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RESUMO

CUCHIARA, Cristina Copstein. Efeito do cobre e sua interagdo com 0 zinco no
cultivo de plantas de batata-doce: alteracdes morfofisiolégicas e bioquimicas.
2013. 90f. Tese (Doutorado) - Programa de Pés-Graduacgdo em Fisiologia Vegetal da
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Atualmente, o excesso de micronutrientes tem sido considerado um dos
sérios problemas ambientais, principalmente em areas influenciadas pela atividade
antropica. Dentre eles, destacam-se o cobre (Cu) e o zinco (Zn), que em baixas
concentracdes, sdo essenciais em diversos processos fisioldgicos. Com base nisso,
o trabalho teve como objetivo estudar o efeito de diferentes concentracées de Cu
bem como a sua interacdo com o Zn em solucdo nutritiva sobre parametros
relacionados a morfologia, fotossintese, metabolismo antioxidativo, perfil mineral e
caracteristicas estométicas em plantas de batata-doce. Para tanto, as plantas foram
submetidas, sob sistema de hidroponia, a diferentes concentragdes de Cu (0,041 —
controle ; 0,082; 0,123 e 0,164 mM) e a diferentes tratamentos Cu-Zn [T1 (0,041 mM
Cu + 0,085 mM Zn - controle); T2 (0,041 mM Cu + 0,850 mM Zn); T3 (0,123 mM Cu
+ 0,085 mM Zn) e T4 (0,123 mM Cu + 0,850 mM Zn)]. As altas concentragcdes de Cu
(0,123 e 0,164 mM) afetaram as reacfes fotossintéticas, com reducdo da atividade
fotoquimica e aumento da dissipacdo de energia luminosa do FSIl e incremento da
eficiéncia do FSI. Porém, resultou em perdas na producdo de biomassa e diminui¢ao
do tamanho dos estbmatos. O excesso de Cu também acionou o sistema
antioxidante, principalmente nas raizes. Esse comportamento esté relacionado com
0os mecanismos de imobilizacdo desse elemento nos tecidos radiculares.
Independente da concentracdo de Cu (T2 e T4), o aumento de Zn foi toxico para as
plantas, nas quais apresentaram disturbios nutricionais com diminuigdo na absorcéo
e transporte de macronutrientes e reducdo de biomassa. Com isso, foi
desencadeado estresse oxidativo e danos nas membranas, com aumento da
atividade das enzimas antioxidantes. As raizes, nessas condi¢cdes, também
desenvolveram mecanismos de imobilizagdo de micronutrientes. Contudo, mais
estudos fisioldgicos sobre os efeitos isolados ou combinados de nutrientes séo
necessarios para completar o conhecimento atual.

Palavras-chave: Nutricdo de plantas. Fluorescéncia da clorofila a. Metabolismo
antioxidante. Micronutriente. Ipomea batatas (L.).



ABSTRACT

CUCHIARA, Cristina Copstein. The copper effect and interaction with zinc in
culture of sweet potato plants: morphophysiological and biochemical changes.
2013. 90f. Thesis (PhD) - Post Graduation Program in Plant Physiology of University
Federal of Pelotas, Pelotas.

Actually, the excess of micronutrients has been considered one of the main
environmental problems, especially in areas influenced by human activity. Among
them, stand out the copper (Cu) and zinc (Zn), which at low concentrations are
essential in many physiological processes. Therefore, this work aimed to study the
effect of different Cu concentration and its interaction with Zn in nutrient solution. The
parameters analyzed in sweet potato plants were morphology, photosynthesis,
antioxidant metabolism, mineral profile and stomatal characteristics. For this
analysis, the plants were evaluated under hydroponics system, to different Cu
concentrations (0.041 —control; 0.082; 0.123 e 0.164 mM) and different Cu-Zn
treatments T1 (0.041 mM Cu + 0.085 mM Zn — control); T2 (0.041 mM Cu + 0.850
mM Zn); T3 (0.123 mM Cu + 0.085 mM Zn) e T4 (0.123 mM Cu + 0.850 mM Zn)].
The high Cu concentrations (0.123 and 0.164 mM) affected the photosynthetic
reaction, reducing the photochemical activity and increasing the PSIl energy
dissipation and incrementing the FSI efficiency. However, it resulted in losses of
biomass production and decrease of the stomata size. The excess of Cu also
activated the antioxidant system, particularly in roots. This behavior is related to the
immobilization mechanism of this element in root tissue. Independent of the Cu
concentration (T2 and T4), the increase of Zn was toxic to plants which showed
nutritional disturbances with reduced nutrients absorption and transport, and biomass
reduction. Thus, this increase unleashed oxidative stress and membrane damage
with increased antioxidant enzymes activity. In these conditions the roots also
developed mechanisms for immobilization of micronutrients. However, further studies
on the isolated physiological effects or in combination with nutrients are necessary to

complete the current knowledge.

Key words: Plant nutrition. Chlorophyll fluorescence. Antioxidant metabolism.
Micronutrient. Ipomea batatas (L.).
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INTRODUCAO GERAL

As plantas sdo organismos autotréficos que possuem a habilidade de utilizar
a energia luminosa e sintetizar componentes vitais a partir do dioxido de carbono
(CO,), agua (H,O) e nutrientes. Os minerais, macro e micronutrientes, Sao
essenciais para promover e manter o crescimento e desenvolvimento normal, bem
como, completar seu ciclo de vida (YRUELA, 2009; HENRIQUES; CHALFUN-
JUNIOR; AARTS, 2012). Os metais sdo componentes naturais do solo e alguns,
como € o caso do cobre (Cu) e do zinco (Zn), sao considerados micronutrientes para
as plantas. Porém, a intensificacdo das atividades industrial e agricola tém levado ao
acumulo de metais pesados no ambiente e, desta forma, comprometendo
importantes funcdes metabdlicas associadas a fisiologia, bioguimica e biologia
molecular das plantas (YRUELA, 2009).

O Cu é um metal de transicdo, envolvido em reacdes redox e essencial para
as plantas, possuindo caracteristicas importantes, tais como a formacdo de
complexos altamente estaveis e a facilidade de transferéncia de elétrons, ou seja,
interconversdo entre dois estados de oxidacdo, Cu®* e Cu® (forma instavel)
(YRUELA, 2005; HANSCH; MENDEL, 2009). O Cu tem alta afinidade com grupos
peptidicos e sulfidricos e, com proteinas ricas em cisteina, bem como com grupos
carboxilicos e fendlicos. Por esse motivo, na solucdo do solo, nas raizes, na seiva
do xilema e no meio intracelular, 98-99% do Cu esta presente na forma complexada
(PRADO, 2008).

A concentracdo de Cu encontrada nos tecidos vegetais esta entre 1-5 mg g™
da matéria seca (MS) e a quantidade média encontrada nas folhas é de 10 mg g™ da
MS (5-20 mg g™ de MS), embora estas concentracdes possam variar entre espécies

e variedades de plantas da mesma espécie (YRUELA, 2009). Em meios nutritivos, a
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concentracdo de Cu livre varia de 10 a 10"® M, enquanto que nos solos, as
plantas encontram concentracdes que variam de 10°a 10° M. Abaixo ou acima das
concentracfes nos meios nutritivos e nos solos pode ocorrer deficiéncia ou excesso,
respectivamente (YRUELA, 2009).

Com o intuito de regular a homeostase em resposta as variagbes ambientais,
as plantas tém uma complexa rede de transportadores envolvidos no equilibrio
intracelular a fim de evitar o acimulo de Cu e assegurar a alocacdo adequada do
elemento a proteina alvo (YRUELA, 2009). Os membros da COPT1 e COPT5 da
familia das “proteinas transportadoras de Cu” (COTP) tém sido encontrados no
citoplasma e vacuolo de plantas, respectivamente (YRUELA, 2005; 2009;
MARTINOIA et al., 2012). Outros tipos de transportadores de Cu, sdo as ATPases
tipo P de metais pesados e membros da familia NRAMP (“natural resistance
associated macrophage protein”) que estdo envolvidas no transporte de metais
essenciais e potencialmente téxicos através das membranas celulares (YRUELA,
2009). No transporte de Cu também héa participacdo de chaperonas (chamadas
metalochaperonas) e proteinas ZIP (“Zinc regulated transporter / Iron regulated
transporter Protein”) envolvidas no transporte citoplasmatico do metal
(O'HALLORAN; CULOTTA, 2000; HUFFMAN; O’HALLORAN, 2001; COLANGELO;
GUERINOT, 2006; PUIG et al., 2007). Entre os ligantes ou quelantes de metais
pesados, 0 acido muginéico (MA) e a nicotinamina (NA) participam no transporte de
metais essenciais, como Cu, Fe, Mn, Ni, e Zn (HAYDON; COBBETT, 2007;
YRUELA, 2009). Existem também os transportadores YSL (“Yellow Stripe-like”),
considerados mediadores da absorcdo de metais que sdo complexados a NA ou
com fitosider6foros derivados de plantas e transportam tri-, tetra-, penta- e
hexapeptidios (YEN; TSENG; SAIER, 2001; CURIE et al., 2009).

Dentro da célula, o Cu é exigido em pelo menos seis locais: citosol, reticulo
endoplasmatico, membrana mitocondrial interna, estroma do cloroplasto, lumen do
tilacoide e apoplasto. No proteoma de Arabidopsis podem ser encontradas 105
“Proteinas dependentes de Cu” e 21 “Proteinas de ligagdo ao Cu” (KRAMER;
CLEMENS, 2006). Desta forma, essas proteinas desempenham papéis
fundamentais em processos tais como a fotossintese, respiracdo mitocondrial,
metabolismo do carbono e assimilagéo do nitrogénio, protecdo ao estresse oxidativo,
metabolismo de parede celular, deteccdo de etileno, producdo de metabdlitos

secundarios, metabolismo de sintese do cofator molibdénio e biossintese de
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fitocromo (MENDEL, 2005; PILON et al., 2006; BURKHEAD et al., 2009; YRUELA,
2009; LEQUEUX et al., 2010; PEROTTI et al., 2010). Os ions Cu também atuam
como co-fatores de numerosas enzimas tais como superéxido dismutase Cu/Zn
(Cu/ZznSOD), citocromo oxidase, ascorbato oxidase, amino oxidase, lacase,
plastocianina e polifenol oxidase (YRUELA, 2009).

A maior parte do Cu esta presente nos cloroplastos das folhas, e mais da
metade esta ligada a molécula de plastocianina, fazendo o transporte eletrénico
entre os fotossistemas (I e II) (PRADO, 2008), que é o principal alvo de deficiéncia
de Cu na fotossintese. No entanto, o aparato fotossintético é sensivel a esse cation,
onde o excesso pode levar a danos fisiolégicos irreversiveis. O excesso de Cu tem
sido relacionado a diminuicdo da atividade do fotossistema Il, reducédo da taxa de
transferéncia de elétréns, inibicdo da atividade das enzimas durante o Ciclo de
Calvin-Benson ou na rede de assimilacdo de CO,, modificagcdo do lado aceptor do
fotossistema Il, diminuicdo no conteudo de pigmentos (clorofila e carotendides) e
reduzida sintese de plastoquinona (SHI-SENG, 2007; YRUELA, 2009; CAMBROLLE
et al., 2011).

O Cu, juntamente com o Zn, é constituinte da enzima superéxido dismutase
(Cu/ZnSOD). Os ions Cu e Zn sdo essenciais para o transporte de eletrons
fotossintéticos para o oxigénio na reacdo de Haber-Mehler. Nos cloroplastos,
radicais superéxido (O,) sdo formados mesmo sob metabolismo normal. A
Cu/ZnSOD, localizadas perto do fotossistema |, acelera consideravelmente a
decomposicdo de O, e, consequentemente, forma peréxido de hidrogénio (H.0,),
O, e radical hidroxila reativo (OH’) (MAKSYMIEC, 1997). Assim, o excesso de Cu
pode causar estresse oxidativo em plantas e posteriormente, aumentar a resposta
antioxidante, devido ao aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) altamente toxicos. Assim, uma forma de controlar os danos oxidativos €
através da acdo das enzimas antioxidantes, ou seja, ascorbato peroxidase (APX),
catdlase (CAT), dehidroascorbato redutase (DHAR), guiacol peroxidase (GPX),
glutationa redutase (GR), monodehidroascorbato redutase (MDHAR) e superdxido
dismutase (SOD) (YRUELA, 2009). As EROs podem ser altamente destrutivas, pois
aumentam a permeabilidade das membranas (desestabilizacdo estrutural das
proteinas) e induzem a peroxidacao lipidica e degradacdo do &cido indolacético
(AIA) (SMIRNOFF, 1993; MEDIOUNI et al., 2006), levando a uma diversidade de

alteracdes morfologicas, bioquimicas e fisiologicas (FANG et al., 2001).
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Diferentemente do Cu, 0 Zn existe no estado de oxidagdo +2 em solugéo,
sendo redox estidvel sob condi¢des fisioldgicas, ou seja, ndo estd sujeito a
mudancas de valéncia e ocorre nas plantas somente como Zn*?. O elemento forma
complexos com enzimas (metaloenzimas), em alguns casos, o0 Zn liga as enzimas a
seus substratos correspondentes, enquanto em outros, o Zn forma complexos
tetraédricos com nitrogénio (N), oxigénio (O) e, particularmente, ligantes de enxofre
(S) com uma variedade de compostos organicos (BROADLEY et al., 2007).

O Zn é um micronutriente limitante para a maioria das culturas, encontra-se
em baixa concentracdo no solo e a sua disponibilidade é influenciada por diversos
fatores: pH alto, altas doses de fertilizantes, principalmente, fosfatados, alto teor de
matéria organica e alta umidade associados a baixa temperatura (PRADO, 2008).
Para suportar o crescimento adequado das plantas, concentracdes de Zn entre 30 e
100 pg g* de MS sdo suficientes, ao passo que os sintomas de toxicidade s&o
observados em concentracdes superiores a 300 ug g+ de MS (BROADLEY et al.,
2007). Portanto, para o crescimento 6timo, as plantas precisam manter o controle
sobre a homeostase de Zn (HENRIQUES; CHALFUN-JUNIOR; AARTS, 2012).

Vérios estudos estdo focados na identificacdo de genes para proteinas
transportadoras de Zn e para enzimas biossintetizadoras de compostos quelantes.
Alguns membros da familia de proteinas NRAMP estdo localizadas na membrana
vacuolar e envolvidas no acumulo de Zn (THOMINE et al., 2000; MARTINOIA et al.,
2012). Os membros HMA1, HMA2, HMA3 e HMA4 da familia de transportadores
ATPases do tipo P séo responsaveis por Zn e localizados, possivelmente, nos
cloroplastos (KIM et al., 2009), nas membranas plasmaticas (EREN; ARGUELLO,
2004), nos vacuolos (MARTINOIA et al., 2012) e nos vasos xileméaticos (VAN DE
MORTEL et al., 2006), respectivamente. Os membros MTP1 e MTP3 da familia CDF
(“cation diffusion facilitator”) parecem estar envolvidos no sequestro de Zn nos
vacuolos das raizes limitando sua translocagdo para a parte aérea (ARRIVAULT,;
SENGER; KRAMER, 2006; GUSTIN; ZANIS; SALT, 2011). Os transportadores da
familia ZIP, ZRT (“zinc regulated transporter”) e IRT (“iron-regulated transporter-like
protein”) contém membros transportadores de Zn através das membranas
plasmaticas (PALMER; GUERINOT, 2009; SONG et al., 2010). A nicotinamina (NA)
€ conhecido por facilitar a entrada de Zn nos vasos do floema ou do xilema através
de transportadores da familia YSL (“Yellow Stripe-like”) (HENRIQUES; CHALFUN-
JUNIOR; AARTS, 2012).
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Ha um grande numero de enzimas em que 0 Zn é um componente estrutural,
como: anidrase carbénica, carboxipeptidase, superéxido dismutase CuzZn (SOD),
fosfatase alcalina, fosfolipases e RNA polimerase. Em outras enzimas, o Zn é
necessario pois atua na modulacdo da atividade das mesmas, como as
desidrogenases, aldolases, isomerases e transfosforilases. Com base nisso, na
fisiologia das plantas, o Zn participa da sintese de proteinas, do metabolismo de
carboidratos, da sintese de triptofano e da sintese do &cido indolilacético
(BROADLEY et al., 2007; HENRIQUES; CHALFUN-JUNIOR; AARTS, 2012).

Diante do exposto, tanto o Cu quanto o Zn s&o micronutrientes essenciais
para as plantas em baixas concentracdes, mas podem ser altamente toxicos quando
presentes em concentracdo elevadas (HATTAB et al.,, 2009; LI et al., 2009). A
interacdo entre esses nutrientes pode ocorrer quando o fornecimento de um
elemento afeta a absorcdo, translocacdo e utilizagdo de outro pelas plantas
(FAGERIA, 2001). Neste caso, a interagdo entre eles tem sido pouco estudada. Até
0 presente momento, sabe-se que o Cu inibe significativamente a captacao de Zn e
acredita-se que o Zn possa interferir com o processo de absor¢do de Cu (LOU;
RIMMER, 1995; FAGERIA, 2001; MACINNIS-NG; RALPH, 2004; UPADHYAY;
PANDA, 2010). No entanto, existem poucos estudos sobre interagdes entre Cu e Zn
a nivel morfofisioldgico.

Altas concentracBes de micronutrientes pode causar distirbios nutricionais
nas plantas, afetando negativamente importantes processos fisiolégicos. Estudar os
efeitos do excesso de Cu bem como a sua interacdo com o Zn é fundamental para o
entendimento das funcdes desempenhadas pelos micronutrientes nos organismos
vegetais. Esse conhecimento é, de maneira significativa, necessario para os estudos
de nutricdo vegetal, para os programas de melhoramento genético e para o
desenvolvimento de cultivares resistentes ao excesso destes nutrientes.

Com base nisso, o presente trabalho teve como objetivo estudar o efeito de
diferentes concentragcfes de Cu bem como a sua interagcdo com o Zn em solugao
nutritiva sobre parametros relacionados a morfologia, fotossintese, metabolismo

antioxidativo, perfil mineral e caracteristicas estomaticas em plantas de batata-doce.

Objeto de estudo

A batata-doce [I[pomoea batatas (L.) Lam.] é uma planta eudicotiledénea,

pertencente a familia Convolvulaceae que agrupa, aproximadamente, 50 géneros e
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mais de 1.000 espécies e, somente a batata-doce, possui relevancia econdmica
(EDMOND; AMMERMAN, 1971). Além de fornecedor de nutrientes, a cultura da
batata-doce € de grande importancia nos paises em desenvolvimento, devido a
caracteristicas como: facilidade de cultivo, biomassa elevada, resisténcia a seca e
baixo custo de producdo (LOW et al., 2007). Além de constituir um alimento
altamente energético, rico em carboidratos, acucares, sais minerais e vitaminas A, C
e do Complexo B (MIRANDA et al., 1987). Pelo seu peso, é o0 sétimo alimento mais
importante no mundo, depois do trigo, arroz, milho, batata, cevada e mandioca
(WOOLFE, 1992).

No territorio brasileiro, a cultura estd bastante disseminada em todas as
regides, sendo cultivada, na maioria das vezes, por pequenos produtores rurais para
0 seu proprio consumo (SOUZA, 2000). Em 2011, a produtividade média de batata-
doce no Brasil foi de 12,41 t.ha™ de raizes, sendo o estado do Rio Grande do Sul
possuidor da maior &rea plantada, 12.345 ha com uma produgdo de 160.227
toneladas (IBGE, 2012).

A batata-doce € uma planta herbacea, rastejante, verde ou arroxeada,
chegando a alcancar de 3 a 5 metros de comprimento. As folhas podem ser
cordiformes, lanceoladas e recortadas, com peciolos bastante desenvolvidos. As
flores sdo hermafroditas, de coloragéo lilas ou arroxeadas, porém, auto estéreis, 0
que favorece a fecundacdo cruzada artificial (EDMOND; AMMERMAN, 1971).
Propaga-se também assexuadamente, sendo este processo usado para plantios
comerciais (EDMOND; AMMERMAN, 1971). Possui habito de crescimento
indeterminado, ciclo perene e tuberizagcdo continua, ocorrendo a morte natural da
planta somente com a ocorréncia de fatores climaticos severos, como geada e seca
prolongada (SILVA; LOPES; MAGALHAES, 2002).

Durante o seu crescimento, sdo identificadas trés fases fisiologicas. Na
primeira, predomina o desenvolvimento da parte aérea, com formagéo das raizes
absorventes e aptas a tuberizacdo; na segunda, ocorrem 0s crescimentos radical
(tuberizagéo) e vegetativo, e na terceira prevalece a tuberizacdo. As alteracbes no
crescimento das plantas sdo determinadas a partir de caracteres fisioldgicos como
massa seca (raizes, caules, folhas) e area foliar (QUEIROGA et. al., 2007). Com
base nessas caracteristicas expostas, esta planta tem sido utilizada como modelo
em estudos do departamento de botanica da Universidade Federal de Pelotas pois

apresenta 6tima propagacéo e, pela grande capacidade de crescimento em curto
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periodo de tempo, facilita a realizacédo de trabalhos na area da nutricdo de plantas e
metabolismo vegetal (ADAMSKI et al., 2011; 2012).
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CAPITULO 1
Fluorescéncia da clorofila a em plantas de batata-doce (Ipomea batatas L.) em
funcédo de diferentes doses de cobre

Chlorophyll fluorescence in sweet potato plants (Ipomea batatas L.) related to
different doses of copper
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RESUMO

A fotossintese € um dos principais processos metabolicos vegetais afetados
por deficiéncia e toxidez de cobre e, com base nisso, o objetivo do trabalho foi
avaliar os efeitos da exposicado a diferentes doses de cobre sobre a fluorescéncia
transiente e modulada da clorofila a em plantas de batata-doce. Para tanto, as
mesmas foram colocadas em sistema hidropbnico e cultivadas por seis dias com
solucéo nutritiva completa. Apds, transferidas para solucdo com diferentes doses de
cobre: 0,041; 0,082; 0,123 e 0,164 mM, durante nove dias. As solu¢des foram
renovadas a cada trés dias e as plantas avaliadas ao final do experimento. O
aumento da disponibilidade de Cu (0,123 e 0,164 mM) influenciou positivamente na
estrutura e na funcionalidade do fotossistema | (FSI) verificado pelas analises do
Woi21, REo/RC, RE(/ABS e Pl O aumento também reduziu a taxa aparente de
transporte de elétrons no FSII [ETR(II]) e as plantas tratadas com 0,082 e 0,123 mM
apresentaram capacidade de dissipar o excesso de energia luminosa no FSIl e
proteger as unidades do mesmo (NPQ e gN). A analise conjunta dos dados permite
concluir que plantas de batata-doce apresentam reducdo na atividade fotoquimica
do FSII, aumento da dissipacdo de energia luminosa do mesmo fotossistema e
incremento da eficiéncia do FSI em resposta as altas doses de cobre em solugéo

nutritiva.

Palavras-chave: Micronutriente. Fotossintese. Sulfato de cobre. Fluorescéncia

transiente. Fluorescéncia modulada.
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ABSTRACT

Photosynthesis is one of the major plant metabolic processes affected by
copper deficiency and toxicity, and based on this, the objective of this study was to
evaluate the effects of different copper concentrations on the photosynthetic
characteristics of sweet potato plants. The plants were hydroponically grown in a
complete nutrient solution for six days and then were transferred to the same solution
containing different Cu concentrations (0.041, 0.082, 0,123 and 0.164 mM). The
plants were maintained in these solutions for nine days. The nutrient solutions were
replaced every three days, and the plants were evaluated at the end of the
experiment. The increased availability of copper (0.123 and 0.164 mM) had a positive
impact in the structure and function of photosystem | (PSI) recorded by the analysis
of the Wo21, REo/RC, RE(/ABS and Pli,. The increase also reduced the apparent
rate of electron transport in PSII [ETR(II)], and plants treated with 0.082 and 0.123
mM showed an ability to dissipate the excess of light energy in PSII and to protect
the it units (N and NPQ). The data analysis allows to conclude that sweet potato
plants exhibit reduced photochemical activity, increased energy dissipation in the
PSII, and increased FSI efficiency in response to high doses of copper in the nutrient

solution.

Keywords: Micronutrient. Photosynthesis. Copper sulphate. Fluorescence transient.

Modulated fluorescence.
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1.1 INTRODUCAO

Os metais pesados sdo considerados poluentes ambientais devido a sua
toxicidade, persisténcia e ndo-degradabilidade no solo, sendo o cobre um dos
principais contaminantes ambientais (CAMBROLLE et al., 2013). Esse metal, em
baixas concentracbes, é classificado como micronutriente essencial para o
crescimento e desenvolvimento das plantas participando de importantes reagdes
bioldgicas, principalmente como cofator enzimatico e presente em moléculas
transportadoras de elétrons nos processos fotossintéticos (plastocianina) e
respiratérios (citocromo oxidase), porém, quando em excesso, torna-se altamente
toxico aos vegetais (MATEOS-NARANJO et al., 2008).

Na maioria das espécies, o primeiro efeito da toxidez por cobre ocorre nas
raizes; no entanto, em altas concentracdes, pode ser translocado para a parte aérea
e interferir em diversos processos fisioldgicos (CAMBROLLE et al., 2013). Os limites
de concentracao foliar de cobre que causam toxidez sé@o altamente variaveis, sendo
citados valores entre 0,02-0,1 mg g’ de massa seca (KABATA-PENDIAS;
PENDIAS, 2001). Altos niveis de cobre tem sido relacionado a reduc¢des e, ou danos
ao: crescimento das plantas, absorcdo de nutrientes minerais, atividade
fotossintética, permeabilidade das membranas, sintese de proteinas, atividade de
enzimas e estrutura da cromatina (CAMBROLLE et al., 2011; 2012).

Em solos contaminados, as plantas comportam-se de diferentes maneiras
frente a estresses abidticos e avaliar as respostas fisiologicas das plantas
submetidas a toxidez por metais pesados, podem ajudar a compreender as
estratégias empregadas na remoc¢ao, acumulo e tolerancia aos metais (KABATA-
PENDIAS; PENDIAS, 2001; CAMBROLLE et al., 2013).

Sendo a fotossintese um dos principais processos metabdlicos vegetais
afetados por toxidez de cobre, estudos para avaliar estes efeitos tem demonstrado

que este metal provoca diminuicdo da fotossintese devido alteracdo nas reacodes
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fotoquimicas do fotossistema Il (FSIl), ou seja, inativacdo de centros de reacao
ativos, reducdo do rendimento quantico, diminuicdo no transporte de elétrons no
lado aceptor e na evolucdo de oxigénio (PERALES-VELA et al., 2007; XIA; TIAN,
2009; CAMBROLLE et al., 2012; OUKARROUM; PERREAULT; POPOVIC, 2012). A
analise da fluorescéncia transiente da clorofila a € uma ferramenta eficaz para o
estudo dos aspectos fisioldgicos da estrutura e atividade, em especial no FSIlI
(STRASSER et al., 2004) e tem sido amplamente utilizada para avaliar danos
causados no sistema fotossintético das plantas, em funcdo de diversos tipos de
estresse (MAXWELL; JOHNSON, 2000).

A fluorescéncia modulada da clorofila a é uma técnica que permite obter
informacgBes qualitativas e quantitativas sobre a organizacdo e funcionamento do
aparato fotossintético de plantas por meio do método de pulso saturante
(ROHACEK; BARTAK, 1999). O principio empregado por esse método vém sendo
utilizado em estudos sobre fisiologia de plantas que necessitam quantificar as
contribuicbes dos processos fotoquimicos e de dissipacdo de energia nao-
fotoquimica do FSII (ROHACEK; BARTAK, 1999; SCHREIDER, 2004). Conforme
estudos desenvolvidos por CAMBROLLE et al. (2011; 2012; 2013), altas
concentracbes de cobre diminuiram o rendimento e eficiéncia do FSII como
consequéncia da fotoinibicdo induzida pelo estresse luminoso em papoila das praias
(Glaucium flavum), gramata-branca (Halimione portulacoides) e sapeira
(Limoniastrum monopetalum).

A cultura da batata-doce [Ipomea batatas (L.) Lam.] é de grande importancia
econbmica em paises em desenvolvimento, pois além de fornecer nutrientes
essenciais, apresenta caracteristicas como: facilidade de cultivo, biomassa elevada,
resisténcia a seca e baixo custo de producédo (LOW et al., 2007). Adicional a estas
carateristicas, a batata-doce tem sido utilizada como planta modelo em trabalhos na
area da nutricdo de plantas e metabolismo vegetal devido a sua 6tima propagacéo e
sua grande capacidade de crescimento em curto periodo de tempo (ADAMSKI et al.,
2011; 2012).

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de diferentes doses de cobre em
solugcdo nutritiva sobre a fluorescéncia transiente e modulada da clorofila a em

plantas de batata-doce.
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1.2 MATERIAL E METODOS
Material Vegetal e condi¢des de cultivo

As plantas de batata-doce utilizadas no trabalho foram obtidas de ramos
apicais, com aproximadamente oito cm de comprimento e quatro folhas por ramo,
de plantas estabelecidas em casa-de-vegetacdo e enraizadas em agua destilada por
cinco dias. ApO0s o enraizamento, as plantas foram colocadas em um sistema
hidropbnico de raiz flutuante de fluxo continuo e cultivadas em solucdo nutritiva
completa de Hoagland e Arnon (1938) por seis dias. Posteriormente, as mesmas
foram cultivadas em solucédo nutritiva com diferentes concentracdes de cobre: 0,041;
0,082; 0,123 e 0,164 mM, na forma de sulfato de cobre (CuS0O4.5H,0), por nove
dias. As doses foram definidas ap0s ensaios preliminares que mostraram que a
cultivo em concentragcdes menores das citadas acima nao causaram alteracées nos
paradmetros de crescimento, sendo estabelecida como controle a concentragdo de
0,041 mM de cobre. A cada trés dias, as solugdes foram renovadas e o pH ajustado
para £5,8. ApOGs nove dias de exposicdo aos tratamentos foram realizadas as

avaliacdes da fluorescéncia transiente e modulada da clorofila a.

Fluorescéncia transiente da clorofila

A fluorescéncia transiente da clorofila a foi medida em folhas intactas e
completamente expandidas do segundo né a partir do &pice (20-25
folhas/tratamento), com o uso de um fluorbmetro portatii Handy-Pea (Hansatech,
King’s Lynn, Norkfolk, UK), com ganho de 0,5. As folhas foram previamente
adaptadas ao escuro por 30 minutos, e a seguir emitido um flash de luz saturante
(aproximadamente 3.000 pmol m? s?). As intensidades de fluorescéncia foram
medidas por um periodo de um segundo. A partir das intensidades da fluorescéncia
a 50 (fluorescéncia minima — Fp), 100, 300 ps, 2 ms (F;), 30 ms (F) e Fy
(fluorescéncia maxima), foram calculados os parametros estabelecidos pelo Teste
JIP (STRASSER; SRIVASTAVA; GOVINDJEE,1995).

Fluorescéncia modulada

A fluorescéncia modulada da clorofila a foi medida com a utilizagdo do
fluorébmetro Dual-PAM-100 (Heinz Walz, Effeltrich, Germany). Para tanto, folhas nao
destacadas foram expostas por um periodo de 2 minutos a fluxo de fétons crescente

(variando de 0 a 531 pmol de fétons m™?s™). Apés a exposicdo a cada densidade de
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fluxo de fétons, foram determinadas as seguintes intensidades: F'y (fluorescéncia
inicial no estado adaptado a luz), Fy (fluorescéncia maxima em estado adaptado no
escuro), F’y (fluorescéncia maxima no estado adaptado a luz obtida apds a
aplicacdo de um pulso de luz saturante) e Fs (intensidade de fluorescéncia no
equilibrio — “steady-state”). A partir desses parametros foram calculados: o
rendimento quantico fotoquimico efetivo do FSII [@psy = (F'o— Fs)/F’'w)], 0 coeficiente
de extincdo fotoquimico [P = (F'm — Fm)/(F'm- F'0)] (GENTY; BRIANTAIS; BAKER,
1989), o coeficiente de extincdo nao-fotoquimico [qN = (Fuw - F'w)/(Fum - F'o)] (GENTY;
BRIANTAIS; BAKER, 1989) e a extincdo ndo-fotoquimica [NPQ = (Fm - F'm)/F'm)]
(BILGER; BJORKMAN, 1990; DEMMIG-ADAMS, 1990). A taxa aparente de
transporte de elétrons do FSII [ETR(I] foi calculada por 0,5 x | X @psy, onde 0,5 € a
proporcdo de energia que atinge o FSIl e | € a irradiancia absorvida pela folha,

sendo considerada 0,84, ou seja, 84% da intensidade luminosa (BAKER, 2008).

1.3 RESULTADOS
Fluorescéncia transiente da clorofila a: NormalizagOes e subtracdes de transientes

A intensidade da fluorescéncia transiente em folhas cultivadas com diferentes
concentragbes de cobre apresentaram curvas polifasicas tipicas (Figura 1A e 1B).
As plantas cultivadas nas maiores doses de cobre (0,123 e 0,164 mM) apresentaram
diminuicdo na fluorescéncia do passo F; (2 ms) até Fy (1 s), principalmente na

concentracdo de 0,164 mM.
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Figura 1. Fluorescéncia transiente da clorofila a em folhas de batata-doce (Ipomea
batatas L.) adaptadas ao escuro e cultivadas com diferentes doses de cobre: (A)
Intensidade de fluorescéncia (F;); (B) Fluorescéncia variavel relativa [W; = (F; -

Fo)/(Fm - Fo)]-
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Para possibilitar a possivel identificacdo da banda-L (aproximadamente 150
ps), a fluorescéncia relativa variavel foi normalizada entre os pontos 0 (50 us) e K
(300 ps) (Wok = [Ft - Fo)/[Fk - Fo]) (Figura 2A) e a diferenca cinética foi mostrada
atraves da equacdo (AWok = [Wok(ratamento) — Wokontrole)]) (Figura 2B). O
aparecimento da banda-L positiva indica baixa conectividade energética (ou
grupamento) entre as unidades do FSIlI (STRASSER; STIRBET, 1998; YUSUF et al.,
2010). No presente trabalho foi possivel identificar a banda-L positiva, em todos os
tratamentos porém com menor amplitude em 0,164 mM (Figura 2B).

A banda-K (aproximadamente 300 us) foi visualizada quando realizada a
normalizacéo da fluorescéncia variavel nos passos 0 (50 ps) e J (2 ms), Wo; = [F:-
Fol/[Fs - Fo]) (Figura 2C) e a diferenca cinética (AWoy = [Woyratamento) — Wou(controle)])
(Figura 2D). Assim foi possivel identificar uma banda-K positiva em todas as
concentragdes estudadas. A banda-K positiva reflete na inativagdo do complexo de
evolucdo de oxigénio (CEO) e/ou no aumento do tamanho funcional da antena no
FS Il (YUSUF et al., 2010).

Para avaliar o efeito da variagcdo da concentracdo de cobre sobre a fase IP
(30 a 300 ms) da fluorescéncia transiente, optou-se por utilizar as normalizacdes
propostas por Yusuf et al. (2010), as quais estdo representadas nas Figuras 2E e
2F. A curva da fluorescéncia variavel relativa entre os passos 0 (50 us) e | (30 ms)
(Woy = [Ft- FoJ/[Fi - Fo]) quando Wg, =2 1 (em escala linear de 30 a 300 ms) reflete o
tamanho do pool dos aceptores finais de elétrons no lado aceptor do FSI (Figura 2E)
(YUSUF et al., 2010). As concentracbes mais altas (0,123 e 0,164 mM)
proporcionaram aumento no pool de aceptores quando comparadas as demais.
Contudo, a normalizacdo da fluorescéncia na fase IP (W, = [F¢- FJ/[Fm - F]), ndo
identificou diferencas nas taxas globais de reducdo dos aceptores finais de elétrons
(Figura 2F).
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Figura 2. Fluorescéncia transiente da clorofila a em folhas de batata-doce (Ipomea
batatas L.) adaptadas ao escuro e cultivadas com diferentes doses de cobre: (A)
Fluorescéncia variavel entre os pontos O e K [Wok = (Ft - Fo)/(Fk - Fo)]; (B)Diferenca
cinética de Wok, AWok = [Wokratamento) — Wok(controle)]; (C) Fluorescéncia variavel
entre os pontos O e J [Wo; = (F; - Fo)/(F; - Fo)]; (D)Diferenca cinética de W3, AWg; =
[Wojsgratamento) — Woucontrole)]; (E) Fluorescéncia variavel entre os pontos O e | [Wq,
(Ft - Fo)/(Fi - Fo)] no intervalo de tempo de 30 a 330ms; (F) Fluorescéncia variavel
entre os pontos | e P [Wp =(F;- F)/(Fum - F)] no intervalo de tempo de 30 a 180 ms.
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Fluorescéncia transiente da clorofila: Parametros derivados das equacdes do Test-
JIP (OJIP)

Os parametros estruturais e funcionais, deduzidos dos transientes OJIP, pelo
Teste JIP, estéo representados em forma de radar (Figura 3), onde todos os valores
foram normalizados para aqueles obtidos nas plantas cultivadas com 0,041 mM de
cobre (controle).

As maiores doses de cobre utilizadas (0,082; 0,123 e 0,164 mM) néao
alteraram o fluxo de energia absorvido (ABS/RC), capturado (TRy/RC), transportado
(ETo/RC) e dissipado (DIo/RC) por centros de reacdo ativos do FSIlI quando
comparados ao controle (0,041 mM). Contudo, houve aumento de aproximadamente
16% no fluxo de reducdo dos aceptores finais de elétrons do FSI (REo/RC) por
centro de reacdo nas plantas cultivadas nas maiores doses de cobre (0,082; 0,123 e
0,164 mM).

Os tratamentos com diferentes doses de cobre ndo alteraram os parametros
gue expressam o0 rendimento quantico maximo fotoquimico (¢p, = TRo/ABS) e o
rendimento quantico do transporte de elétrons de Qa para os aceptores de elétrons
do intersistema (@g, = ETo/ABS). Porém, houve aumento no rendimento quantico de
reducdo do aceptor final de elétrons do FSI por féton absorvido (9ro= RE(/ABS) em
plantas cultivadas com elevadas doses de cobre (0,082; 0,123 e 0,164 mM),
acompanhando os resultados obtidos em REy/RC.

Para os parametros que descrevem a eficiéncia com que um éxciton
capturado no centro de reacao pode mover um elétron de Qa™ para o intersistema de
aceptores de elétrons (Ye, = ETo/TRy) e a eficiéncia com que um elétron do
intersistema de carregadores de elétrons move-se para reduzir os aceptores finais
de elétrons do FSI ou probabilidade de redugdo de um aceptor final do FSI (dro=
RE(/ETo) ndo foram constatadas diferengas com o incremento da dose de cobre.

O indice de performance fotossintético relativo a absorcdo (Plags) (proposto
por STRASSER; TSIMILLI-MICHAEL; SRIVASTAVA, 2004) néo foi afetado pelas
doses de cobre. No entanto, o indice de performance fotossintético total (Plita), que
mede a performance do fluxo de elétrons até os aceptores finais de elétrons do FSI
(TSIMILLI-MICHAEL; STRASSER, 2008), foi alterado pelas elevadas doses de
cobre. Em relacdo a esse parametro, as plantas cultivadas na dose de 0,082 mM
ndo apresentaram diferenca do controle; j& as plantas que tiveram maior

disponibilidade de cobre (0,123 e 0,164 mM) apresentaram acréscimo de 15% no
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valor de Pligtal.
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Figura 3. Parametros de fluorescéncia da clorofila a obtidos por meio do Teste JIP
em plantas de batata-doce (Ipomea batatas L.) cultivadas com diferentes doses de
cobre: 0,041; 0,082; 0,123 e 0,164mM.

Fluorescéncia modulada

O rendimento quantico fotoquimico efetivo do FSII (¢ps;) € 0 coeficiente de
extincéo fotoquimico (qP) (Figura 4A e 4B), diminuiram a partir de 22 pmol m?s™* em
todos os tratamentos com cobre, sendo que para as plantas tratadas com 0,164 mM
de cobre os valores de @ps), a partir desta intensidade luminosa, foram menores do
que as demais doses.

Os parametros que avaliam a extingdo ndo-fotoquimica (NPQ) e o coeficiente
de extingdo ndo-fotoquimico (gN) (Figura 4C e 4D) foram fortemente influenciados
pelo aumento da intensidade luminosa a partir de 22 pmol m?s™, na qual plantas
cultivadas com 0,082 e 0,123 mM de cobre apresentaram maior NPQ e gN do que
plantas controle. Nos dois casos, plantas cultivadas na dose de 0,164 mM
apresentaram resposta intermediaria.

As doses de cobre promoveram aumento na taxa aparente de transporte de
elétrons no FSII [ETR(II)] até 53 pmolm™s™ de intensidade luminosa, no entanto, a
partir dessa intensidade foram observadas respostas diferenciadas nas doses de
metal utilizadas (Figura 5). As plantas cultivadas na dose controle apresentaram
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maior ETR(II), seguido pelas doses intermediarias (0,082 e 0,123 mM) e, 0 menor
valor de ETR(II), foi observado na dose de 0,164 mM.

1 1,2
A —0—0,041 mM :
. —0—0,082 mM s
08 | m TT
[ —2—0,123 mM
— [ 08
06 - —0—0,164 mM
o i o
S 0.6 [
04 r
- 04
0.2 - 0,2
0 L L L L L L L L L 0 L L L L L L L L L

PPFD (umol m2s™)

Figura 4. Curvas de respostas a intensidade luminosa em plantas de batata-doce
(lpomea batatas L.) cultivadas com diferentes doses de cobre: (A) Rendimento
qguantico fotoquimico efetivo do FSII (@psi); (B) Coeficiente de extingdo fotoquimica
da fluorescéncia variavel da fotossintese (gP); (C) Extingdo ndo-fotoquimica (NPQ);
(D) Coeficiente de extingdo nao-fotoquimica da fluorescéncia variavel da
fotossintese (gN). PPFD = densidade de fluxo fotossinteticamente ativo (umol m?s™).
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Figura 5. Variacao da taxa de transferéncia de elétrons no FSII, ETR (Il) em plantas
de batata-doce (Ipomea batatas L.) cultivadas com diferentes doses de cobre: 0,041,
0,082; 0,123 e 0,164 mM. PPFD = densidade de fluxo fotossinteticamente ativo
(umol m?s™).

1.4 DISCUSSAO

O excesso de cobre pode induzir efeitos téxicos nas plantas, tais como
inibicdo do crescimento, danos no aparato fotossintético e geracdo de estresse
oxidativo (SHI-SHENG, 2007; CAMBROLLE et al., 2013). Muitos pesquisadores
estdo desenvolvendo experimentos em relacdo aos efeitos do cobre nos processos
fisiolégicos e bioquimicos das plantas e muitos estudos vém sendo realizados em
torno da cadeia de transporte fotossintético das mesmas (CAMBROLLE et al., 2011),
porém poucos tém analisado sobre as respostas fotossintéticas detalhadas frente ao
aumento de cobre.

A fluorescéncia transiente das plantas em estudo, para todos os tratamentos
com cobre, exibiram curvas polifasicas tipicas OJIP, indicando que as unidades
fotossintéticas estavam ativas mesmo sob altas doses de cobre. Para o0s
tratamentos com as maiores doses (0,123 e 0,164 mM), houve diminuicdo da
fluorescéncia a partir do passo J (2 ms) até Fy (1 s) (Figura 1A). A diminuicdo da
fluorescéncia nesses niveis sdo normalmente justificados pela inibicdo do transporte
de elétrons no lado doador do FSiII, resultando na acumulagédo de P680" (PERALES-
VELA et al., 2007; OUKARROUM et al., 2012).

A analise das curvas da cinética da fluorescéncia transiente (Figuras 2B e 2D)

permite a identificacdo do aparecimento da banda-L e banda-K. Segundo Strasser et
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al. (2004), o aparecimento dessas bandas positivas indicam efeitos deletérios nas
plantas. As bandas-L positiva em folhas de plantas de batata-doce cultivadas com as
trés maiores doses indicam que as unidades do FSIl estavam menos agrupadas,
sugerindo baixa conectividade entre as unidades antena do FSIlI (STRASSER et al.,
2004). A diminuicdo da conectividade energética é um mecanismo de protecédo
parcial onde ha necessidade de aumentar a dissipa¢édo para melhorar a utilizacdo da
energia de excitacdo da clorofila em processos néo fotoquimicos (REDILLAS et al.,
2011). Além disso, a habilidade de resistir a diminuicdo da conectividade poderia
representar uma medida da capacidade de suportar alteracbes no empilhamento ou
desempilhamento das membranas dos tilacéides (OUKARROUM et al., 2007).

As bandas-K positivas indicam danos no complexo de evolucdo de oxigénio
(OEC) ou aumento do tamanho funcional da antena do FSIl (YUSUF et al., 2010)
(Figura 2D). Neste estudo, a formagéo das bandas-K e -L em plantas cultivadas na
presenca de cobre (0,082; 0,123 e 0,164 mM) est4, provavelmente, relacionada a
danos no OEC no FSII. Essa resposta pode ser justificada pelo acimulo de P680*
(Figura 1A). Resultados semelhantes foram encontradas em deficiéncia por
magnésio em espécies de Citrus (YANG et al., 2012) e excesso de ferro em batata-
doce (ADAMSKI et al., 2011), no entanto, em experimentos com excesso de cobre
em Alternanthera tenella, ndo houve o aparecimento de banda-L e banda-K
(CUCHIARA et al., 2013).

Apesar disso, por meio dos resultados da fluorescéncia da clorofila a em
estado adaptado a luz, o aumento na disponibilidade de cobre ndo provocou
diminuicdo no rendimento do FSII, como observado nos resultados obtidos de @pg) €
gP (Figura 4A e 4B). As folhas cultivadas com altas doses de cobre apresentaram
reducgéo tipica na distribuicdo de energia no FSII (gps) € na dissipacdo da energia
em processos fotoquimicos (gP) com o aumento da intensidade luminosa (Figura 4A
e 4B), sendo a maior reducdo observada na dose de 0,164 mM de cobre
(ROHACEK; BARTAK, 1999; MAXWELL; JOHNSON, 2000).

A reducgdo nos parametros @pg € P refletem no aumento da extingdo néo
fotoquimica (NPQ) e no coeficiente de extincdo nao-fotoquimica (gN), sendo que
ambos descrevem a dissipacdo do excesso de energia na forma de calor nos
complexos antena do FSII (ROHACEK; BARTAK, 1999). Como formas de
dissipacdo da energia absorvida estdo: i) as mudancas no gradiente de ApH, ii)

desconexao dos complexos méveis captadores de luz, iii) formacéo de violaxantina a
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zeaxantina e iv) protonacdo de PsbS (subunidade integral da membrana de FSII)
(ROHACEK; BARTAK, 1999; BAKER, 2008) (Figura 4C e 4D). A maior capacidade
de NPQ e gN em plantas cultivadas com 0,082 e 0,123 mM de cobre sugere maior
capacidade de dissipacdo de energia na forma de calor, como estratégia de
protecdo a fotoinibicdo do FSII em relacdo ao controle. Enquanto que plantas
cultivadas com 0,164 mM de cobre apresentaram maior transferéncia de energia
para outros sistemas.

No entanto, as doses de cobre intensificaram a eficiéncia do FSI como
observado nos dados da fluorescéncia transiente da clorofila a. A analise da fase IP
(Figuras 2E e 2F) revelou aumento no pool de aceptores finais de elétrons no lado
aceptor do FSI (Wg = 1) com o aumento da disponibilidade de cobre (0,123 e 0,164
mM). As maiores doses de cobre influenciaram de forma positiva na estrutura e na
funcionalidade do FSI devido ao aumento no fluxo (REo/RC) e no rendimento
(REo/ABS) de reducao dos aceptores finais de elétrons do FSI. Além disso, também
houve aumento do indice de performance fotossintético, Plita = Plass . Oro/(1 - Oro),
gue incorpora o desempenho maximo para o transporte de elétrons da agua para a
plastoquinona (PQ) e plastocianina (PC) por clorofila (Plags) € a performance de
reducado do aceptor final do FSI (STRASSER et al., 2010).

Com base na analise conjunta dos resultados da fluorescéncia da clorofila a
em estado adaptado ao escuro e a luz, pode-se inferir que as doses de cobre
tiveram pouco efeito na estrutura e funcionalidade do FSIlI visto que ndo houve
alteracdes nos parametros do Teste JIP. Nessas condi¢des, houve apenas reducéo
da taxa aparente de transporte de elétrons no FSIl [ETR(Il)] com o aumento da
intensidade luminosa (Figura 5). Adicional a isso, as plantas tratadas com 0,082 e
0,123 mM de cobre apresentaram capacidade de dissipar 0 excesso de energia
luminosa no FSIl e proteger as unidades do mesmo através de NPQ e gN
(MUNEKAGE; SHIKANAI, 2005). A ativacdo de NPQ e gN é dependente da geracao
de um gradiente de protons através da membrana de tilacdide (ApH) induzido pelos
fluxos de elétrons, linear e ciclico (HUANG et al.,, 2012). Vias de transporte de
elétrons alternativos, transporte ciclico de elétrons no FSI e ciclo agua-agua, podem
regular a inducdo da dissipacdo térmica modificando a taxa de geracdo de ApH
(MUNEKAGE; SHIKANAI, 2005). Contudo, a eficiéncia do FSI foi intensificada nas
plantas que crescidas nas doses de 0,123 e 0,164 mM de cobre, visto pelos valores

de Wgo 2 1, RE(/RC, RE(/ABS e Pliiy. Esses resultados sugerem que, nas
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condi¢Bes utilizadas, houve transporte ciclico de elétrons no FSI. Nesse caso, 0s
elétrons retornaram a partir da ferredoxina a plastoquinona, com producédo de ATP e
sem acumulacdo de NADPH (MUNEKAGE; SHIKANAI, 2005). Resultados
semelhantes aos presentes nesse trabalho foram verificados em estudos com déficit
hidrico (HUANG et al., 2012), sugerindo que plantas cultivadas com a dose de 0,123
mM de cobre simularam situacdes relacionadas a seca e desenvolveram estratégias
para evitar a fotoinibicdo do aparato fotossintético provocada pela absorcdo de

energia luminosa.

1.5 CONCLUSAO

As altas doses de cobre na solucdo nutritiva alteram a fluorescéncia
transiente e modulada da clorofila a, reduzem a atividade fotoquimica e aumentam a
dissipacdo de energia luminosa do FSIlI e incrementam a eficiéncia do FSI de
plantas de batata-doce.

1.6 REFERENCIAS

ADAMSKI, J. M.; PETERS, J. A.; DANIELOSKI, R.; BACARIN, M. A. Excess iron-
induced changes in the photosynthetic characteristics of sweet potato. Journal of
Plant Physiology, v. 168, p. 2056-2062, 2011.

ADAMSKI, J. M.; DANIELOSKI, R.; DEUNER, S.; BRAGA; E. J. B.; CASTRO, L. A.
S.; PETERS, J. A. Responses to excess iron in sweet potato: impacts on growth,
enzyme activities, mineral concentrations, and anatomy. Acta Physiologiae
Plantarum, v. 34, n. 5, p. 1827-1836, 2012.

BAKER, N. R. Chlorophyll Fluorescence: A Probe of Photosynthesis In Vivo. Annual
Review of Plant Biology, v. 59, p. 89-113, 2008.

BILGER, W.; BJORKMAN, O. Role of the xanthophyll cycle in photoprotection
elucidated by measurements of light-induced absorbance changes, fluorescence and
photosynthesis in leaves of Hedera canariensis. Photosynthesis Research, v. 25,
p. 173-185, 1990.

CAMBROLLE, J.; MANCILLA-LEYTON, J. M.; MUNOZ-VALLES, S.; FIGUEROA-
LUQUE, E.; LUQUE, T.; FIGUEROA, M.E. Effects of copper sulfate on growth and
physiological responses of Limoniastrum monopetalum. Environmental Science
and Pollution Research. 2013. DOI 10.1007/s11356-013-1833-4

CAMBROLLE, J.; MATEOS-NARANJO, E.; REDONDO-GOMEZ, S.; LUQUE, T
FIGUEROA, M. E. Growth, reproductive and photosynthetic responses to copper in
the vyellow-horned poppy Glaucium flavum Crantz. Environmental and
Experimental Botany, v. 71, p. 57-64, 2011.


http://link.springer.com/journal/11738/34/5/page/1

37

CAMBROLLE, J.; MANCILLA-LEYTON, J.M.; MUNOZ-VALLES, S.; LUQUE, T,
FIGUEROA, M.E. Tolerance and accumulation of copper in the salt-marsh shrub
Halimioneportulacoides. Marine Pollution Bulletin, v. 64, p. 721-728, 2012.

CUCHIARA, C.C.; SILVA, ILM.C.; MARTINAZZO, E.G.; BRAGA, E.J.B.; BACARIN,
M.A.; PETERS, J.A. Chlorophyll Fluorescence Transient Analysis in Alternanthera
tenella Colla Plants Grown in Nutrient Solution with Different Concentrations of
Copper. Journal of Agricultural Science, v. 5, n. 8, 2013.

DEMMIG-ADAMS, B. Carotenoids and photoprotection in plants. A role for the
xanthophyll zeaxanthin. Biochemistry Biophysics Acta, v. 1020, p. 1-24, 1990.

GENTY. B.; BRIANTAIS, J.M.; BAKER, N.R. The relationship between the quantum
yield of photosynthetic electron transport and quenching of chlorophyll
fluorescence.Biochimica et Biophysica Acta, v. 990, p. 87-9, 1989.

HOAGLAND, D. R.; ARNON, D.The water-culture method for growing plants
without soil. Berkeley: University of California College of Agriculture, Agricultural
Experimental Station, 1938. 39p.

HUANG, W.; YANG, S.; ZHANG, S.; ZHANG, J.; CAO, K. Cyclic electron flow plays
an important role in photoprotection for the resurrection plant Paraboea rufescens
under drought stress. Planta, v. 235, p. 819-828, 2012.

KABATA-PENDIAS, A.; PENDIAS, H. Trace elements in soils and plants. 3 ed.
Florida: CRC Press, 2001. 315 p.

MATEOS-NARANJO, E.; REDONDO-GOMEZ, S.; CAMBROLLE, J.; FIGUEROA,
M.E. Growth and photosynthetic responses to copper stress of an invasive
cordgrass, Spartina densiflora. Marine Environmental Research, v. 66, p. 459-465,
2008.

MAXWELL, K.; JOHNSON, G.N. Chlorophyll fluorescence—a practical guide.
Journal of Experimental Botany, v. 51, p. 659-668, 2000.

MUNEKAGE, Y.; SHINAKAI, T. Cyclic electron transport though photosystem I. Plant
Biotechnology, v. 22, p.361-69, 2005.

LOW, J. W.; ARIMOND, M.; OSMAN, N.; CUNGUARA, B.; ZANO, F.; TSCHIRLEY,
D. A food-based approach introducing orange-fleshed sweet potatoes increased
vitamin A intake and serum retinol concentrations in young children in rural
Mozambique. Journal of Nutricion, v. 137, p. 1320-1327, 2007.

OUKARROUM, A; MADIDI, S.E; SCHANSKER, G; STRASSER, R.J. Probing the
responses of barley cultivars (Hordeum vulgare L.) by chlorophyll a fluorescence
OLKJIP under drought stress and re-watering. Environmental and Experimental
Botany, Elmsford, v. 60, p. 438-446, 2007.

OUKARROUM, A.; PERREAULT, F.; POPOVIC, R. Interactive effects of temperature



38

and copper on photosystem Il photochemistry in Chlorella vulgaris. Journal of
Photochemistry and Photobiology B: Biology, v. 110, p. 9-14, 2012.

PERALES-VELA, H.V: GONZALEZ-MORENO, S.; MONTES-HORCASITAS, C.;
CANIZARES-VILLANUEVA, R.O. Growth, photosynthetic and respiratory responses
to sub-lethal copper concentrations in Scenedes musincrassatulus (Chlorophyceae).
Chemosphere, v. 67, p. 2274-2281, 2007.

REDILLAS, M. C. F. R.; STRASSER, R. J.; JEONG, J. S.; KIM, Y. S.; KIM, J. K. The
use of JIP test to evaluate drought-tolerance of transgenic rice overexpressing
OsNAC10. Plant Biotechnology Report, v. 5, p. 169-175, 2011.

ROHACEK, K.; BARTAK, M. Technique of the modulated chlorophyll fluorescence:
basics concepts, useful parameters, and some applications. Photosynthetica, v.37,
p.339- 363, 1999.

SCHREIBER, U. Pulse-amplitude-modulation (PAM) fluorometry and saturation pulse
method: an overview. In: Papageorgiou GC, Govindjee (eds) Chlorophyll a
fluorescence: a signature of photosynthesis. The Netherlands: Springer, 2004. P.
279-319.

SHI-SHENG, K. Effects of Copper on the Photosynthesis and Oxidative Metabolism
of Amaranthus tricolor Seedlings. Agricultural Sciences in China, v.6, n.10,
p.1182-1192, 2007.

STRASSER, R.J.; SRIVASTAVA, A.; GOVINDJEE. Polyphasic chlorophyll a
fluorescence transient in plants and cyanobacteria. Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology, v. 61, p. 32—42, 1995.

STRASSER, R.J.; STIRBET, A.D. Heterogeneity of photosystem Il probed by the
numerically simulated chlorophyll a fluorescence rise (O-J-I-P). Mathematics and
Computers Simulation, v. 48, p. 3-9, 1998.

STRASSER, R. J.; TSIMILLI-MICHAEL, M.; SRIVASTAVA, A. Analysis of the
fluorescence transient In: PAPAGEORGIOU, G. C.; GOVINDJEE. (Ed.). Chlorophyll
fluorescence: A signature of photosynthesis. Advances in Photosynthesis and
Respiration Series. Dordrecht: Springer, 2004, p. 321-362.

STRASSER, R.J.; TSIMILLI-MICHAEL, M.; QIANG, S.; GOLTSEV, V. Simultaneous
in vivo recording of prompt and delayed fluorescence and 820-nm reflection changes
during drying and after rehydration of the resurrection plant Haberlea rhodopensis.
Biochimica et Biophysica Acta, v. 1797, p. 1313-1326, 2010.

TSIMILLI-MICHAEL, M.; STRASSER, R. J. In vivo assessment of plants’ vitality:
applications in detecting and evaluating the impact of mycorrhization on host plants.
In: VARMA, A. (Ed.). Mycorrhiza: state of the art, genetics and molecular
biology, eco-function, biotechnology, eco-physiology, structure and
systematics. Dordrecht: Springer, 2008. p. 679-703.

YANG, G., YANG, L., JIANG, Y. L., LI, Y., WANG, P.; CHEN, L. Physiological



39

impacts of magnesium-deficiency in Citrus seedlings: photosynthesis, antioxidant
system and carbohydrates. Trees — Structure and Function, v. 26, n. 4, p. 1237-
1250, 2012.

YUSUF, M. A.; KUMAR, D.; RAJWANSHI, R.; STRASSER, R. J.; TSIMILLI-
MICHAEL, M.; GOVINDJEE; SARIN, N. B. Overexpression of y-tocopherol
methyltransferase gene in transgenic Brassica juncea plants alleviates abiotic stress:
Physiological and chlorophyll a fluorescence measurements. Biochimica et
Biophysica Acta, v. 1797, p. 1428-1438, 2010.

XIA, J.; TIAN, Q. Early stage toxicity of excess copper to photosystem Il of Chlorella
pyrenoidosa—OJIP chlorophyll a fluorescence analysis. Journal of Environmental
Sciences, v. 21, p. 1569-1574, 2009.



40

CAPITULO 2

Respostas fisiolégicas em plantas de batata-doce (Ipomea batatas L.) frente a
exposicao a diferentes concentracdes de cobre

Physiological responses in sweet potato plants (Ipomea batatas L.) against
exposure to different copper concentrations
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RESUMO

O cobre (Cu), em baixas concentracbes, é considerado micronutriente
essencial para as plantas por ser constituinte e ativador de diversas enzimas.
Porém, quando em excesso, pode afetar negativamente o crescimento e o
metabolismo vegetal. Com base no exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar as
respostas fisiolégicas em plantas de batata-doce submetidas a diferentes
concentracbes de Cu através dos parametros morfolégicos, metabolismo
antioxidante, perfil mineral e caracteristicas estomaticas. Para tanto, as mesmas
foram colocadas em sistema hidropdnico e cultivadas com solug&o nutritiva completa
por seis dias. Apés este periodo foram transferidas para solu¢cdo com diferentes
concentracbes de Cu: 0,041 (controle); 0,082 e 0,164 mM, por nove dias, sendo
entdo avaliadas. O principal efeito do aumento da disponibilidade de Cu foi nas
raizes pelo acimulo do mesmo nesse 6rgdo. As plantas de batata-doce cultivadas
na concentracdo de 0,082 mM de Cu apresentaram aumento da atividade das
enzimas antioxidantes e nenhuma alteracdo na taxa de crescimento. Na
concentracédo de 0,164 mM, o Cu foi transportado das raizes para tecidos aéreos.
Essa concentracdo alterou caracteristicas morfo-anatbmicas e ativou o sistema

antioxidante como forma de protecado ao estresse gerado pelo excesso de Cu.

Palavras-chave: Micronutriente. Metabolismo antioxidante. Perfil mineral. Sulfato de

cobre. Estresse.
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ABSTRACT

The copper (Cu) is considered an micronutrient at low concentrations, and it is
essencial for plants for being constitutive and activator of several enzymes. However,
when in excess it can affect negatively the plant growth and the metabolism.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the physiological responses in sweet
potato plants under different concentrations of Cu through morphological parameters,
antioxidant metabolism, stomatal characteristics, and mineral profile. To this end,
they were placed and grown hydroponically with nutrient solution for six days. After
this period, the plants were transferred to solution with different Cu concentrations:
0.041 (control), 0.082 and 0.164 mM for nine days for evaluation. The main effect of
increasing the availability of Cu in the roots was its accumulation in this organ. The
sweet potato plants cultivated in 0.082 mM Cu concentration showed decreased
increased activity of antioxidant enzymes, and no change in growth rate. The Cu in
0.164 mM concentration was transported from roots to aerial tissues. This
concentration altered the morpho-anatomical characteristics, and activated the
antioxidant system as a protection due to the stress generated by Cu excess.

Keywords: Micronutrient. Antioxidant metabolism. Mineral content. Copper sulphate.

Stress.
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2.1 INTRODUCAO

Os metais pesados ocorrem naturalmente no ambiente, no entanto, suas
concentragbes sao frequentemente elevadas como resultado de diferentes
processos antropogénicos, tais como mineracgao, fundicéo, aplicacdo de pesticidas e
fertilizantes inorganicos e emissdes atmosféricas. A contaminacdo ambiental por
metais tem se tornado um sério problema para as plantas, animais, vida aquética e
seres humanos (HARICHOVA et al., 2012). Dentre os diferentes metais toxicos
presentes no ambiente, o cobre (Cu) € o contaminante mais importante e estudado
nos Gltimos anos (CAMBROLLE et al., 2013).

O Cu, em baixas concentracdes, € considerado micronutriente essencial e
indispensavel para as plantas por ser constituinte e ativador de diversas enzimas
(BURKHEAD et al,, 2009). No entanto, quando em excesso, pode afetar
negativamente o crescimento e o metabolismo vegetal (FIDALGO et al., 2013). Os
limites de concentracdes de Cu nos tecidos variam entre as espécies e afetam de
forma diferenciada em funcdo das necessidades metabodlicas (BURKHEAD et al.,
2009).

O estresse abidtico afeta diretamente a fotossintese (SILVA et al., 2010).
Plantas submetidas ao excesso de Cu podem apresentar reducdo do transporte de
elétrons, bem como, inibicdo das enzimas do Ciclo de Calvin-Benson ou da taxa de
assimilacdo de CO, (BURZYNSKI; ZUREK, 2007). Aléem dos danos no aparato
fotossintético, altas concentracdes de Cu tem sido relacionado a alteragbes no
conteudo de pigmentos e na estrutura de cloroplastos (SHI-SHENG, 2007).

Concentragcdes elevadas de Cu podem ser relacionadas com a geracdo de
estresse oxidativo (SHI-SHENG, 2007), estando associado a producao de espécies
reativas de oxigénio (EROS) nas reac¢fes redox do tipo Fenton, que conduzem a
alteragbes nas vias metabolicas e danos a macromoléculas, resultando na reducéo

do crescimento e desenvolvimento das plantas (FIDALGO et al., 2013). As EROS
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sdo geradas, de forma controlada, como produto do metabolismo fotossintético e
respiratorio, atuando como moléculas sinalizadoras na via de transducéo de sinal
redox (SILVA et al, 2010). As plantas sdo capazes de evitar disturbios
homeostéticos e danos celulares, produzidos pelo aumento na geracdo de EROS,
por meio da indugédo da atividade das enzimas antioxidantes, como resposta aos
efeitos téxicos causados pelos metais pesados (BOOJAR; GOODARZI, 2007).

Alteracfes anatbmicas também podem estar associadas a caracteristicas que
atribuem tolerancia a diferentes condicbes ambientais, como seca, alagamento e
estresse por metais, como o0 Cu (PANOU-FILOTHEOU; BOSABALIDIS;
KARATAGLIS, 2001; RIBEIRO et al, 2012), promovendo modificacdes,
principalmente, nas caracteristicas estomaticas. Os estbmatos sao estruturas
sensiveis e importantes para o crescimento e desenvolvimento, pois tém papel
preponderante ao regular simultaneamente o fluxo transpiratorio para a atmosfera e
o fluxo de CO, para o interior da folha (SILVA; ALQUINI; CAVALLET, 2005). Essas
estruturas podem variar em forma, tamanho e quantidade em funcdo de fatores
abidticos, acarretando variacbes nas condicbes fotossintéticas (ADAMSKI et al.,
2012).

Desta forma, as plantas que crescem em ambientes com altas concentracdes
de Cu podem desenvolver mecanismos de defesa contra a toxicidade. A tolerancia e
o grau de adaptacdo das plantas é altamente variavel, onde a eficiéncia e a
capacidade dos mecanismos de desintoxicacdo desempenham papel importante
(BOOJAR; GOODARZI, 2007). Aléem disso, diferentes vias de sequestro e
imobilizacdo regulam a absorcao, distribuicdo e a desintoxicacdo de ions metalicos
nas plantas (JANAS et al., 2010).

A batata-doce [Ipomoea batatas (L.)] € uma hortalica que se destaca pela
facilidade de cultivo, rusticidade, ampla adaptacéo a diferentes tipos de solo e clima,
alta tolerancia a seca, biomassa elevada e baixo custo de producdo (LOW et al.,
2007; ANDRADE JUNIOR et al., 2012). Além disso, a batata-doce tem sido utilizada
como planta modelo em trabalhos na &rea da nutricdo de plantas e metabolismo
vegetal devido a sua 6tima propagacao e sua grande capacidade de crescimento em
curto periodo de tempo (ADAMSKI et al., 2011; 2012).

Com base no exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar as respostas
fisiologicas em plantas de batata-doce submetidas a diferentes concentracdes de Cu

através dos parametros morfolégicos, metabolismo antioxidante, perfil mineral e
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caracteristicas estomaticas.

2.2 MATERIAL E METODOS
Material vegetal e condi¢des de cultivo

Para a realizacdo do trabalho, mudas de batata-doce foram obtidas a partir de
ramos apicais (x oito cm de comprimento e quatro folhas por ramo) de plantas
estabelecidas em casa-de-vegetacdo, as quais foram enraizadas em agua por 5
dias. Posteriormente, as plantas foram transferidas para um sistema hidropdnico de
raiz flutuante de fluxo continuo e cultivadas em solugdo nutritiva completa de
Hoagland e Arnon (1938) por seis dias. Apds esse periodo, as plantas foram
submetidas a soluc¢des nutritivas com diferentes concentracdes de Cu: 0,041; 0,082
e 0,164 mM, na forma de sulfato de cobre (CuS0O4.5H,0), por mais nove dias. Os
tratamentos foram definidos apds ensaios preliminares que mostraram que o cultivo
em concentracdes menores a estas ndo causaram alteragdes nos parametros de
crescimento, sendo entdo estabelecida como controle a concentracdo de 0,041 mM
de Cu. As solucdes foram renovadas a cada trés dias e o pH das mesmas foram
ajustados para %5,8. Ao final do periodo de estresse, as plantas foram coletadas e
avaliadas quanto aos parametros morfolégicos, metabolismo antioxidante, trocas

gasosas, perfil mineral e caracteristicas estomaticas.

Parametros morfolégicos

Os parametros avaliados foram: comprimento de ramos, avaliado com auxilio
de régua centimetrada (cm); namero de folhas; massa fresca da parte aérea e do
sistema radicular (mg); massa seca de parte aérea e do sistema radicular, obtida
pela pesagem do material vegetal apés secagem em estufa de ventilacédo forcada a
70°C até peso constante (mg) e area foliar, estimada utilizando-se de medidor de

area foliar Li-Cor, modelo LI-3100 (cm? planta™).

Metabolismo antioxidante

Para a atividade das enzimas antioxidantes, £ 200 mg de matéria fresca (MF)
de folhas e raizes foi macerado em N,, acrescido de 20% de PVPP
(polivinilpolirridona) e homogenizado com 1,8 mL de meio de extracdo (tampéo
fosfato de potassio 100 mM pH 7,8; EDTA 0,1 mM e acido ascérbico 20 mM). O
homogenato foi centrifugado a 13.000 g por 20 minutos (4°C) e o sobrenadante
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utilizado para determinacéo da atividade das enzimas e para a quantificagdo das
proteinas pelo método de Bradford (1976).

A atividade da superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi avaliada pela
capacidade da enzima em inibir a fotorreducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT)
(GIANNOPOLITIS; RIES, 1977) no meio de reacdo (fosfato de potassio 100 mM
pH 7,8; metionina 14 mM; EDTA 0,1 uM; NBT 75 uM e riboflavina 2 pM). Uma
unidade da SOD foi considerada a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a
fotorreducéo do NBT nas condicbes de ensaio. Os resultados foram expressos em
U.mg proteina™.

A atividade da ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) foi determinada
segundo Nakano e Asada (1981), monitorando-se a taxa de oxidacdo do ascorbato
(ASA) a 290 nm. O meio de reacao foi composto de tampéo fosfato de potassio 100
mM (pH 7,0), acido ascorbico 0,5 mM e H,0, 0,1 mM e extrato enzimatico. O
decréscimo na absorbancia foi monitorado por um minuto e meio e os resultados
foram expressos em pmol ASA min™ mg proteina™.

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada conforme descrito
por Azevedo et al. (1998). O extrato enzimatico foi adicionado ao meio de reacdo
(tampao fosfato de potassio 50 mM pH 7,0 e H,0, 12,5 mM) e a atividade da enzima
foi monitorada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, durante um minuto e
meio. Os resultados foram expressos em umol H,O, min™mg de proteina™.

O conteudo de peréxido de hidrogénio (H,O,) e peroxidacao lipidica foram
determinados em * 300 mg de matéria fresca (MF) de folhas e raizes. Os tecidos
foram macerados em N, acrescido de 20% de PVPP e 2 mL da solucéo de extracao
contendo acido tricloroacético (TCA) a 0,1%. O homogenato foi centrifugado a
12.000 g, durante 20 minutos e o sobrenadante foi separado para analises
seguintes.

A peroxidacéo lipidica foi determinada por meio da quantificacdo de espécies
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), conforme descrito por Cakmak e Horst
(1991). O TBA forma complexos de cor avermelhada com aldeidos de baixa massa
molecular, como o malonodialdeido (MDA), produto secundario do processo de
peroxidacdo. A concentracdo do complexo MDA/TBA foi calculada pela seguinte
equacao: [MDA] = (A535 — A600)/(¢.b), em que: ¢ (coeficiente de extincdo = 1,56

x10™ cm™); b (comprimento 6tico = 1). A peroxidacao foi expressa em pmol g* MF.
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A quantificacdo de perdxido de hidrogénio foi determinada de acordo com
Velikova et al. (2000). As leituras foram realizadas em espectrofotbmetro a 390 nm e

a concentracéo de H,0, foi expressa em pmol g* MF.

Perfil mineral

As concentracdes de macro (N, P, K, Ca e Mg) e micronutrientes (Cu, Zn, Fe
e Mn) foram avaliadas a partir da massa seca de folhas e raizes conforme
metodologia descrita por Tedesco et al. (1995). Para observar o efeito das diferentes
concentracdes de Cu, os nutrientes foram quantificados em folhas ja estabelecidas
antes da aplicacao dos tratamentos com Cu (denominada folhas velhas), folhas que

se desenvolveram apos a aplicacdo do Cu (denominada folhas novas) e raizes.

Andlises anatdbmicas quantitativas

Para as avaliacbes estométicas, foram coletadas folhas novas,
completamente expandidas, do segundo ou terceiro né, as quais foram fixadas em
solucdo de Karnosky (RUZIN, 1999). Os cortes paradérmicos foram realizados
manualmente no terco médio das folhas. Cada seccao foi clarificada em solucéo de
hipoclorito de sddio 5%, corada com solu¢cédo de azul de toluidina 0,05% em tampao
fosfato 0,1 M (KRAUS; ARDUIM, 1997) e montadas em laminas com Glicerina 50%.
Os cortes foram observados e capturados com camera digital Sony, modelo Mpeg
movie EX, 3.3 Megapixels acoplada ao microscopio Optico (modelo Axiostar Plus,
Zeiss) e as imagens digitalizadas em aumento de 20x. Conforme Adamski et al.
(2012), para o indice estomatico (IE — percentual de estdmatos em relagdo ao total
de células epidérmicas) nas epidermes abaxial (Ab) e adaxial (Ad), foram
observados dois campos de cinco plantas por tratamento e para o diametro polar
(DP; comprimento das ceélulas-guarda) e equatorial (DE; largura das células-guarda)
foram utilizadas cinco plantas por tratamento, sendo medidos cinco estbmatos por
planta. Para medir as dimensdes dos estdmatos foi utilizado o programa Zeiss-Axio
Vision 3.1.

O calculo do IE foi feito de acordo com a férmula de Cutter (1986):
I = L] #* 100 | onde:
(CE1ME]

IE = indice estomatico;

NE = nimero de estbmatos;
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CE = numero de células epidérmicas propriamente ditas.

Analise estatistica

O delineamento foi inteiramente casualizado constituido de trés
concentracfes de cobre como niveis do fator tratamento (0,041; 0,082 e 0,164 mM)
e trés repeticbes (cinco plantas por repeticdo). Os resultados foram submetidos a
analise da variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p <
0,05) (MACHADO; CONCEICAO, 2007).

2.3 RESULTADOS

As plantas cultivadas com 0,041 e 0,082 mM de Cu nao apresentaram
diferenca nos parametros de crescimento, porém, a exposicédo a 0,164 mM provocou
drastica diminui¢do nos valores observados para estas variaveis (p<0,05) (Figura 1).
Quando comparados ao controle, houve reducao de 246, 79 e 370% nos valores
obtidos para o comprimento dos ramos (p = 0,0002), para o numero de folhas (p =
0,0005) e para a area foliar (p = 0,003) das plantas cultivadas com 0,164 mM de Cu,
respectivamente. Essa concentracdo de Cu, também proporcionou reducdo na
massa fresca da parte aérea (MFPA; p = 0,002), sistema radicular (MFSR; p = 0,01),
massa seca da parte aérea (MSPA; p = 0,02) e sistema radicular (MSSR; p = 0,005)
alcancando valores de até 424, 118, 309 e 148% inferiores aos observados nas
plantas cultivadas com a menor concentracéo de Cu.

Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade das enzimas antioxidantes
SOD e APX, nos tecidos foliares, ndo mostraram diferenca significativa entre os
tratamentos com concentracdes variadas de Cu (p>0,05) (Figura 2A e 2B). No
entanto, na concentracédo de 0,164 mM, a atividade da enzima CAT aumentou 263%
em relacdo as demais concentracdes (p = 0,005) (Figura 2C).

Nos tecidos radiculares, a atividade de todas as enzimas antioxidantes
avaliadas diferiram entre os tratamentos. A atividade da SOD aumentou 216% na
concentracéo de 0,082 mM de Cu e 103% na concentracao de 0,164 mM em relagcao
a menor concentracao, 0,041mM (p = 0,0006) (Figura 2A). A atividade da APX na
concentracdo de 0,082 mM foi 150% maior em relacdo a menor concentragao,
enquanto que no cultivo com 0,164 mM de Cu ocorreu reducdo na atividade,
alcancando valores iguais aos observados no tratamento com 0,041 mM (p =0,001)
(Figura 2B). A atividade da CAT, nas raizes cultivadas com 0,082 e 0,164 mM de
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Cu, foi incrementada em 320% em relagcdo a menor concentracéo utilizada (p = 0,01)
(Figura 2C).

Quanto a quantidade de perdxido de hidrogénio e a formacédo de MDA (grau
de peroxidacao lipidica das membranas), tanto em folhas quanto em raizes, néo foi

observada diferenca significativa entre os tratamentos (p>0,05).
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Figura 1. Efeito de diferentes concentracdes de cobre (Cu) sobre os parametros
morfologicos em plantas de batata-doce (Ipomea batatas L.): (A) Comprimento dos
ramos; (B) Numero de folhas; (C) Area foliar; (D) Massa fresca da parte aérea
(MFPA); (E) Massa seca da parte aérea (MSPA); (F) Massa fresca do sistema
radicular (MFSR); (G) Massa seca do sistema radicular (MSSR). Médias seguidas da
mesma letra, entre tratamentos, ndo diferem significativamente pelo teste F (p<0,05).
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Figura 2. Efeito de diferentes concentracbes de cobre (Cu) sobre o metabolismo
antioxidante em plantas de batata-doce (Ilpomea batatas L.): (A) Superdxido
dismutase (SOD); (B) Ascorbato peroxidase (APX); (C) Catalase (CAT). Médias
seguidas de letras minusculas iguais, nos tecidos foliares, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro. Médias seguidas de letras
maiusculas iguais, nos tecidos radiculares, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade de erro.
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Em relagdo as analises anatdmicas nas folhas de batata-doce, ndo foram
observadas alteracdes na epiderme adaxial (p<0,05) (Tabela 1) pelas concentracdes
de Cu utilizadas. Entretanto, na epiderme abaxial, o indice estomatico (IE) foi
incrementado em 34% com o aumento da concentragédo de Cu (p = 0,0003). Em
relacdo ao estudo do diametro polar e equatorial da epiderme abaxial, 0 aumento da
concentracdo de Cu proporcionou diminuicdo do tamanho dos estématos (p>0,05),
com reducao em torno de 19% no diametro polar (DPPEAb; p= 0,0002) nas maiores
concentracdes e de 9% no diametro equatorial (DEEEAb; p = 0,01) em relacdo ao

tratamento controle.

Tabela 1. indice estomatico e didmetro dos estdbmatos (média + erro padréo) de
folhas de batata-doce (Ipomea batatas L.) cultivadas com diferentes concentracdes
de cobre (Cu).

Tratamentos (mM de Cobre)
EPIDERME ADAXIAL
Caracteristica 0,041 0,082 0,164
IEAd ™ 4,67 £0,39 a 5,56 + 0,40 a 4,74 + 0,38 a
DPPEAd ™ 19,74 £ 0,27 a 18,59 +0,38a 18,31+ 0,46 a
DEEEAd ™ 1365+0,13a 1345+0,20a 13,25+0,35a
Tratamentos (mM de Cobre)
EPIDERME ABAXIAL

Caracteristica 0,041 0,082 0,164
IEAb 19,73+1,52b 29,32+0,71a 26,51+1,10 a
DPPEAb ~ 19,40 + 0,30 a 16,95+0,20b 16,30 +0,42 b

DEEEAb ™ 13,87 +0,24 a 13,34+0,32ab 12,67 +0,39 b

IEAd = indice estomatico da epiderme adaxial; DPEEAd = diametro polar dos estbmatos da epiderme
adaxial; DEEEAd = diametro equatorial dos estdbmatos da epiderme adaxial; IEAb = indice estomatico
da epiderme abaxial; DPEEAb = didmetro polar dos estdbmatos da epiderme abaxial, DEEEAb =
didmetro equatorial dos estdbmatos da epiderme abaxial; **, significativo pelo teste F a 1% de
probabilidade de erro. ™ nao significativo.
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O aumento da concentracdo de Cu também modificou o teor de outros
nutrientes nas folhas (Tabela 2). Para as folhas que se desenvolveram apos a
aplicacdo dos tratamentos (folhas novas), foi observado menor conteddo de
macronutrientes e de Zn com o aumento da concentracdo de Cu, entretanto, os
valores de Cu, Fe e Mn foram reduzidos na concentragdo de 0,082 mM de Cu e
elevados na concentragdo superior. Para as folhas ja estabelecidas (folhas velhas),
a aplicacdo das concentracdes de Cu, mostrou respostas semelhantes as folhas
novas em relacdo aos macronutrientes e ao Zn. Em contrapartida, os
micronutrientes Cu e Mn aumentaram em grande amplitude com o aumento da
disponibilidade de Cu e na avaliagdo do conteudo de Fe foi similar ao encontrado
nas folhas novas.

O maior acumulo de micronutrientes foi observado nos tecidos radiculares
(Tabela 2). O contetido de Fe aumentou com a disponibilidade de Cu, enquanto que
0 Mg, Zn, Mn e K diminuiram. O valor de P reduziu na concentragcdo de 0,082 mM e
aumentou na concentracdo de 0,164 mM e o Cu apresentou resposta contraria, ou
seja, foi elevado na concentracdo intermediaria e reduzido na superior. Ja, as

analises de N e Ca ndo apresentaram diferenca entre os tratamentos nesse 6rgao.



54

Tabela 2. Teores de nutrientes minerais presentes na massa seca de folhas e raizes
de batata-doce (Ipomea batatas L.) cultivadas com diferentes concentracdes de
cobre (Cu).

Tratamentos (mM de Cobre)
FOLHAS NOVAS

0,041 0,082 0,164
Macronutrientes (g kg™ de massa seca)
N 44,13 40,67 315
P 8,23 6,66 6,65
K 76,72 69,56 51,17
Ca 10,9 7,71 6,3
Mg 5,47 4,78 4,25
Micronutrientes (mg kg™ de massa seca)
Cu 29,55 28,53 37,19
Zn 36,41 28,12 23,34
Fe 222,28 74,38 100,64
Mn 253,68 185,62 340,31

Tratamentos (mM de Cobre)
FOLHAS VELHAS

0,041 0,082 0,164
Macronutrientes (g kg™ de massa seca)
N 33,75 35,48 27,0
P 5,23 3,69 2,96
K 49,83 45,81 32,15
Ca 22,69 19,06 15,25
Mg 12,38 10,90 6,07
Micronutrientes (mg kg™ de massa seca)
Cu 17,83 17,83 97,31
Zn 37,68 27,56 29,1
Fe 206,52 196,9 452,43
Mn 1486,63 1509,73 1602,13

Tratamentos (mM de Cobre)
RAIZES

0,041 0,082 0,164
Macronutrientes (g kg™ de massa seca)
N 37,38 41,36 35,65
P 58,37 26,69 62,71
K 71,6 66,49 22,50
Ca 9,12 9,42 11,72
Mg 14,26 10,44 2,71
Micronutrientes (mg kg™ de massa seca)
Cu 56,54 1997,07 995,99
Zn 94,9 90,68 54,27
Fe 4778,05 6221,97 7258,96

Mn 223,16 113,02 82,91
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2.4 DISCUSSAO

As plantas de batata-doce tratadas com as diferentes concentracdes de Cu
sobreviveram ao periodo experimental, embora tenham apresentado algumas
caracteristicas visiveis tipicas da toxidez por Cu. Segundo CAMBROLLE et al.
(2012), a clorose e a inibicdo do crescimento sdo 0s sintomas comumentes descritos
para a maioria das plantas cultivadas em elevadas concentragbes de Cu. Neste
estudo, houve reducdo dos parametros de crescimento nas plantas cultivadas com
0,164 mM de Cu quando comparadas as demais concentracdes (Figura 1). Esses
resultados comprovam a estratégia das plantas que, sob estresse pela alta
concentragdo do metal, tendem a utilizar a energia em mecanismos de tolerancia,
limitando outros processos, como o crescimento (POSMYK; KONTEK; JANAS,
2009).

A clorose foliar ndo foi visivelmente observada nas plantas de batata-doce
estudadas, no entanto, possivelmente a nivel intercelular, houve diminuicdo do
conteudo de pigmentos fotossintéticos, este efeito, pode estar associado a toxidez
por Cu (LIU et al., 2004; MOURATO; MARTINS; CAMPOS-ANDRADA, 2009). Os
resultados observados no perfil mineral de plantas de batata-doce sugerem que
maiores concentracoes de Cu (0,082 e 0,164 mM) (Tabela 2): (1) reduziram
consideravelmente a concentracdo foliar de alguns macronutrientes, como Mg e N;
(2) provocaram a imobilizacdo de Fe nas raizes e esse micronutriente
provavelmente ndo foi translocado para a sintese de clorofila nas folhas; e (3)
causaram a degradacdo das moléculas de clorofila (MATEOS-NARANJO et al.,
2008). A biossintese de clorofila é dependente da assimilagcédo do N e de Fe (XIONG;
LIU; GENG, 2006; ADAMSKI et al., 2011) e a substituicao do anel central de Mg pelo
fjon Cu na molécula de clorofila causa danos na sua biossintese (CAMBROLLE et
al., 2013).

O indice estomatico (IE) € um parametro que permite obter informacdes sobre
a diferenciacdo celular na superficie epidérmica foliar (TICHA, 1982) e o diametro
dos estbmatos estd diretamente relacionado com o tamanho dessas estruturas,
sendo que condi¢cdes ambientais podem influenciar nessas caracteristicas (RIBEIRO
et al., 2012). As folhas de batata-doce sdo caracterizadas por serem anfiestomaticas
com estématos paraciticos (GLORIA; GUERREIRO, 2006). Na epiderme abaxial de
folhas de batata-doce, as mais altas concentragédo de Cu provocaram diminuicdo do

tamanho dos estbmatos e, consequentemente, aumento do nimero dos mesmos
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(Tabela 1). A resposta inversa foi visualizada em folhas tratadas com 0,041 mM de
Cu que apresentaram menor namero de estdmatos porém em maior tamanho.
Estudos apontam que o numero de estdmatos é inversamente proporcional ao
tamanho das células-guarda, refletindo no melhor controle da taxa transpiratoria
(PANOU-FILOTHEOU; BOSABALIDIS; KARATAGLIS, 2001). Conforme Ribeiro et
al. (2012), essa resposta, frequentemente observada em condi¢cdes de aumento da
intensidade luminosa e de menor disponibilidade de agua, pode estar associada com
uma maior funcionalidade estomatica, pois os estbmatos se tornam mais elipticos.
Desta forma, esses resultados também indicam o envolvimento de metais pesados
na iniciagdo, desenvolvimento e fungdo estomética (RIBEIRO et al., 2012).

O Cu, quando em excesso, € capaz de catalisar a produ¢do de EROS como
radicais superoxido (O, "), peréxido de hidrogénio (H,O-) e radicais hidroxila (OH"),
causando danos as moléculas biologicas (DNA, RNA e proteinas) e nas membranas
celulares (peroxidacdo lipidica) (SHI-SHENG, 2007). A habilidade das enzimas
antioxidantes, SOD, APX e CAT, para remover EROS, dependendo da cooperacao
entre elas, é um fator fundamental para determinar a resisténcia das plantas ao
estresse ambiental (SHI-SENG, 2007). A enzima SOD, considerada a primeira linha
de defesa antioxidante, tem a funcdo de dismutar O, em H,O,, conferindo protecédo
incompleta da célula e refletindo o funcionamento da mesma (MELONI et al., 2003).
O H,0,, precursor de OH’, é altamente t6xico e necessita ser degradado pela CAT e
APX.

No presente estudo, a atividade do sistema antioxidante (Figura 2) foi mais
pronunciada no sistema radicular das plantas de batata-doce do que na parte aérea.
Essa diferenca entre os 6rgdos da planta deve-se, principalmente, as baixas
quantidades de Cu encontradas nas folhas em relacdo as raizes (Tabela 2). Com
base nisso, & possivel inferir que as raizes desenvolveram mecanismos de
sequestro e compartimentalizacdo com o incremento da disponibilidade de Cu,
atuando, desta forma, para melhorar a tolerancia a metais pesados (MATEOS-
NARANJO et al., 2008). Segundo Cambrollé et al. (2013), na maioria das espécies,
o primeiro efeito do Cu ocorre nas raizes; no entanto, em altas concentracdes, pode
ser translocado para a parte aérea e interferir em diversos processos fisiologicos.

Nas folhas, as diferentes concentragcbes de Cu né&o alteraram a atividade da
SOD e da APX (Figura 2A e 2B), porém, provocaram aumento na CAT (Figura 2C)

com o incremento da disponibilidade do nutriente. A CAT é uma enzima responsavel
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pela eliminagdo de H,0O, da planta, convertendo-o em agua e O, e esta localizada,
principalmente, nos peroxissomos, sendo produzida por plantas sob condi¢cdes de
estresse oxidativo na presenca de metais pesados e metaldides (MITTLER, 2002;
GRATAO et al., 2005; THOUNAOJAM et al., 2012). A atividade da CAT pode estar
relacionada ao ciclo fotorrespiratério que eleva o conteaddo de H,O, nos
peroxissomos, fato que pode justificar o0 aumento na atividade dessa enzima nos
tecidos foliares. A fotorrespiracdo é considerada um dreno alternativo para ajudar a
consumir poder redutor gerado pela cadeia de transporte de elétrons cloroplastidicos
(HEBER et al., 1996; WINGLER et al., 1999).

Os resultados mostram que a elevada quantidade de Cu acumulada nas
raizes induziu estresse oxidativo, fato esse que pode ser evidenciado pelo aumento
na atividade das enzimas antioxidantes até 0,082 mM de Cu. No entanto, na
concentracéo superior (0,164 mM), a atividade da SOD e da APX (Figura 2A e 2B)
foram reduzidos e da CAT (Figura 2C) permaneceu constante. Essas respostas
sugerem que a concentracdo de 0,082 mM pode ser considerada toxica nas raizes
pois desencadearam a atividade conjunta das enzimas antioxidantes. Contudo, as
plantas que receberam elevada quantidade de Cu (0,164 mM) foram capazes de
desenvolver mecanismos de exclusao e acumulagcéo (JANAS et al., 2010), que pode
ser justificado pelo alto contetdo de Cu encontrado nas folhas velhas (Tabela 2).
Segundo Kabata-Pendias e Pendias (2001), o Cu em concentracdes adequadas,
tem baixa mobilidade em plantas e a maior parte deste metal permanece em tecidos
de raizes e folhas velhas até a senescéncia; apenas pequenas quantidades pode
mover-se para 6rgdos em desenvolvimento. No entanto, com base nesses autores,
elevado fornecimento de Cu pode aumentar o transporte para folhas senescentes e
remover o excesso de micronutriente. A diminuicdo na atividade de SOD e APX
também sugere que o aumento na disponibilidade de Cu (0,164 mM) pode ter
inibido, a nivel molecular, a expressdo das enzimas envolvidas no metabolismo
antioxidativo (SRIVASTAVA et al.,, 2006; MOURATO; MARTINS; CAMPOS-
ANDRADA, 2009; POSMYK; KONTEK; JANAS, 2009).

De acordo com os resultados apresentados neste trabalho, o principal efeito
do aumento da disponibilidade de Cu foi nas raizes. Os tecidos radiculares, os
primeiros 6rgdos em contatos com o metal, apresentaram aumento da atividade das
enzimas antioxidantes e, devido a grande quantidade de Cu disponivel (0,164 mM),

foram capazes de transportar o excesso para a parte area. Nas folhas velhas houve
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exclusdo do Cu em excesso (Tabela 2) e nas folhas novas, o nutriente provocou
sintomas semelhantes aos de déficit hidrico. Como ndo houve comprometimento da
fase fotoquimica (capitulo 1), podemos inferir que o excesso de Cu nas folhas
ocasionou o0 acumulo de NADPH devido a: (1) diminuicdo do ciclo de reducdo do
carbono fotossintético, pois altas concentracdes de Cu provocaram a diminui¢cdo do
crescimento (Figura 1) e, possivelmente, inibicdo as enzimas acido-3-fosfoglicérico
(PGK) e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) do Ciclo de Calvin-Benson
(BURZYNSKI; ZUREK, 2007); (2) diminuicdo do tamanho de estématos e aumento
do indice estomatico na epiderme abaxial e, este efeito, é geralmente atribuido a
tolerancia frente a diferentes condicbes ambientais (RIBEIRO et al., 2012); e (3)
infere reducao e/ou inibicdo da sintese da Rubisco e da atividade da nitrito redutase
(NR) devido a diminuicdo dos niveis de N foliares (CAMBROLLE et al., 2012).
Segundo Bussotti et al. (2011), o poder redutor (NADPH) gerado pela cadeia de
transporte de elétrons ndo é necessariamente usado para o metabolismo de
carbono, e sim, pode ser encaminhado para outras vias bioquimicas. Dessa forma, o
NADPH pode ter sido consumido pela fotorrespiracéo, provocando aumento de H,0O,
livre e, como consequéncia, aumento na atividade da CAT nos tecidos foliares
(Figura 2).

2.5 CONCLUSAO

As plantas de batata-doce sdo capazes de tolerar a toxidez por Cu até certa
concentracdo (0,082 mM). A partir dessa, o Cu, em excesso, é transportado das
raizes para tecidos aéreos, provocando alteracbes nas caracteristicas morfo-
anatdmicas e ativando o sistema antioxidante como forma de protecdo ao estresse

gerado pelo excesso de Cu.
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CAPITULO 3
Respostas fisiolégicas em plantas de batata-doce (Ipomea batatas L.) em
funcédo de diferentes concentracfes de cobre e zinco

Physiological responses in sweet potato plants (Ipomea batatas L.) due to
different copper and zinc concentration
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RESUMO

O cobre (Cu) e zinco (Zn) s&o micronutrientes essenciais para as plantas e
pouco se sabe sobre o efeito combinado desses elementos sobre 0s processos
fisiolégicos. Com base nisso, o objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos das
concentragbes de Cu e Zn, de forma combinada, através de parametros
morfolégicos, metabolismo antioxidante e perfil mineral em plantas de batata-doce.
Para tanto, as mesmas foram colocadas em sistema hidropénico e cultivadas com
solucédo nutritiva completa por seis dias. Apos, foram transferidas para a mesma
solugdo com tratamentos contendo diferentes concentracdes dos dois nutrientes: 1
(0,041 mM Cu + 0,085 mM Zn - controle); 2 (0,041 mM Cu + 0,850 mM Zn); 3 (0,123
mM Cu + 0,085 mM Zn) e 4 (0,123 mM Cu + 0,850 mM Zn), durante nove dias. As
plantas cultivadas nos tratamentos 2, 3 e 4 apresentaram reducdo dos parametros
morfolégicos, aumento do conteddo de H,O, e da peroxidacédo lipidica quando
comparadas ao controle. O aumento da concentracdo de micronutrientes, na forma
combinada, também modificou o teor de outros nutrientes nos orgaos das plantas.
Nas folhas, as atividades da SOD e CAT foram estimuladas no T2. Enquanto que
nas raizes, as enzimas SOD, APX e CAT foram acionadas no mesmo tratamento. A
atividade da SOD reduziu nos tratamentos 3 e 4 enquanto que as atividades das
APX e a CAT permaneceram elevadas. Portanto, 0 aumento de Zn independente da
concentracdo de Cu (T2 e T4) causou diminuicdo na absorcdo e transporte de
macronutrientes; promoveu mecanismos de competicdo, sequestro e
compartimentalizacdo de micronutrientes nas raizes e provocou estresse oxidativo e

danos nas membranas em plantas de batata-doce.

Palavras-chave: Nutricdo mineral. Micronutriente. Metabolismo antioxidante. Perfil

mineral. Parametros de crescimento.
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ABSTRACT

The copper (Cu) and zinc (Zn) are essential micronutrients in plants, and the
knowledge about the combined effect of these elements on physiological processes
is restricted. Therefore, the objective of this study was to evaluate the physiological
responses induced by the combination of Cu and Zn, analyzing the morphological
parameters, antioxidant metabolism and mineral content in sweet potato plants. For
this analysis, the plants were placed and grown hydroponically with nutrient solution
for six days. After this period, the plants were transferred to the same solution with
different treatments: 1 (0.041 mM Cu + 0.085 mM Zn - control), 2 (0.041 mM Cu +
0.850 mM Zn) 3 (0.123 mM Cu + 0.085 mM Zn) and 4 (0.123 mM Cu + 0.850 mM
Zn) for evaluation. The plants grown with 2, 3 and 4 treatments showed reduction of
all morphological parameters, increase of H,O, content, and lipid peroxidation when
compared to control. The increase in concentration of micronutrients in combined
form also modified the content of other nutrients in plant organs. In leaves, the
activities of SOD and CAT were stimulated in T2. While in roots, SOD, CAT, and
APX were activated in the same treatment. The SOD activity decreased in 3 and 4
treatments, but remained high in the APX and CAT. Thus, the increase of Zn
independent of Cu concentration (T2 and T4) caused decrease in nutrients
absorption and transport, promoted a competition mechanisms, the capture and
compartmentalization of micronutrients in the roots, and caused oxidative stress and

damage membranes in sweet potato plants.

Keywords: Mineral nutrition. Micronutrient. Antioxidant metabolism. Mineral content.

Growth parameters.
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3.1 INTRODUCAO

O cobre (Cu) e o zinco (Zn) estdo presentes naturalmente no ambiente e, em
baixas concentra¢des, sdo micronutrientes essenciais para as plantas (GIANPAOLI
et al., 2012). No entanto, também sdo originados das atividades agricolas e
industriais e nesse caso, quando em altas concentracdes, podem ser toxicos as
plantas (NAGAJYOTI; LEE; SREEKANTH, 2010; GIANPAOLI et al., 2012). Algumas
espécies podem tolerar 0 excesso de metais pesados adotando estratégias de
compartimentalizacdo, quelacdo com metalotioneina ou exclusdo (BROADLEY et al.,
2007). Todavia, o Cu e o Zn podem acumular-se nos tecidos vegetais, causando
mudancas fisiolégicas e bioquimicas, reducdo de crescimento e perda da
produtividade (GIANPAOLI et al., 2012).

Os ions Cu tém sido descritos por induzir alteracbes no metabolismo das
células vegetais através de sua ligacdo aos grupos sulfidrii de proteinas de
membrana ou de enzimas; da taxa de peroxidacéo lipidica; da absorcdo de outros
elementos essenciais; da sintese da clorofila e do transporte de elétrons (efeito
toxico sobre as reacdes primarias de fotossintese); e, principalmente, da formacéo
de radicais livres e espécies reativas de oxigénio (EROS) através das reacdes de
Haber-Weiss e Fenton por seu um metal de transicdo redox ativo (POSMYK;
KONTEK; JANAS, 2009).

As plantas afetadas por altas concentracbes de Zn podem apresentar
sintomas semelhantes a toxidez por outros metais pesados, como cadmio ou
chumbo (SAGARDOY et al., 2009). Na maioria dos casos, 0 excesso de Zn causa:
inibicdo de crescimento e alteragbes na morfologia das raizes; reducdo de
biomassa; geracdo de EROS e inducéo de clorose nas folhas jovens; diminuicdo no
conteudo de agua nos tecidos e alteracdes na absorcéo, translocacao e utilizagédo de
outros elementos essenciais (como fésforo, ferro ou magnésio) (SHI; CAl, 2009;
YANG et al., 2011).
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Os efeitos isolados do Cu e Zn sobre o metabolismo das plantas tém sido
amplamente estudados; no entanto, pouco se sabe sobre o efeito combinado desses
elementos sobre os processos fisiolégicos (UPADHYAY; PANDA, 2010). Ambos
ocorrem simultaneamente em solos contaminados e em agua de irrigacdo e a
interacdo entre eles pode resultar em efeitos prejudiciais aditivos ou sinérgicos
(KASIM, 2005). Essa informacao € de fundamental importancia para programas de
melhoramento visando o desenvolvimento de genotipos tolerantes, capazes de
apresentar alta produtividade sob condicfes estressantes (SILVA et al., 2010).

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos das
concentragbes de Cu e Zn, de forma combinada, através de parametros
morfolégicos, metabolismo antioxidante e perfil mineral em batata-doce [Ipomea
batatas (L.)], planta modelo utilizada em estudos na area da nutricdo de plantas e
metabolismo vegetal (ADAMSKI et al., 2011; 2012).

3.2 MATERIAL E METODOS
Material vegetal e condi¢cdes experimentais

Para a realizacdo do trabalho, ramos apicais (£ 8 cm de comprimento e 4
folnas por ramo) de batata-doce obtidos de plantas estabelecidas em casa-de-
vegetacao, foram enraizados em &gua por cinco dias. Posteriormente, 0s ramos,
contendo sistema radicular de aproximadamente 5 cm de comprimento, foram
transferidos para um sistema hidropbnico de raiz flutuante de fluxo continuo e
cultivadas em solugao nutritiva completa de Hoagland e Arnon (1938) por seis dias.
ApoOs este periodo, as mesmas foram cultivadas em solugéo nutritiva com diferentes
concentragdes de Cu (0,041 e 0,123 mM) e Zn (0,085 e 0,850 mM), nas formas de
sulfato de cobre (CuS0O4.5H,0) e sulfato de zinco (ZnS0O,4.7H,0), por nove dias.
Assim, foram realizados quatro tratamentos: 1 (T1; 0,041 mM Cu + 0,085 mM Zn); 2
(T2; 0,041 mM Cu + 0,850 mM Zn); 3 (T3; 0,123 mM Cu + 0,085 mM Zn) e 4 (T4;
0,123 mM Cu + 0,850 mM Zn). Os tratamentos foram definidos apds ensaios
preliminares que avaliaram parametros de crescimento, sendo o tratamento com
menores concentracdes de micronutrientes (T1) considerado como controle. As
solucbes foram renovadas a cada trés dias e o pH das mesmas foram ajustados
para +5,8. No final do periodo experimental (com as diferentes concentracdes de Cu
e Zn), as plantas foram coletadas e avaliadas quanto ao crescimento, perfil mineral e

metabolismo antioxidante.
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Parametros morfoldgicos

Os parametros avaliados foram: comprimento de ramos (cm); numero de
folhas; massa fresca da parte aérea e sistema radicular (mg); massa seca de parte
aérea e sistema radicular (mg) e area foliar (cm? planta™®). O comprimento dos ramos
foi avaliado com auxilio de régua centimetrada e a area foliar foi estimada utilizando-
se de medidor de area foliar Li-Cor, modelo LI-3100. A massa seca da parte aérea e
do sistema radicular foi obtida pela pesagem do material vegetal, apds secagem em

estufa de ventilacdo forcada, a 70°C até peso constante.

Metabolismo antioxidante

Para a determinagdo da atividade das enzimas antioxidantes, + 200 mg de
matéria fresca (MF) de folhas e raizes foi macerado em N, acrescido de 20% de
PVPP (polivinilpolirridona) e homogenizado com 1,8 mL de meio de extracdo
(tampao fosfato de potassio 100 mM pH 7,8; EDTA 0,1 mM e &cido ascorbico 20
mM). O homogenato foi centrifugado a 13.000 g por 20 minutos (4°C) e o
sobrenadante utilizado para determinacdo da atividade das enzimas e para a
guantificacdo das proteinas pelo método de Bradford (1976).

A atividade da superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi avaliada pela
capacidade da enzima em inibir a fotorredugdo do azul de nitrotetrazolio (NBT)
(GIANNOPOLITIS; RIES, 1977) no meio de reacao (fosfato de potassio 100 mM
pH 7,8; metionina 14 mM; EDTA 0,1 yM; NBT 75 yM e riboflavina 2 pM). Uma
unidade da SOD foi considerada a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a
fotorreducéo do NBT nas condi¢ces de ensaio. Os resultados foram expressos em
U.mg proteina™.

A atividade da ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) foi determinada
segundo Nakano e Asada (1981), monitorando-se a taxa de oxidacdo do ascorbato
(ASA) a 290 nm. O meio de reacao foi composto de tampéao fosfato de potassio 100
mM (pH 7,0), &cido ascérbico 0,5 mM e H,0O, 0,1 mM e extrato enziméatico. O
decréscimo na absorbancia foi monitorado por um minuto e meio e os resultados
foram expressos em pmol ASA min™* mg proteina™.

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada conforme descrito
por Azevedo et al. (1998). O extrato enzimético foi adicionado ao meio de reacao
(tampao fosfato de potassio 50 mM pH 7,0 e H,0, 12,5 mM) e a atividade da enzima
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foi monitorada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, durante um minuto e
meio. Os resultados foram expressos em umol H,0, min"mg de proteina™.

O conteudo de peroxido de hidrogénio (H,O,) e peroxidacéo lipidica foram
determinados em + 300 mg de matéria fresca (MF) de folhas e raizes. Os tecidos
foram macerados em N, acrescido de 20% de PVPP e 2 mL da solucéo de extracao
contendo acido tricloroacético (TCA) a 0,1%. O homogenato foi centrifugado a
12.000 g, durante 20 minutos e o sobrenadante foi separado para andlises
seguintes.

A peroxidacéo lipidica foi determinada por meio da quantificacdo de espécies
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), conforme descrito por Cakmak e Horst
(1991). O TBA forma complexos de cor avermelhada com aldeidos de baixa massa
molecular, como o malonodialdeido (MDA), produto secundario do processo de
peroxidagcdo. A concentracdo do complexo MDA/TBA foi calculada pela seguinte
equacado: [MDA] = (A535 — A600)/(¢.b), em que: & (coeficiente de extincdo = 1,56
x10™ cm™); b (comprimento 6tico = 1). A peroxidacao foi expressa em pmol g* MF.

A quantificacdo de perdéxido de hidrogénio foi determinada de acordo com
Velikova et al. (2000). As leituras foram realizadas em espectrofotémetro a 390 nm e

a concentracéo de H,O, foi expressa em ymol g* MF.

Perfil Mineral

As concentracdes de macro (N, P, K, Ca e Mg) e micronutrientes (Cu, Zn, Fe
e Mn) foram avaliadas a partir da massa seca de folhas e raizes conforme
metodologia descrita por Tedesco et al., (1995). Para observar o efeito das
diferentes concentracdes de Cu e Zn, os nutrientes foram quantificados em folhas ja
estabelecidas antes da aplicacdo dos tratamentos (denominada folhas velhas) e
folhas que se desenvolveram apds a aplicacdo dos tratamentos (denominada folhas

novas) e raizes.

Analise estatistica

O trabalho foi realizado em delineamento inteiramente casualizado constituido
de quatro tratamentos (T1; T2; T3 e T4) e trés repeticdes (cinco plantas por
repeticdo). Os resultados foram submetidos a analise da variancia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05) (MACHADO; CONCEICAO,
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2007).

3.3 RESULTADOS

As variaveis comprimento dos ramos (p = 0,00008), area foliar (p = 0,005),
massa fresca da parte aérea (MFPA; p = 0,0007) e massa fresca (MFSR; p =
0,0006) e seca (MSSR; p = 0,0005) do sistema radicular avaliadas em plantas de
batata-doce cultivadas nos tratamentos 2, 3 e 4 apresentaram 23, 13, 13, 27 e 27%
do valor encontrado para o tratamento controle (T1), respectivamente (Figura 1). Os
trés tratamentos (T2, T3 e T4) promoveram diminuicdo no ndmero de folhas das
plantas em estudo, sendo que em T3 foi observado valores aproximadamente 3%
inferiores ao T2 e T4 e em torno de 26% menores que T1 (p = 0,0004). No entanto,
quanto a massa seca da parte aérea (MSPA; p = 0,0005), foi observada reducéo
significativa com o aumento da disponibilidade de micronutrientes, sendo as plantas
cultivadas no T2, T3 e T4 apresentaram 30, 19 e 17% do valor encontrado para o

tratamento controle (T1), respectivamente.
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Figura 1. Efeito dos tratamentos com diferentes concentracbes de cobre (Cu) e zinco
(Zn) sobre parametros morfolégicos em plantas de batata-doce (Ipomea batatas L.): (A)
Comprimento dos ramos; (B) Numero de folhas; (C) Area foliar; (D) Massa fresca da
parte aérea (MFPA); (E) Massa seca da parte aérea (MSPA); (F) Massa fresca do
sistema radicular (MFSR); (G) Massa seca do sistema radicular (MSSR). Tratamentos: 1
(T1; 0,041 mM Cu + 0,085 mM Zn); 2 (T2; 0,041 mM Cu + 0,850 mM Zn); 3 (T3; 0,123
mM Cu + 0,085 mM Zn) e 4 (T4; 0,123 mM Cu + 0,850 mM Zn). Meédias seguidas da
mesma letra, entre tratamentos, ndo diferem significativamente pelo teste F (p<0,05).
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A avaliacdo da atividade da superoxido dismutase (SOD), nos tecidos foliares,
apresentou diferenca significativa entre os tratamentos (p = 0,0005), sendo sua
atividade incrementada pelas combinacdes de menor e maior concentracdo de Cu
com maior e menor de Zn (T2 e T3), atingindo 386 e 313% de acréscimo em relacao
ao T1, respectivamente. O T4 apresentou valores estatisticamente iguais aos das
plantas do tratamento controle (Figura 2A). Nos tecidos radiculares, a enzima SOD
(Figura 2A) foi incrementada em 903% quando a concentracdo de Zn foi aumentada
no T2 em relagdo as plantas controle. JA nos tratamentos 3 e 4, a atividade néo
diferiu de T1 (p = 0,002).

Para a atividade da ascorbato peroxidase (APX), nos tecidos foliares, nao foi
observada diferenca significativa entre os tratamentos estudados (p>0,05) (Figura
2B). Ja nas raizes, a atividade da APX nas plantas cultivadas nos tratamentos 2, 3 e
4 apresentou aumento de 745, 458 e 599% em relagao ao controle (p = 0,01). No
entanto, as plantas cultivadas com o T3 néo diferiram estatisticamente do T1 (Figura
2B).

A andlise da atividade da catalase (CAT), nas folhas, apresentou diferenca
estatistica somente entre os tratamentos 2 e 3 (p=0,03). A atividade da enzima CAT
no tratamento utilizando 0,041 mM de Cu combinado com 0,850 mM de Zn (T2) foi
57% superior ao das plantas controle. Por outro lado, 0 aumento da concentragéo de
Cu e diminuicdo da concentracdo de Zn (T3) provocou diminuicdo da CAT com
atividade 30% menor que o T1. JA o T4 nao diferiu do tratamento com menores
concentracbes de micronutrientes (Figura 2C). Nas raizes, a atividade da CAT
(Figura 2C), aumentou com o incremento da concentragdo de Zn e manutengéo do

nivel de Cu (T2) (p = 0,04). Os tratamentos 3 e 4 nao diferiram dos demais.
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Figura 2. Efeito dos tratamentos com diferentes concentracbes de cobre (Cu) e
zinco (Zn) sobre o metabolismo antioxidante em plantas de batata-doce (Ipomea
batatas L.): (A) Superéxido dismutase (SOD); (B) Ascorbato peroxidase (APX); (C)
Catalase (CAT). Tratamentos: 1 (T1; 0,041 mM Cu + 0,085 mM Zn); 2 (T2; 0,041 mM
Cu + 0,850 mM zn); 3 (T3; 0,123 mM Cu + 0,085 mM Zn) e 4 (T4; 0,123 mM Cu +
0,850 mM Zn). Médias seguidas de letras minasculas iguais, nos tecidos foliares,
nao diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro. Médias
seguidas de letras mailsculas iguais, nos tecidos radiculares, ndao diferem entre si
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro.
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Na andlise do conteudo do peroxido de hidrogénio (H.O,) nas folhas, foi
observado diferenca significativa entre os tratamentos (p = 0,003). Os tratamentos 2,
3 e 4 apresentaram valores 51, 54 e 51% superiores aos observados para as plantas
controle, respectivamente (Figura 3A). Respostas semelhantes foram observadas na
determinacao do grau de peroxidacéo lipidica (baseada na formacédo de MDA), onde
foi evidenciado aumento de 120, 92 e 139% em relacdo ao tratamento controle. No
entanto, as plantas submetidas ao tratamento 3 n&o diferiram estatisticamente dos
demais (Figura 3B).

Os resultados obtidos na quantificacdo do peréxido de hidrogénio (H205) livre
nas células dos tecidos radiculares mostraram diferenca significativa entre os

tratamentos (p = 0,0003), ocorrendo incremento dos niveis de H,O, com o aumento

das concentragdes de micronutrientes. Os niveis de H,O, em plantas cultivadas nos
tratamentos 2, 3 e 4 foram 8, 18 e 30% mais elevados, consecutivamente, do que as
plantas controle (Figura 3A). Na analise do grau de peroxidacao lipidica nas raizes
(Figura 3B), houve diferenca estatistica somente entre os tratamentos 2 e 3 (p =
0,02). Os valores de MDA formado nas plantas do T2 foi 128% superior ao das
plantas controle, sendo que estas diferiram do T3, que apresentaram atividade 40%
menor que os resultados do T1. J&, o T4, ndo diferiu do tratamento com menores

concentracdes de micronutrientes.
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Figura 3. Efeito dos tratamentos com diferentes concentracbes de cobre (Cu) e
zinco (Zn) sobre o metabolismo antioxidante em plantas de batata-doce (Ipomea
batatas L.): (A) Conteudo de peréxido de hidrogénio (H20,); (B) Peroxidacao lipidica
(MDA). Tratamentos: 1 (T1; 0,041 mM Cu + 0,085 mM Zn); 2 (T2; 0,041 mM Cu +
0,850 mM Zn); 3 (T3; 0,123 mM Cu + 0,085 mM Zn) e 4 (T4; 0,123 mM Cu + 0,850
mM Zn). Médias seguidas de letras minusculas iguais, nos tecidos foliares, néo
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro. Médias
seguidas de letras maiusculas iguais, nos tecidos radiculares, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro.

O aumento da concentracdo de micronutrientes, na forma combinada,
também modificou o teor de outros nutrientes nos 6rgaos das plantas (Tabela 1). O
teor de N nos diferentes 6rgaos néo foi alterado pelos tratamentos Cu-Zn. O mesmo
ocorreu no conteudo de P, porém, esse foi acumulado em maior quantidade nas
raizes dos que o0s outros 6rgaos da planta. O tratamento com baixa concentracdo de
Cu combinada com alta concentracdo de Zn (T2) diminuiu os contetdos de K, Ca e
Mg nas folhas novas e velhas em relag&o ao controle, sendo esses semelhantes aos
encontrados no T3 e T4. Ja nas raizes, esses macronutrientes foram reduzidos em
todos os tratamentos quando comparados ao Tl e apresentaram valores inferiores
aos encontrados nas folhas.

Entre os micronutrientes, em todas as partes da planta, o conteddo de Mn
diminuiu quando utilizado maior contetdo de Zn e manutencéo da concentracédo de
Cu (T2) em relacdo a T1. E esses resultados néo diferiram do T3. No entanto, o
tratamento com grande quantidade de micronutrientes (T4) nao diferiu do controle,

exceto nas raizes. Nesse Orgao, o acumulo de Mn foi inferior aos encontrados na
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parte aérea. O Fe também diminuiu no T2 nas folhas, no entanto, quando foi usado
0,123 mM de Cu (T3 e T4), houve o aumento do teor de Fe nas folhas velhas e
raizes em relacdo ao T1. Nas folhas novas, o teor de Fe nos tratamentos 3 e 4 ndo
diferiram do controle. Porém, ao contrario do Mn, a maior quantidade de Fe foi
encontrada nos tecidos radiculares.

O conteudo de Zn aumentou proporcional a quantidade do mesmo nha
solucédo, no entanto, o teor desse elemento foi menor nos tratamentos com alta
concentracdo de Cu (T3 e T4) em todos os tecidos estudados. Além disso, nas
raizes foram encontradas maiores quantidades deste micronutriente. O aumento da
concentracdo de Zn no T2 afetou negativamente o acimulo de Cu nas folhas. No
entanto, nos tratamentos com 0,123 mM de Cu (T3 e T4) houve aumento do teor do
mesmo nas folhas em relacdo aos Tl e T2. Nas raizes, local de maior acumulo
deste elemento, a utlizagdo de 0,850 mM de Zn (T2 e T4) provocou a maior

acumulacéo de Cu.
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Tabela 1. Teores de nutrientes minerais presentes na massa seca de folhas e raizes
de batata-doce (Ipomea batatas L.) em funcdo dos tratamentos com diferentes
concentracdes de cobre (Cu) e zinco (Zn). Tratamentos: 1 (T1; 0,041 mM Cu + 0,085
mM Zn); 2 (T2; 0,041 mM Cu + 0,850 mM Zn); 3 (T3; 0,123 mM Cu + 0,085 mM Zn)
e 4 (T4; 0,123 mM Cu + 0,850 mM Zn).

FOLHAS NOVAS

Tratamentos
1 2 3 4
Macronutrientes (g kg™ de massa seca)
N 38,08 29,94 36,17 36,69
P 6,52 4,53 4,74 6,10
K 72,07 37,84 47,15 43,42
Ca 15,30 8,15 8,08 7,36
Mg 517 3,16 3,39 3,41
Micronutrientes (mg kg™ de massa seca)
Cu 27,37 19,16 34,48 35,03
Zn 175,28 576,77 143,57 292,14
Fe 109,06 88,97 95,67 129,15
Mn 231,80 141,56 144,21 197,74
FOLHAS VELHAS
Tratamentos
1 2 3 4
Macronutrientes (g kg™ de massa seca)
N 33,23 26,13 26,83 30,46
P 4,43 3,84 3,88 5,02
K 54,63 39,16 41,02 42,09
Ca 40,96 13,15 16,59 15,44
Mg 8,86 4,16 4,82 4,77
Micronutrientes (mg kg™ de massa seca)
Cu 26,82 22,99 91,41 70,06
Zn 256,25 722,84 218,69 552,96
Fe 223,86 185,60 240,13 245,87
Mn 707,80 424,68 597,21 643,66
RAIZES
Tratamentos
1 2 3 4
Macronutrientes (g kg™ de massa seca)
N 34,44 32,71 33,40 33,75
P 11,71 10,73 7,62 11,34
K 54,24 41,55 40,49 17,58
Ca 11,51 10,29 10,15 12,22
Mg 13,08 4,82 4,38 2,44
Micronutrientes (mg kg™ de massa seca)
Cu 584,80 1004,32 3419,78 6254,77
Zn 3093,60 10885,44 1749,19 9302,49
Fe 4590,73 5456,91 4850,58 12862,71

Mn 141,70 91,10 60,73 70,85
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3.4 DISCUSSAO

A reducgdo ou inibicAo do crescimento € o principal efeito da toxidez por
metais pesados (POSMYK; KONTEK; JANAS, 2009). As plantas cultivadas com as
diferentes combinacdes de Cu-Zn apresentaram consideravel reducédo de todos os
parametros morfoldgicos (Figuras 1). Isso pode ser devido a inibicdo da divisdo
celular ou ao efeito aditivo dos micronutrientes sob as variaveis de crescimento
estudadas (KASIM, 2005; UPADHYAY; PANDA, 2010). De acordo com Fageria
(2001), quando a combinacéo de nutrientes resulta em uma resposta de crescimento
menor do que o controle, a interacdo é negativa. Com base nisso, pode-se inferir
que as relagbes Cu-Zn estudadas nesse trabalho sdo ditas antagonistas.

As interacdes antagonistas, segundo Kabata-Pendias e Pendias (2001), sédo
competitivas, ou seja, a absorcdo de um elemento € inibida pelo outro, sugerindo
gue eles possuem 0s mesmos transportadores no processo de absorcao celular, a
fim de regular a sua homeostase em condicdes ambientais variadas.
Consequentemente, varias familias de transportadores de metais pesados
envolvidos no equilibrio intracelular de Cu e Zn tém sido descobertas (YRUELA,
2009). Os resultados presentes no perfil mineral dos tecidos radiculares confirmam
essa afirmativa, assim como Upadhyay e Panda (2010). Nas condi¢Ges do presente
estudo, o Cu inibiu significativamente a captacdo de Zn e o Zn, por sua vez,
interferiu de forma positiva com o processo de absorcédo de Cu (Tabela 1). Além do
processo de absorcéo foi observado o efeito inibitério do Zn sobre a translocacao de
Cu em folhas velhas e novas cultivadas em baixas concentracdes de Cu (T1 e T2).
Contudo, o conteudo dos elementos estudados foi maior no sistema radicular das
plantas de batata-doce e, pode-se inferir, que esses Orgaos desenvolveram
mecanismos de sequestro e compartimentalizagdo, principalmente de Cu, com o
incremento da disponibilidade de micronutrientes, atuando, desta forma, para
melhorar a tolerancia a metais pesados (MATEOS-NARANJO et al., 2008).

Além desses efeitos tipicos de toxicidade, as plantas de batata-doce exibiram
diminuicdo acentuada no contetdo de magnésio (Mg) em todas as partes da planta
(Tabela 1), principalmente nos tratamentos com altas concentracdes de Zn (T2 e
T4). Segundo Sagardoy et al. (2009), o excesso de Zn podem induzir deficiéncia de
Mg e ferro (Fe) pelo fato dos trés metais possuirem raio ibnico semelhante. O Fe, ao
contrario do observado pelos autores, foi compartimentalizado e acumulado nas

raizes, em maior magnitude, nos tratamentos 2 e 4. Porém, de acordo com os dados
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de perfil mineral em folhas, o Fe foi translocado para os tecidos fotossintetizantes,
utilizado, juntamente com o nitrogénio (N), para a sintese de clorofila (indicado pelo
indice de clorofila; dados ndo mostrados) e fornecido para outros compartimentos
celulares participando de funcdes metabdlicas.

Os estresses ambientais, bidticos e abibticos, promovem o0 aumento da
producdo de EROS, como peréxido de hidrogénio (H,O;), anion superéxido (0O;7) e
radicais hidroxila ('OH), e o consequente acumulo nas plantas (UPADHYAY;
PANDA, 2010). EROS sao considerados compostos téxicos que podem levar a
danos nas moléculas bioldgicas (DNA, RNA e proteinas) e nas membranas celulares
(peroxidacdo lipidica) (SHI-SHENG, 2007). Para reparar o dano iniciado por essas
moléculas, as plantas desenvolveram um sistema enzimatico antioxidante, que inclui
a atividade conjunta das enzimas SOD, CAT e APX (UPADHYAY; PANDA, 2010).

A SOD, primeira linha de defesa antioxidante, sequestra o O, gerado pela
cadeia de transporte de elétrons nos cloroplastos e mitocéndrias, e o H,O, produzido
pela atividade da SOD, é entdo eliminado por APX em diferentes compartimentos
celulares (SILVA et al., 2010). A CAT, a segunda enzima a atuar na remocao do
H,O, quando este estd em maior quantidade na célula, também é responsavel por
remover o H,O, gerado na via fotorrespiratdria dentro dos peroxissomos (MITTLER,
2002). No presente estudo, o0 estresse oxidativo foi claramente estabelecido em
folnas e raizes de batata-doce cultivadas com as elevadas combinacdes de
micronutrientes, como indicado pelo aumento do conteddo de H;0, e da
peroxidacéo lipidica (Figura 3).

Nos tecidos foliares, as atividades da SOD e CAT foram estimuladas pelo
efeito aditivo de 0,850 mM de Zn (T2). Porém, a atividade nao foi suficiente pelos
altos niveis de MDA e H,0, encontrados nesses tecidos (Figura 3). Esse estimulo
pode ser devido a diminuicdo do conteudo de alguns macro e micronutrientes nos
tecidos, como K, Ca, Mg, Cu, Fe e Mn, impossibilitando o funcionamento adequado
do metabolismo vegetal e gerando estresse oxidativo (Tabela 1). O mesmo foi
visualizado em folhas cultivadas com 0,123 mM de Cu e o mesmo nivel de Zn do
controle (T3). J& no T4, a inibicdo da atividade da SOD pelo efeito aditivo do Cu
pode ser consequéncia da baixa expresséo génica ou da degradacao, desnaturacao
e/ou inibicdo/inativagcdo dessas proteinas (CAVALCANTI et al.,, 2007). Outra
hipotese € que a atividade dessa enzima pode ter sido reduzida pela

compartimentalizacdo e sequestro de micronutrientes (Zn, Cu e Fe) nos tecidos
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radiculares, promovendo menor translocagcdo dos mesmos para a parte aérea e,
assim, diminuindo a formacédo de EROS (MATEOS-NARANJO et al., 2008) (Tabela
1).

A reducéo da atividade da SOD (Figura 2A) e, o consequente, aumento da
CAT (Figura 2C) e do conteudo de H,O, (Figura 3A), no tratamento com elevadas
concentracdes de Cu e Zn (T4), sugere a ocorréncia do processo de fotorrespiragéo
nas folhas. A fotorrespiracdo € um dreno alternativo para ajudar a consumir poder
redutor gerado pela cadeia de transporte de elétrons cloroplastidicos em plantas C3
que, provavelmente, foi estimulado pelas condi¢cdes estressantes (WINGLER et al.,
1999).

A formacdo de MDA, melhor medida de danos causados pela producao de
EROS, é o produto da decomposicdo dos acidos graxos poliinsaturados de
biomembranas e demonstra plantas sob alto nivel de estresse oxidativo (HOU et al.,
2007). Nas folhas, a intensidade da peroxidacdo lipidica foi maior nas plantas
submetida aos tratamentos com maior concentracdo de Zn, sugerindo o
desenvolvimento de grandes danos oxidativos independente da concentracdo de Cu
utilizada (Figura 3B). Esses resultados podem estar relacionados as grandes
quantidades de Zn transportadas das raizes em direcdo as folhas e divergem dos
encontrados por Upadhyay e Panda (2010). Os autores evidenciaram o efeito
positivo do Zn em diminuir os niveis de MDA e reduzir a peroxidacdo lipidica,
indicando, assim, que o Zn existe em um estado monovalente estavel em meio
biolégico e, portanto, a camada lipidica da membrana fica protegida pelos EROS.

Maior acumulo de micronutrientes foi observado nas raizes (Tabela 1) e, por
essa razao, as trés enzimas foram estimuladas, principalmente pelo aumento da
concentracédo de Zn (T2) (Figura 2). Segundo Silva et al. (2010), a manutenc¢éo de
um equilibrio favoravel entre a SOD, APX e CAT é essencial para evitar a
acumulacdo de EROS e proteger contra o dano oxidativo (GUO et al., 2007). No
entanto, a acdo dessas enzimas nas plantas cultivadas no T2 nao foi eficiente,
induzindo maior formagédo de MDA (Figura 3B). As respostas obtidas no T3 nao
diferiram das encontradas no controle, somente houve acumulacéo de H,O, nesses
tecidos. O acumulo de EROS pode representar um sinal para uma maior
estimulacdo do sistema antioxidante (GIANPAOLI et al, 2012). As altas
concentracdes de micronutrientes (T4), no entanto, podem ser consideradas toxicas

para as plantas de batata-doce pois desencadearam a atividade da APX e CAT além
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de danos oxidativos. A diminuicdo na atividade de SOD nesse tratamento sugere
que o aumento na disponibilidade dos micronutrientes pode ter inibido, a nivel
molecular, a expressdo das enzimas envolvidas no metabolismo antioxidativo
(POSMYK; KONTEK; JANAS, 2009). Desta forma, outros fatores, tais como a
distribuicdo subcelular, podem afetar o desempenho enzimatico das plantas
expostas a metais pesados (GIANPAOLI et al., 2012).

3.5 CONCLUSAO

O aumento de Zn, independente da concentracdo de Cu (T2 e T4), é tdxico
para as plantas de batata-doce. Nessas condi¢cdes, as plantas apresentam
diminuicdo na absorcéo e transporte de macronutrientes; promovem mecanismos de
competicdo, sequestro e compartimentalizacdo de micronutrientes nas raizes e

provocam estresse oxidativo e danos nas membranas.
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CONSIDERACOES FINAIS

As concentracdes utilizadas de Cu e Zn foram altas, porém eficazes na
deteccdo de alteracbes fisiolégicas em plantas de batata-doce. As altas
concentracbes de Cu afetaram as reac¢des luminosas da fotossintese nas folhas,
através da fluorescéncia transiente e modulada da clorofila a, com reducdo da
atividade fotoquimica do FSII, aumento da dissipagdo de energia luminosa no
mesmo fotossistema e incremento da eficiéncia do FSI. Porém, perdas na producao
de biomassa e diminuicdo do tamanho dos estématos, pode indicar que o excesso
de Cu comprometeu a segunda fase da fotossintese (reacbes de carboxilacao).
Adicional a isso, 0 excesso de Cu acionou o sistema antioxidante como forma de
protecdo ao estresse, principalmente nas raizes. Esse fato esta correlacionado com
0S mecanismos de sequestro e compartimentalizacdo desse micronutriente nos
tecidos radiculares.

Os resultados da interacdo Cu-Zn referentes a absorgédo corroboram com 0s
relatados pela literatura, onde o Cu inibiu significativamente a captacdo de Zn e 0 Zn
interferiu com o processo de absorcdo de Cu. No entanto, a nivel morfofisiol6gico, as
combinagfes analisadas afetaram negativamente o metabolismo das plantas de
batata-doce. O aumento de Zn independente da concentracdo de Cu foi toxico para
as plantas apresentando grandes disturbios nutricionais com diminuicdo na absorcao
e transporte de macronutrientes e consequente redugao de biomassa. Com isso, nos
tecidos foliares e radiculares, foi desencadeado estresse oxidativo e danos nas
membranas, comprovado pelo aumento na atividade das enzimas antioxidantes. As
raizes, nessas condi¢cOes, desenvolveram mecanismos de competicdo, sequestro e
compartimentalizacdo de micronutrientes.

Desta forma, o0s conhecimentos adquiridos podem  contribuir

significativamente para uma melhor compreensdo da homeostase do Cu nas plantas
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e de sua influéncia nos processos fisioldgicos. Contudo, estudos relacionados as
reacoes de carboxilagédo, alteracdes anatdOmicas e ultraestruturais e caracterizacéo
molecular sdo necessarios para completar o atual conhecimento do excesso de Cu
nas plantas. O mesmo pode ser aprofundado em relacéo as interagcdes Cu-Zn. Os
efeitos fisiologicos dessas interagfes ainda sdo desconhecidos e, com base nisso,
sugere-se a importancia de desenvolver mais pesquisas que envolvam estresses

combinados de nutrientes, especialmente sob condicbes de campo.
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