superéxido (O2). O aumento elevado da produgdo de EROs
durante o estresse pode ser uma ameaca para as células, mas também sabe-se que elas agem
como sinais para ativacdo da resposta ao estresse e caminhos de defesa. Em quantidades
exageradas, as espécies reativas de oxigénio podem atacar as membranas lipidicas levando a
formacdo de um produto final chamado malonaldeido (MDA) pelo processo de peroxidagédo
lipidica (KARUPPANAPANDIAN et al., 2011).

Na presenca toxica das espécies reativas de oxigénio, as plantas respondem ao estresse
por chumbo produzindo mecanismos de defesa. Um dos mecanismos de defesa presentes em
plantas com grande capacidade de acumular chumbo (hiperacumuladoras) é o sistema de
desintoxicacdo antioxidante que consiste em um sistema ndo enzimatico (moléculas de
pequeno peso molecular) como glutationa, acido ascérbico, compostos fendlicos, a-tocoferol,
carotendides; e em um sistema enzimatico composto pelas enzimas superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e do guaiacol (POD), glutationa
redutase (GR), monodeidroascorbato redutase (MDHAR), deidroascorbato redutase (DHAR)
e polifenoloxidade (PPO) (BHADURI; FULEKAR, 2012; KARUPPANAPANDIAN et al.,
2011; SHARMA; DUBEY, 2005).

Outros mecanismos também sdo importantes para a tolerdncia de plantas
hiperacumuladoras de chumbo como aumento da sintese de proteinas quelantes de chumbo
(metalotioneinas e fitoquelatinas) e aminoacidos (prolina), além de modificacbes anatbmicas
(POURRUT et al., 2011). Com relacdo a esse ultimo mecanismo (PEREIRA et al. 2011)
verificou em Eichhornia crassipes (Aguapé) cultivadas em diferentes concentracfes de
chumbo, que a estrutura anatdbmica das folhas (maior tamanho e quantidadede estbmatos e
espessura do mesofilo) favoreceu melhor captacdo e armazenamento de CO- e a estrutura da
raiz exibiu melhorias nas caracteristicas do xilema e floema, além de melhorias nas barreiras
apopléasticas (endoderme e exoderme) que podem ser importantes na retencdo de chumbo no
sistema radicular.

Com relagdo a tolerdncia das plantas aos metais pesados, tém-se as plantas

excludentes, as bioindicadoras e as acumuladoras. As plantas excludentes possuem
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mecanismos que evitam a entrada dos metais nas raizes por complexacdo com exsudados da
propria planta. As bioindicadoras sdo aquelas que possuem uma concentracdo do metal que
reflete a concentracdo no solo, ou seja, elas ndo conseguem absorver e acumular metais mais
do que a quantidade presente no solo. As acumuladoras sdo aquelas plantas que conseguem
acumular quantidades acima dos niveis presentes no solo. Vale ressaltar que, as plantas
hiperacumuladoras que acumulam altos niveis de metais pesados (mais do que 1000 mg do
metal por grama de tecido) os concentram nas raizes e, principalmente, na parte aérea, sem
ocasionar grandes danos celulares (ALI; KHAN; SAJAD, 2013; GHOSH; SINGH, 2005).

2.2 Fitorremediagdo e Talinum patens

E notdrio que a cultura da preservacio ambiental vem aumentando em todo mundo e
com isso, leis mais rigorosas quanto as emissdes de poluentes vém sendo elaboradas. Desta
forma, a exigéncia de normalizar as concentragdes minimas de substancias consideradas
toxicas pelos 6rgdos ambientais e a aplicacdo de multas severas a infratores, vem conduzindo
a um maior investimento, por parte dos setores produtores, em tecnologias que visem o
tratamento ou descontaminacédo dos seus efluentes e residuos (LIMA et al., 2010).

Com relacdo a essas tecnologias de descontaminacdo, sdo empregados varios métodos
convencionais para a remocdo de metais pesados do ambiente (solo e dgua) que envolvem
processos fisicos, quimicos e bioldgicos, tais como 0s processos de separagdo com
membranas, troca i6nica, precipitacdo e filtracdo, tratamento eletroquimico, osmose reversa,
oxidacéo e reducdo bioldgica, adsorcdo com carvéo ativo, escavacdo, lavagem e incineracédo
de solos e outros (WUANA; OKIEIMEN, 2011). Os métodos usados convencionalmente
apresentam muitas vezes um custo elevado, ndo sdo eficientes em baixas concentracdes de
metais, podem gerar modificagOes irreversiveis na microbiota e nas propriedades do solo e
podem gerar poluentes secundarios aumentando o problema (ALI; KHAN; SAJAD, 2013).

Uma das tecnologias que vem ganhando destaque pela sua alta eficiéncia e baixo
custo, é a fitorremediacdo, uma técnica baseada na introducdo de plantas que possam

descontaminar (remediar) 0 ambiente. Existem varios tipos de técnicas de fitorremediacao
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sendo o0 uso destas dependentes de estudos que confirmem a eficiéncia das plantas em
sobreviver e acumular os metais pesados (serem hiperacumuladoras). (ALI; KHAN; SAJAD,
2013; PILON-SMITS, 2005).

A Talinum patens (L.) Wild é uma planta da familia Talinaceae e até o ano de 2008
estava agrupada na familia Portulacaceae. Cientificamente é denominada também como
Portulaca paniculata Jacq, Portulaca racemosa L., Talinum paniculatum Gaertn e Talinum
roseum Klotzsch e popularmente é conhecida como lingua-de-vaca, beldroega-grande, maria-
gomes e maria-gorda. Ela é uma planta herbacea e alcanca até 70 cm de altura. As folhas sao
opostas, pecioladas, bem carnosas e suculentas de bordo liso. Ela vegeta em varios tipos de
solos e sua reproducio ocorre por sementes e vegetativamente pelo enraizamento caulinar. E
considerada uma planta invasora e possui origem na América Tropical. Com ampla
distribuicdo em todos os Estados brasileiros, ha regies em que € consumida como verdura,
cozinhando-se as folhas ou como salada. Ela também possui uso ornamental nos Estados
Unidos e possui varias propriedades terapéuticas comprovadas (RAMOS, 2003; SOARES,
2005).

Atualmente ndo ha relatos de T. patens em estudos de fitorremedicdo, contudo a
espécie Talinum triangulare, da mesma familia vem sendo considerada como
hiperacumuladora de cobre e também pode acumular chumbo, niquel, cadmio e outros metais
pesados (AKINOLA et al., 2006; KUMAR et al. 2012; RAJKUMAR et al., 2009). A espécie
Portulaca oleracea, pertencente a mesma ordem de T. patens (Caryophyllales) também pode
acumular cobre, cadmio, zinco, chumbo e mercdrio em suas folhas (THANGAVEI et al.,
1998).
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3 JUSTIFICATIVA

A contaminacao do ambiente por metais pesados € evidente, portanto estudar plantas
com potencial fitorremediador € de extrema importancia. Espécies pertencentes a mesma
familia ou ordem de T. patens sdo reconhecidas por possuirem a capacidade de hiperacumular
metais pesados entre eles o chumbo, cobre, cddmio e niquel. Dessa forma estudar plantas da
Familia Talinaceae traz grandes possibilidades de se chegar em plantas hiperacumuladoras de
metais pesados.
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4 OBJETIVOS

Avaliar a fitotoxicidade do Pb sobre Talinum patens e caracterizar 0s mecanismos

envolvidos na sua tolerancia.

4.1 Objetivos especificos

a) Avaliar os parametros de fitotoxicidade que envolvem germinagdo e crescimento
inicial;

b) Verificar a capacidade de acumulacdo de Pb pelas plantas;

c) Avaliar a atividade do sistema antioxidante enzimatico (catalase, peroxidase do
ascorbato e dismutase do superoxido);

d) Quantificar os niveis de peroxidacdo lipidica e o teor de prolina em plantulas de T.
patens;

e) Determinar a citotoxicidade do chumbo em Talinum patens;

f) Verificar alteragdes anatdmicas no sistema radicular;

g) Verificar a eficiéncia do fotossistema Il através das medidas da Fluorescéncia da

clorofila a.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a fitotoxicidade do chumbo em Talinum patens e
os mecanismos morfofisioldgicos de tolerancia. Foram considerados os seguintes parametros:
percentual de germinacgdo, indice de velocidade de germinacdo, comprimento de raiz e de
parte aérea, massas fresca e seca, teor de chumbo nos tecidos, sistema antioxidante
enzimatico, teor de prolina, peroxidacéo lipidica, anatomia radicular, analises citogenéticas e
fluorescéncia da clorofila. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
contendo cinco concentragdes 0,50,100,250 ¢ 500 uM de Pb(NOs3). e cinco repeticdes. A
exposicao as solucgdes de Pb(NO3)2 ndo influenciou a germinagéo, comprimento de parte aérea
e biomassas fresca e seca. Contudo observou-se um efeito concentracdo dependente do
Pb(NOs)2 que reduziu as divisdes celulares na zona meristematica da raiz, reduzindo o
comprimento das mesmas. Dismutase do superdxido, catalase e peroxidase do ascorbato
mostraram aumento na atividade quando expostas ao chumbo e 0 mesmo efeito foi detectado
para teor de prolina e peroxidacdo lipidica. Houve aumento da dissipacdo do excesso de
energia nos fotossistemas, e também aumento da espessura da epiderme. Portanto as plantas
de Talinum patens apresentaram caracteristicas morfofisiolégicas que favorecem sua

germinacdo, desenvolvimento e tolerancia ao metal.

Palavras-chaves: Talinaceae; metais pesados; anatomia radicular; germinacéo; crescimento

inicial; citotoxicidade; fluorescéncia da clorofila
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INTRODUCAO

A absorcdo do chumbo por plantas pode causar alteragdes fisioldgicas, bioquimicas e
estruturais levando as plantas a apresentarem sintomas visuais e outros efeitos como a redugéo
do crescimento das raizes ou de toda a planta, clorose foliar, modificacdes nas atividades
enzimaticas e na fotossintese (Gautam et al.2011). O Pb também pode inibir ou reduzir a
germinacdo de sementes (Lamhamdi et al., 2011; Ahmad et al., 2011), e modificar
caracteristicas anatbmicas como, por exemplo, aumento no nimero de estdmatos nas folhas e
reducdo no tamanho dos feixes vasculares na raiz (Kosobrukhov et al. 2004). Avaliar essas
caracteristicas morfolégicas e fisioldgicas pode contribuir com os estudos de plantas
tolerantes para a fitorremediacéo.

A Talinum patens (L.) Wild é uma planta da familia Talinaceae tendo por sinonimia a
as denominacgdes de Portulaca paniculata Jacq, Portulaca racemosa L., Talinum paniculatum
Gaertn e Talinum roseum Klotzsch e popularmente é conhecida no Brasil como lingua-de-
vaca, beldroega-grande, maria-gomes e maria-gorda e em outros paises como fameflower e
Jewels-of-Opar. Trata-se de uma planta herbacea que alcanca até 70 cm de altura. Cresce em
varios tipos de solos, como argilosos, arenosos, Umidos, secos, com alto teor de matéria
organica e se desenvolve em lugares ensolarados, sombreados e Umidos. Sua reproducdo
ocorre por sementes e vegetativamente pelo enraizamento caulinar (Mosango et al., 2004).

Estudos com o género Talinum mostraram potencial fitorremediador e espécies como
a Talinum triangulare, vem sendo considerada como hiperacumuladora de cobre, chumbo,
niquel, cadmio e outros metais pesados (Akinola et al. 2006; Rajkumar et al. 2009; Kumar et
al., 2012). Portulaca oleracea, pertencente a mesma ordem de T. patens (Caryophyllales)
pode acumular os mesmos metais em suas folhas (Thangavel et al., 1998), portanto estudar
plantas dessa familia e/ou ordem pode permitir atribuir caracteristicas fitorremediadoras.

Uma das técnicas de grande destaque na fitorremediacdo é a fitoextracdo que €
baseada na capacidade das plantas em absorver (extrair do solo) e acumular os poluentes em

seus tecidos (principalmente parte aérea) (Lu et al. 2015). Para isso, as plantas sdo cultivadas
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em solos contaminados com metais e quando semeadas nestes solos devem ter capacidade de
germinar, crescer e tolerar as altas concentracbes de Pb para assim se estabelecerem e
realizarem a absorgdo . Desta forma o objetivo deste trabalho foi avaliar a fitotoxicidade do
chumbo em Talinum patens e os mecanismos morfofisioldgicos de tolerancia. T. patens é
considerada uma planta pantropical sendo cultivada em regibes da Asia, Africa e nas
Américas (Mosango 2004), e o entendimento dos mecanismos de tolerancia e seu uso na

descontaminacdo do ambiente pode ser uma importante ferramenta para diversos paises.

MATERIAL E METODOS

Bioensaios com Talinum patens

Foram distribuidas 50 sementes em placas de Petri (6 cm de didmetro) contendo duas
folhas de papel de filtro Whatman n°® 2, e 5 mL das concentragdes: 50; 100; 250 e 500 uM de
Pb(NO3)2 e 4gua destilada foi empregada como controle negativo. As placas foram mantidas
em camara tipo B.O.D (Solab®) a 30°C 1, com fotoperiodo de 12 horas e duracdo de 14
dias. Neste experimento foi avaliado comprimento radicular (CR), comprimento de parte
aérea (CPA), massa fresca e seca. Parametros germinativos como indice de velocidade de
germinacdo (IVG) e porcentagem de sementes germinadas (G%) também foram medidos.

O CR e CPA foram quantificados utilizando paquimetro digital, e a massa fresca e
seca utilizando balanca analitica (Marte AY220) e estufa de circulacio de ar (Nova Etica 400
ND) a 60 °C.

O IVG foi avaliado a cada oito horas durante quatorze dias de acordo com a seguinte
formula: IVG= (N1/T1) + (N2/T2) + (Nn/Tn). Onde: IVG = indice de velocidade de
germinacdo; Nn = numero total de sementes germinadas num intervalo Tn; Tn = intervalo de
tempo. A contagem de germinacdo foi feita a partir da protrusdo da radicula e o tempo foi
determinado quando 80% das sementes do controle negativo germinaram. Em T. patens este

intervalo de tempo foi de 120 horas ap6s o inicio do experimento.
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Para a quantificacdo de chumbo, atividade antioxidante enzimatica, teor de prolina e
peroxidacdo lipidica, anatomia radicular e fluorescéncia da clorofila “a” foram plotados,

bioensaios com as mesmas condigoes.

Quantificacao de chumbo nas plantulas

Para analise do teor de chumbo 0,6 gramas de massa seca por repeticdo foram lavadas
em HNO3 (0,1 mol L?) para retirar o chumbo aderido a superficie dos tecidos e fez-se a
digestdo nitroperclérica das amostras na propor¢do de 2:1 (v/v) de HNO3 e HCIOs. O teor de
chumbo foi determinado por espectrofotometria de absorcdo atdmica de acordo com

metodologia proposta por Kumar, Prasad e Sytar (2012).

Atividade antioxidante enzimatica, teor de prolina e peroxidacio lipidica.

Para a extracdo das enzimas antioxidantes, 200 mg de massa fresca de plantulas foram
macerados em nitrogénio liquido e homogeneizados em 1,5 mL do tampéo de extracdo. Os
homogeneizados foram centrifugados a 12.000 rpm, por 30 minutos, a 4°C, coletando-se 0s
sobrenadantes para as andlises enzimaticas da dismutase do superéxido (SOD), catalase
(CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) conforme apresentado por Biemelt et al. (1998). As
atividades das enzimas foram avaliadas espectrofotometricamente e expressas por mg de
proteinas que foram determinadas pelo método de Bradford et al. (1976) utilizando uma curva
padrdo de albumina de soro bovina (BSA).

A atividade da SOD foi determinada pela capacidade da enzima inibir a reducao
fotoquimica do nitro blue tetrazolium (NBT), proposta por Giannopolitis e Ries (1977). Uma
unidade de SOD foi definida pela quantidade de enzima que inibe 50% da taxa de reducdo do
NBT. A leitura foi feita a 560 nm em espectrofotdmetro. A atividade da CAT foi determinada
pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado
pelo consumo de perdxido de hidrogénio (Havier e Michale 1987). A reacéo foi iniciada pela
adicdo do H,02 (¢ = 36 mM™* cm™). Uma unidade de CAT e definido pela quantidade de

enzima necessaria para decompor 1pmol min™ de H.O,. A atividade da APX foi determinada
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pela diminuicdo da absorbancia do ascorbato (¢ = 2,8 mM™ cm™) a 290 nm a cada 15
segundos durante 3 min, segundo (Nakano e Asada 1981). Uma unidade de APX foi definida
pela quantidade de enzima que oxida 1pmol min™ de &cido ascorbico.

Para a determinacdo do teor de prolina foi utilizado o método descrito por Torello e
Rice (1986) com modificacdes. As absorbancias obtidas foram comparadas com curva padréo
de prolina e os resultados expressos em micromol de prolina/g de matéria fresca.

A peroxidacdo lipidica foi determinada por meio da quantificacdo de espécies reativas
ao acido tiobarbiturico, conforme descrito por Buege e Aust (1978). A concentracdo do
complexo MDA/TBA foi calculada pela seguinte equacdo: [MDA] = (A535 — A600) / (¢.b),

em que: & (coeficiente de extingdo = 1,56 x 10° cm™); b (comprimento 6tico = 1).

Analises citogenéticas

As avaliagBes citogenéticas, foram realizadas com a mesma condi¢do dos bioensaios
anteriores, porém as coletas foram apds 48 horas do inicio do experimento. Todas as radiculas
contendo o tamanho do maior eixo da semente foram coletadas, fixadas em Carnoy (alcool
etilico P.A. e &cido acético na proporcdo de 3:1) e armazenadas em freezer a -18°C. As
preparacOes foram confeccionadas pelo método de esmagamento adaptado de Pereira et al.
(2013). Para tanto, os meristemas apicais foram hidrolisados com acido cloridrico 5,0 M a
25°C e corados com reativo de Schiff. O indice mitético (IM) foi determinado utilizando-se a
equacdo: IM = NCM x100/NTC, em que NCM é o nimero de células em mitose e NTC o
namero total de células observadas. Além do IM as anormalidades cromossdmicas das células
foram analisadas de acordo com os critérios a seguir: C-metafases, pontes cromossémicas em

anéfase e em teléfase, cromossomos perdidos, stickiness e presencga de microndcleo.

Anatomia radicular

Para anatomia radicular 25 amostras contendo todas as regides da raiz foram
coletadas. As sec¢oes transversais foram realizadas de acordo com Souza et al. (2009) e foram

observadas e digitalizadas em microscopio Optico de luz Olympus BX-60 acoplado a uma
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camara digital. Os seguintes parametros foram analisados: espessura da epiderme, espessura
do cértex e proporcdo da area do cilindro vascular em relacdo a area total da raiz (PCV).
Todas estas medi¢cdes foram realizadas pelo programa de analise de imagens UTHSCSA

ImageTool (University of Texas, San Antonio, USA).

Fluorescéncia da Clorofila a

Para obter o desempenho fotossintética de T. patens a fluorescéncia da clorofila “a”
foi obtida por imagens através de um fluorimetro de imagens (FluorCAM Closed FC 800-C,
PhotonSystems Instruments — PSI, Ltd, Drasov,Czech Republic). As analises foram realizadas
utilizando os protocolos de quenching do préprio software e de acordo com Oxborough
(2004). Apos uma adaptacdo das plantas de 20 minutos no escuro foi medida a fluorescéncia
minima (Fo) com uma luz suficientemente baixa evitando reacdes fotoquimicas e foi medida
também a fluorescéncia méaxima (Fm) aplicando-se um pulso de luz saturante. Nas amostras
adaptadas no escuro, a maxima eficiéncia do fotossistema (PSII) foi estimada pela razéo
Fv/iFm. Em seguida as folhas foram iluminadas com luz actinica. Entdo a fluorescéncia
constante (Fs) foi obtida e em seguida outro pulso de luz saturante de luz foi aplicado por 1 s
para obtengdo da fluorescéncia maxima emitida pelas folhas (Fm’). A luz actinica foi
removida e as folhas foram irradiadas com luz vermelho-distante, para obtencdo de Fo
adaptado a luz (Fo’). O quenching fotoquimico foi calculado como qP = (Fm’-Fs)/(Fm’-Fo’),
e o quenching ndo-fotoquimico foi calculado como NPQ = (Fm-Fm’)/Fm’. Também foi
calculado a méxima eficiéncia do fotossistema (PSII) de amostras adaptadas na luz (Fv/FmL)
pela razdo (Fm’- Fo’)/Fm’.

Delineamento experimental e analise dos dados

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), contendo cinco
concentragdes (0, 50, 100, 250 ¢ 500 uM de Pb(NO3): e cinco repeti¢des. Os resultados foram
submetidos a analise de regressdo linear e ndo linear utilizando o programa TableCurve 2D

versdo 5.01 com um nivel de significancia de 5% (P<0.05). As caracteristicas que nao foram



28

significativas foram apenas demonstradas nos graficos com seus respectivas medias mais o

erro padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para indice de velocidade de germinacdo (GRI), ndo houve diferenca entre as
concentracdes analisadas e o grupo controle (Fig.1-A) mostrando tolerancia ao metal.
Espécies como pepino (Cucumis sativus) e trigo (Triticum aestivum) ndo apresentaram efeito
negativo sobre a velocidade de germinacdo quando expostas ao Pb (Wierzbika;
Obidzinska,1998). Sabe-se que o efeito do chumbo sobre a germinacdo depende da estrutura
da semente, bem como o grau de permeabilidade do tegumento ao metal pesado (Sharma;
Dubey, 2005).

Com relacdo a porcentagem de germinacdo o controle negativo apresentou menor
porcentagem de sementes germinadas (G%) (Fig.1-B), sugerindo que a auséncia do Pb(NO3)2
reduziu o percentual germinativo de T. patens. Isso indica que nitrato presente no sal foi
essencial para 0 aumento do percentual germinativo e que as sementes desta espécie parecem
ser tolerantes ao chumbo no ambito da germinacdo. A germinacdo, O crescimento e
desenvolvimento das plantas sdo influenciados pela disponibilidade de nitrogénio e pela
forma como o mesmo é fornecido (George; Sherrington 1984). Na literatura encontra-se
trabalhos relatando o aumento da germinacdo de sementes devido a concentracdes de
nitrogénio (Gomes et al., 2012; Pedroso-de-Moraes et al., 2012)

A permeabilidade a metais pesados em sementes estd muitas vezes relacionada a
estrutura do tegumento da semente (Wierzbicka e Obidzinska 1998). Segundo Pereira et al.
(2013), a germinacdo é mais afetada em concentracbes mais altas devido & protecdo
promovida pelo pericarpo e o tegumento da semente, restringindo a entrada de Pb (em
concentragdes mais baixas). Portanto, com o aumento das concentracbes de Pb ocorre
aumento da entrada desse metal nas sementes afetando o embrido e, consequentemente,
diminuindo proporcionalmente o percentual de germinagdo. No presente estudo encontramos
um comportamento divergente, em que o0 aumento da concentracdo de Pb ndo influenciou a

germinacdo devido provavelmente a estrutura do tegumento de T. patens que inviabilizou ou
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dificultou a entrada do metal pesado, fator crucial quando procura-se espécies com potencial
fitorremediador.

Ocorreu reducdo no comprimento radicular (CR) com a exposi¢do ao Pb, mas ndo
houve morte de espécimes (Fig. 1-C). A raiz por ser o primeiro 6rgdo da planta em contado
com o metal pesado, foi mais afetada pelo tratamento contendo Pb quando comparado a parte
aérea (Fig. 1-C, D). Na raiz as células meristematicas do apice séo alvos primarios de toxidez
(Jiang et al., 2014). Estudos realizados com chumbo em células apicais de raizes de Allium
cepa por Carruyo et al. (2008) mostraram uma correlacdo negativa entre o teor de chumbo e o
incremento de crescimento radicular. Rossato et al. (2012) também observaram reducdo do
crescimento radicular em Pluchea sagitalis, expostas as concentraces de 200, 400, 600 e
1000 uM de Pb.

Para o comprimento da parte aérea (CPA) observa-se um declinio com o aumento da
concentracdo de chumbo (Fig. 1-D). Segundo Kumar et al. (2012) em Talinum triangulare
exposta ao Pb nas concentragdes 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 e 1.25 mM verificou-se 0 aumento no
acumulo de Pb nos tecidos proporcional as concentracdes, e a raiz demonstrou ser a principal
estrutura a acumular este metal. Pode ser observado que apenas na maior concentracdo do Pb
(500 uM) ¢ que de fato houve redugdo do CPA (Fig.1-D), demonstrando que o metal pesado
foi translocado para a parte aérea. De acordo Pereira et al. (2013), concentracdes elevadas de
Pb fazem com que o sistema vascular aumente sua capacidade de transportar este metal para
a parte aérea, em funcdo de um maior fluxo no xilema, provocando efeitos fitotoxicos e
reducdo no crescimento.

N&o houve alteracdo da massa fresca e seca (Fig.1-E, F) entre as concentracfes de
chumbo testadas. Apesar de Pena et al. (2015) afirmarem que a reducdo da biomassa da planta
esta associada a reducdo do comprimento radicular, sendo o crescimento radicular um bom
indicativo de tolerancia ao metal (Barceld e Poschenrieder, 2011). Os resultados deste estudo
demonstram que o CR foi mais responsivo ao estresse causado pelo chumbo quando
comparado a massa fresca, ndo havendo correlacdo entre as variaveis.

A massa seca das plantas submetidas ao Pb variou entre 0,15g a 0,189 , assim o
Pb(NO3)2 ndo influenciou na massa seca, portanto, na alocacdo de carbono da espécie. Em
estudo semelhante Rossato et al. (2012) observaram que independente do estagio de
desenvolvimento das folhas e caules de P. sagittalis as concentragfes 200, 400, 600 e 1000
MM de Pb ndo afetaram a massa seca.
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Quanto maior a concentracdo de Pb exposta maior foi o teor de Pb nos tecidos (Figura
2) em T. patens. A mesma resposta foi observada por Kumar et al. (2012) em Talinum
triangulare, por Ribeiro et al.(2014) avaliando Echinodorus grandiflorus e Oliveira et al.
(2010) analisando Pistia stratiotes ambas expostas ao Pb. Plantas potencialmente
bioacumuladoras tendem a absorver este metal e deposita-lo em seus tecidos da raiz, caule e
folhas. Sendo a raiz o principal érgdo da planta a alocar este metal pesado. Segundo Gupta,
Huang, e Corpas (2013) uma variedade enorme de plantas possui a capacidade de reter Pb.
Este metal é adsorvido a endoderme que atua como barreira para 0 movimento apoplastico do
Pb, impedindo parcialmente que este chegue ao cilindro central. Além da raiz outras regifes
podem acumular Pb que chega a parte aérea via xilema, se acumula nos tecidos ou €
redistribuido via floema. No interior das células via compartimentalizacdo ele se acumula no
vacuolo por precipitacdo ou quelacdo com acidos organicos (acidos malico, oxalico e outros)
(Arias et al., 2010).

O sistema antioxidante enzimatico de T. patens exposta ao Pb(NOs). apresentou
aumento concentracdo dependente na atividade da SOD (Fig. 3-A) que pode ser atribuido ao
acumulo de radicais superoxido (O?%) induzido pelo chumbo. O radical superéxido é
considerados a primeira espécie reativa de oxigénio (ERO) formada e a SOD participa da
primeira linha de defesa contra estes radicais aliviando o estresse oxidativo (Gill e Tuteja
2010). Segundo Kumar et al. (2012) em Talinum triangulare exposta ao Pb foi observado o
aumento na producdo de ERO diretamente proporcional ao aumento nas concentragdes de Pb
(de 0,25 mM para 1,25 mM).

A remocdo do radical superdxido pela SOD em T. patens pode prevenir a formacao
de radical hidroxila OH- antes de sua interagdo com moléculas-alvo (Xu et al. 2013). O OH" é
uma molécula altamente nociva em sistemas vivos. Por isso a sua formacdo pela reducdo de
fons metalicos na presenca do O% deve ser evitada. As enzimas do sistema antioxidante ndo
eliminam o OH- diretamente, de modo que a regulagdo de seus precursores, O* e H20;, é 0
passo fundamental na prevencéo dos riscos do OH", reunindo a ac¢éo das enzimas SOD, APX e
CAT (Bhattacharjee et al., 2010; Mylona e Polidoros, 2010). Este comportamento explica a
alta atividade da SOD em T. patens impedindo o acumulo de OH" e tentando evitar danos a
membrana plasmaética, desnaturagdo de proteinas e reducgdo do crescimento. Em concordancia
com a atividade da SOD observa-se que 0 aumento do teor de chumbo levou também um

aumento das enzimas APX e CAT (Fig. 3- B, C). Apos a formagdo do H20. pela enzima
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SOD, a APX juntamente com a CAT sdo as principais enzimas responsaveis pelo processo de
detoxificacdo do H20. em plantas e podem dismutar diretamente o HO2 ou oxidar substratos,
formando produtos ndo toxicos a célula (Sharma et al. 2012).

Com isso, em T. patens, a coordenacao adequada da atividade da SOD e peroxidases é
fundamental para manter o equilibrio entre producéo e remocédo de OH". A APX é a principal
enzima do ciclo ascorbato-glutationa, que sequestra H.O> formando 4gua como produto final
(Asada e Takahashi 1987), j& a CAT é uma proteina que catalisa a dismutacdo de duas
moléculas de H202 em agua e oxigénio molecular (Frugoli et al. 1996).

Foi observado um aumento concentracdo dependente na peroxidacéo lipidica em T.
patens exposta ao Pb (Fig. 3-D). Kumar et al. (2012) analisando a exposi¢cdo de Talinum
triangulare ao Pb nas concentragdes 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 e 1.25 mM verificou também o
aumento na peroxidacdo lipidica. Outro estudo que corrobora estes resultados foi de Rossato
et al (2012), que utilizou 0; 200; 400; 600 e 1000 uM de Pb em raizes e folhas de Pluchea
sagitalis em 30 dias de cultivo. Mesmo ocorrendo uma atividade enzimatica antioxidante
maior com 0 aumento das concentragfes do metal, parece que ndo foi o suficiente para
eliminar as ERO e evitar a peroxidacdo lipidica em T. patens.

Com relacdo ao aminoacido prolina que possui a capacidade de ajustamento osmotico
e de remover ERO (Tripathi; Gaur, 2004; Sharma; Dubey, 2005), inibindo a peroxidacédo
lipidica das membranas celulares (Mehta; Gaur, 1999) observa-se no presente estudo que
ocorreu aumento dose dependente na producédo de prolina dos tratamentos expostos ao Pb (Fig
3-E). Esta resposta possivelmente ocorreu porque plantas tolerantes ou hiperacumuladoras de
Pb tendem a aumentar a sintese de proteinas quelantes ao Pb (metalotioneinas e
fitoquelatinas) e aminoacidos como a prolina na tentativa de impedir os efeitos toxicos do
metal pesado (Pourrut et al. 2011). Freqiientemente, aminas, amidas e sulfidrilas sdo usadas
como grupos de "ancoragem"”, onde a presenca de potenciais atomos de ligacdo, oxigénio,
enxofre e nitrogénio, tm mostrado ser Util para a coordenacdo de metais pesados (Siegel et al.
2013).

Anormalidades  cromossémicas como  micronucleos, c-metafases, pontes
cromossdmicas, cromossomos perdidos e pegajosos foram observadas e quantificadas, porém
essas ndo diferiram estatisticamente do controle negativo, ressaltando que o Pb ndo tem efeito
genotoxico sobre T. patens. Contudo para o indice mitotico (IM) observou-se um efeito

concentracdo dependente, ou seja, com 0 aumento da exposi¢do ao metal ocorreu reducdo no
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numero de células em divisdo na zona meristematica das raizes de T. patens. (Fig.4). O IM do
meristema radicular € um pardmetro que esta diretamente relacionado com o alongamento
radicular. (Adam; El-ashry, 2010). Pereira et al. (2013) avaliando Lactuca sativa submetidas a
diferentes concentracfes de Pb também observou uma reducdo no IM associada a reducdo do
alongamento radicular. Provavelmente a reducdo do CR em T. patens causada em parte pela
reducdo no IM influenciou na disponibilidade de recursos para planta (como agua e
nutrientes).

Neste trabalho, ocorreu um aumento na atividade do sistema antioxidante enzimatico
e também na sintese de prolina como tentativa de minimizar a acéo lesiva do Pb. O stress
oxidativo causado pelo metal pesado leva ao aumento na sintese do aminoacido prolina como
estratégia de defesa da planta contra a toxicidade do metal, evitando também a perda
excessiva de agua e restabelecendo o equilibrio osmotico das células vegetais. Moraes et al.
(2015) avaliando o efeito do metal cobre sobre Lactuca sativa também observou uma reducéo
no IM associada ao aumento na producgéo de prolina. Assim para T. patens o Pb demonstrou
um efeito citotoxico, o que ocasionou reducgdo do IM e CR, mas ndo um efeito genotoxico.

Nas seccdes transversais radiculares de T. patens foi observado que quanto maior a
concentracdo de chumbo, maior foi a espessura da epiderme (Figura 5 A; Figura 6). E de
forma contréria, 0 aumento das concentracdes de chumbo levou a uma reducdo na espessura
do cortex e na propor¢do da area do cilindro vascular em relacdo a area total da raiz (PVC)
(Figura 5 B,C; Figura 6). Oliveira (2010) observou em Pistia stratiotes que tecidos da raiz
como epiderme, exoderme e endoderme podem apresentar espessamento em resposta a
exposicdo ao Pb. Este mecanismo funciona como uma barreira, que dificulta ou reduz a
absorcdo e translocacdo do Pb para a porcdo aérea da planta. Ahmad (2005) analisando
Trigonella foenum exposta ao Pb também ,observou uma diminuicéo no cortex e na proporgao
dos tecidos vasculares da raiz, isto possivelmente ocorre pelo efeito lesivo do Pb, que reduz
também o indice mitético e o alongamento da raiz. Esta redugdo do cortex radicular pelo
efeito fitotoxico do Pb facilita a entrada do metal pesado e reduz a alocacdo de Pb neste
tecido. A diminuicdo na PVC causa reducdo na conducdo de agua e nutrientes para toda a
planta podendo causar reducdo do alongamento radicular e da parte aérea (Ribeiro et. al
2014).

Tanto a maxima eficiéncia do fotossistema (PSII) no escuro (Fv/Fm) quanto a maxima

eficiéncia do fotossistema (PSII) na luz (Fv/Fm.) tiveram maiores médias com o aumento da
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concentracdo de chumbo (Figura 7 A, B). Ja nas analises dos quenchings percebeu-se que o
quenching fotoquimico (qP),diminui a medida que aumentou as concentracdes de chumbo
(Figura 7C). E o quenching ndo-fotoquimico (NPQ) apresentou um comportamento inverso
do quenching fotoquimico aumentando suas médias com o aumento das concentracGes
(Figura 7D).

O aumento da concentracdo de chumbo ndo afetou negativamente a méxima eficiéncia
do fotossistema (PSII) no escuro (Fv/Fm) e na luz (Fv/FmL). O aumento desses parametros
com a exposicdo ao chumbo em T. patens evidencia que ndo houve uma forte fotoinibicdo
(Wang et al., 2016). Rodriguez et al. (2015) ndo observaram diferencas em Fv/Fm com o
aumento das concentragdes de chumbo em Pisum sativum. De acordo com esses mesmos
autores uma explicacdo para a ndo diminuicdo de Fv/Fm seria um aumento do elemento zinco
nas folhas como estratégia das plantas para proteger o aparato fotossintético do estresse por
chumbo.

J& tém sido reportados resultados similares ao deste estudo em Talinus triangulare em
que a exposicdo ao chumbo levou a reducdo do quenching fotoquimico e aumento do
guenching ndo fotoquimico (Kumar; Prasad 2015). Esta reducdo do quenching fotoquimico
indica uma diminui¢do na “abertura” dos centros de reacao do fotossistema II nas folhas
expostas ao chumbo. Centro de reac@es fechados indicam que as plantas expostas ao chumbo
apresentam uma absorcdo de radiacdo maior do que a capacidade de transporte de elétrons
(ETR) nos fotossistemas e de fixacdo de carbono (Kumar; Prasad 2015). Essa situacdo
causada pelo chumbo pode levar a uma producao de ERO maior ainda se o excesso de energia
ndo for dissipado (Sytar et al., 2013). Em T. patens uma maior dissipacdo deste excesso de
energia pode ser observada devido ao aumento do quenching ndo-fotoquimico (NPQ). Esta
caracteristica pode ter aliviado o estresse sendo uma estratégia de defesa dessas plantas.
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CONCLUSAO

Para T. patens a exposi¢cdo ao chumbo ndo ocasionou a morte de espécimes. Estas
plantas possuem mecanismos como aumento da atividade do sistema antioxidante enzimatico
e da sintese de prolina, aumento da espessura da epiderme e aumento da eficiéncia dos
fotossistemas que as garantem tolerancia a exposicdo ao metal pesado. E portanto germinam e

crescem na presenca do Pb podendo ate acumular altas concentragdes em seus tecidos.
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Figura 1. (A) Indice de Velocidade de Germinacéo (GRI), (B) Percentual de germinagio (C)
Comprimento radicular (CR), (D) Comprimento de parte aérea (CPA), (E) Massa fresca e (F)
Massa seca de Talinum patens exposta a diferentes concentragdes de chumbo. Os quadrados

indicam a média * erro padrdo, n = 5.
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Figura 3. Peroxidacéo lipidica (A), Teor de prolina (B) , Dismutase do superdxido (C),
Peroxidase do ascorbato (D) e Catalase (E) em Talinum patens exposta ao chumbo. Os

guadrados indicam a média + erro padrdo, n = 5.
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Figura 4. Indice mitGtico em Talinum patens exposta ao chumbo. Os quadrados

indicam a média * erro padrdo, n = 5.
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Figura 5. Espessura da epiderme (A), espessura do cortex (B) e proporcao da area do
cilindro vascular em relacdo a area total da raiz (PVC) (C) em Talinum patens exposta ao

chumbo. Os quadrados indicam a média + erro padrdo, n = 5.



Figura 6. Secgdes transversais das raizes de Talinum patens expostas ao chumbo.
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Figura 7. Pardmetros de fluorescéncia da clorofila a de T. patens expostas ao chumbo. (A)

méaxima eficiéncia do fotossistema (PSII) no escuro (Fv/Fm); (B) maxima eficiéncia do

fotossistema (PSII) na luz (Fv/FmL); (C) quenching fotoquimico (qP); (D) quenching néo-

fotoquimico (NPQ). Os quadrados indicam a média * erro padrdo, n = 5.



