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RESUMO

O chumbo (Pb) é um dos poluentes antropogénicos mais téxicos de ocorréncia
generalizada em ambos o0s ecossistemas terrestres e aquaticos. A
fitotoxicidade do chumbo é um fenbmeno complexo que envolve mudancas no
desenvolvimento, bem como nos mecanismos fisiolégicos, bioquimicos e
moleculares, de acordo com as diferentes estratégias de sobrevivéncia das
plantas. E bem conhecido que os metais pesados aceleram a producao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e que podem provocar mudancas na
concentragdo das enzimas antioxidantes. O objetivo desse trabalho foi
investigar o efeito do Pb no crescimento, fisiologia, absorcao e translocacao de
Pb, a atividade e expressdo génica das enzimas antioxidantes em "Sempre
Verde" (SV) e "Setentdao" (SET), cultivares de Vigna unguiculata. As sementes
foram germinadas em vermiculita e, ap6s sete dias, as plantulas foram
transferidas para solucdo de Hoagland. Depois de sete dias em um sistema
hidropénico as plantas foram suplementadas ou nao com EDTA-Pb 0,5 mM. Os
parametros fisiologicos foram medidos através de um analisador de gas
infravermelho. O conteldo de Pb nas raizes e na parte aérea foi medido por
ICP OES. As atividades das enzimas catalase (CAT, EC 1.11.1.6), ascorbato
peroxidase (APX, EC 1.11.1.1) e superdxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)
foram determinadas. A expressao dos genes da CAT (VuCAT 1 e 2), da APX
(VUAPX 1 a 6) e da SOD (VuSOD Cu/Zn 1 a 3, VuSODMn1, VuSODCu/Chap1,
VuSODFe 1 a 3), foi avaliada por RTqPCR utilizando iniciadores especificos. O
RNA total foi extraido a partir das raizes e das folhas nas plantas controle e
tratadas. Os resultados revelaram que as areas foliares diminuiram 60 (SV) e
88% (SET). A inibicao da fotossintese liquida foi 40 (SV) e 72% (SET). Os
cultivares apresentaram diferencas na acumulacao e distribuicdo de Pb, bem
como nas atividades enzimaticas. SV apresentou mais Pb nas raizes do que
nas folhas ao contrario de SET que acumula mais Pb nas folhas do que nas
raizes. A atividade das enzimas antioxidantes CAT, APX e SOD foram
estimuladas no cultivar SET independentemente do tecido. No entanto, a
atividade da CAT em raizes do cultivar SV nao sofreu modificacao e a atividade
da SOD em folhas, do mesmo cultivar, foi inibida, sendo as demais atividades
em SV estimuladas. O aumento das atividades das enzimas em raizes e folhas
de SV e SET estdo de acordo com suas expressoes génicas. Os genes CAT 1
e 2 foram diferentemente expressos nas folhas e nas raizes de SV e SET. A
expressao relativa da familia multigénica da APX em raizes e folhas nesses
cultivares foi parcialmente distinta. Da mesma forma os genes da SOD em
folhas apresentaram um perfil parcialmente distinto nos dois cultivares. Ao
contrario, a expressao relativa dos genes da SOD nas raizes de SV e de SET
foi completamente diferente. Analisados em conjunto, os dois cultivares de
Vigna unguiculata apresentaram um comportamento diferente em relagéo a
tolerancia, acumulagéo, e desintoxicacao do Pb. Estes resultados sugerem que
o Pb induz estresse oxidativo nos cultivares SV e SET e que a elevada
atividade das enzimas antioxidantes poderia servir como um importante
componente de defesa contra os danos provocados pelo Pb, sendo SV mais
tolerante a esse estresse do que SET.

Palavras chave: Chumbo. Vigna unguiculata. Enzimas antioxidantes.



ABSTRACT

Lead (Pb) is one of the most toxic anthropogenic pollutants of widespread
occurrence in both terrestrial and aquatic ecosystems. The phytotoxicity of lead
is a complex phenomenon that involves changes in development as well as in
physiological, biochemical and molecular mechanisms according to different
plant survival strategies. It is well known that heavy metals accelerate the
production of reactive oxygen species (ROS) which can lead to changes in the
concentration of antioxidant enzymes. The aim of this study was to investigate
the effect of Pb on growth, physiology, absorption and translocation of Pb,
activity and gene expression of antioxidant enzymes in "Sempre Verde" (SV)
and "Setentao" (SET), Vigna unguiculata cultivars. The seeds were germinated
in vermiculite and, after seven days, the seedlings were transferred to Hoagland
solution. After seven days in a hydroponic system the plants were
supplemented with EDTA-Pb 0.5 mM. Physiological parameters were measured
using an infrared gas analyzer. The Pb content in roots and shoots was
measured by ICP OES. The activities of catalase (CAT, EC 1.11.1.6), ascorbate
peroxidase (APX, EC 1.11.1.1) and superoxide dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)
was determined. The expression of the CAT gene (VUCAT 1 and 2), the APX
(VUAPX 1 to 6) and SOD (VuSOD Cu / Zn 1 to 3, VuSODMn1, VuSODCu /
chap1, VuSODFe 1 to 3) was evaluated by RT- gPCR using specific primers.
Total RNA was extracted from the roots and leaves of control plants and treated.
The results showed that the leaf areas were reduced by 60 (SV) and 88%
(SET). The inhibition of net photosynthesis was 40 (SV) and 72% (SET). The
cultivars showed differences in the accumulation and distribution of Pb, as well
as in enzyme activity. SV had more Pb in roots than in leaves unlike SET that
accumulates more Pb in leaves than in roots. The activity of the antioxidant
enzymes CAT, APX and SOD was enhanced in SET, regardless of the tissue. In
SV roots, on the other hand, the CAT activity was not modified whereas in SV
leaves the SOD activity underwent an inhibition. All the remaining antioxidant
activities in SV were stimulated. The CAT 1 and 2 genes were differently
expressed in leaves and roots of SV and SET. The relative expression of the
APX multigene family in leaves and roots in these cultivars was partially distinct.
Likewise genes SOD in leaves showed a partially distinct profile in the two
cultivars. Rather, the relative expression of SOD genes in the roots and SV SET
is completely different. Taken together, the two Vigna unguiculata cultivars
showed a different behavior towards tolerance, accumulation and detoxification
of Pb. These results suggest that Pb induces oxidative stress in SV and SET
cultivars and that the high activity of antioxidant enzymes could serve as an
important component of defense against the damage caused by Pb, and SV
more tolerant to stress than SET

Keywords: Lead. Vigna unguiculata. antioxidants enzymes.
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NRAMPs: Proteinas de resisténcia natural associadas a macroéfagos.
PCR: Reacao em cadeia da polimerase.

gPCR: Reacédo em cadeia da polimerase em tempo real.

PCA: Andlise de componentes principais.

PSI: fotossistema |

PSII: fotossistema |l

RNA: Acido ribonucleico.

RT-PCR: Transcricao reversa da reacdo em cadeia da polimerase.

REV: Sequéncia reversa



SET: Cultivar Setentao.
SOD: Superéxido dismutase.
SV: Cultivar Sempre Verde.
TF: fator de translocacéo.

WOC: Complexo oxidante da agua.



LISTA DE SiIMBOLOS
Ca?": lon calcio.
Cd?*: fon cadmio.
Co?": lon cobalto (I1).
Cu?": fon cobre (Il).
Fe?*: on ferro (I)
H2O,: Perdxido de hidrogénio.
HO,": Radical perhidroxila.
HF: Acido fluoridrico.
HNOs: Acido nitrico.
NaOH: Hidroxido de sédio.
Ni?*: fon Niquel (11).
Mn?2*: fon Manganés (Il).
O2: Oxigénio.
O2 : Radical superéxido.
OH": Radical hidroxila
Pb®*: Chumbo.
Pb(NOs).: Nitrato de chumbo.
Zn?*: fon zinco.
ZIP: Proteinas transportadoras de zinco e ferro.

ZnS0O,: Sulfato de zinco.
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1 INTRODUCAO

Um dos maiores problemas ambientais é a contaminacdo da
atmosfera, da agua e do solo por elementos toxicos (BRUNET et al., 2009). Os
ions metalicos, dentre as substancias inorganicas, sdo os poluentes mais
nocivos sendo responsaveis pela contaminagéao de vastas areas devido ao uso
de pesticidas e fertilizantes além da disposi¢ao inadequada de residuos sélidos
(PAL; RAI, 2010). Dentre os metais téxicos destaca-se o chumbo (Pb)
amplamente utilizado na industria para confeccao de baterias, especialmente
na &rea automobilistica (FORTES, 2003). E largamente sabido que a exposicdo
ambiental ao chumbo provoca efeitos adversos em diferentes sistemas do
organismo humano, como neurolégico, hematoldgico, metabdlico e
cardiovascular (FORTES, 2003). Entretanto, os danos conferidos aos sistemas
vegetais ainda ndo estdo completamente elucidados. Contudo, as plantas
podem ser classificadas como menos ou mais tolerantes aos efeitos deletérios
provocados por tal metal (MEMON; SCHRODER, 2009).

Sabe-se que embora esse conhecimento seja incipiente um ponto
comum entre diversos autores no tocante ao excesso de metais toxicos é que
estes sdo responsaveis pelo acumulo de espécies reativas de oxigénio
(EROS), induzindo estresse oxidativo (GUPTA et al., 2009; KAUR et al., 2011;
MITTLER et al., 2004). O excesso da producdo de EROS provoca danos a
biomoléculas tais como lipideos de membrana, proteinas e acidos nucleicos,
dentre outras. Particularmente, nosso interesse esta centrado na avaliacao da
absorcéo e translocacéo do Pb nas plantas de Vigna unguiculata e nos efeitos
desse metal no desenvolvimento desses vegetais bem como no estresse
oxidativo provocado por tal ion, o qual pode ser neutralizado pelas enzimas
catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e superdxido dismutase (SOD), O
anion superéxido, espécie reativa de oxigénio mais danosa, é eliminado nos
vegetais pela SOD, a qual o converte em perdxido de hidrogénio (H20). Este
por sua vez é convertido pela enzima catalase em H>O e oxigénio molecular. A
ascorbato peroxidase também é conhecida por eliminar H.O, pela combinagao
com um agente antioxidante como o ascorbato (RULEY; SHARMA; SAHI,
2004). Muitas pesquisas sobre a atividade das enzimas antioxidantes tem
revelado que estas podem neutralizar os danos oxidativos induzidos pelo
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chumbo exercendo assim um papel significativo na adaptacéo das plantas ao
estresse provocado por ions metalicos (GILL; TUTEJA, 2010; REDDY et al.,
2005). Contudo, os mecanismos bioquimicos, fisiolégicos e moleculares
envolvidos na contaminacao por metais téxicos e os danos oxidativos induzidos
pelo Pb continuam ainda nao conclusivos. A grande variedade das espécies
vegetais e a flexibilidade metabdlica inerente a esses organismos sésseis
justificam as divergéncias nos dados acumulados nesse tema (SHARMA;
DUBEY, 2005). A utilizacdo de dois cultivares de feijao-de-corda, dotados de
diferentes graus de tolerAncia a estresses abidticos, como modelo
experimental, sera Util na compreensédo do efeito do chumbo no metabolismo
das plantas, através de uma abordagem bioquimica, fisiolégica e molecular,

tendo como foco principal o estresse oxidativo mediado por enzimas.

2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Vigna unguiculata (L.) Walp

Vigna unguiculata (L.) Walp também conhecido como feijao-caupi ou
feijdo de corda €& uma planta nativa de regides tropicais e subtropicais.
Acredita-se que a domesticacdo dessa planta aconteceu na Africa (PANELLA;
GEPTS, 1992). Esse feijdo é cultivado em paises da Asia, da Africa e da
América Sul para o consumo local. E uma importante fonte de nutrientes para
alimentagcao da populagéo desses continentes e contém 24% de proteina bruta,
53% de carboidratos e 2% de gordura (FAO, 2014).

No Brasil, acredita-se que o feijao foi introduzido na Bahia no século
XVI e, desde entdo, tornou-se uma cultura de grande importancia econémica
local, nutricional e social, sendo produzido em todas as regides brasileiras. No
periodo de 2005 a 2009, as regides Nordeste (45,67%) e Norte (37,64%) foram
as maiores produtoras de feijao destacando-se o Ceara, o Piaui e a Bahia. A
regido Nordeste apesar de ser a maior produtora de feijdo de corda, apresenta
baixa produtividade quando comparada a area plantada nessa regido. Isso
deve-se as condi¢des climaticas desfavoraveis da regido, a baixa mecanizagao
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do cultivo e a baixa quantidade de areas irrigadas (FILHO et al., 2006; FILHO
et al., 2011; FREITAS, 2014).

A cultura do feijdo-de-corda no nosso Estado é uma atividade
econbmica relevante vez que representa 20% da producao total do pais.
Ademais, tal cultura é responsavel pelo suprimento alimentar de muitas familias
no Nordeste brasileiro. A producdo agricola do feijao no Estado esta
apresentando um declinio gradual que pode estar associado a estresses
ambientais, relacionados com temperaturas elevadas, secas, aumento da
salinidade e de ions metalicos tdéxicos do solo, condicbes conhecidas por
limitarem a produtividade das culturas (IBGE, 2003; LONG YANG; NI, 2002).

2.1.1 Cultivares Sempre Verde e Setentao

Em 1978, o Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Ceara com a finalidade de obter um feijao adequado ao cultivo em regides
submetidas as condi¢des climaticas desfavoraveis e visando aumento de sua
producao, logrou o cultivar CE-596, posteriormente chamado Setentdo (SET),
através da hibridacao de Sempre Verde com TVu 59. O objetivo foi produzir um
cultivar com resisténcia a diversos virus e maior producgao (FILHO et al., 1997).
Assim, Setentdo herdou resisténcia ao virus do mosaico severo do caupi
(CpSMV) e alta resisténcia a uma estirpe de virus do mosaico do pepino
(CMV), além de boa produtividade (PAIVA et al., 1990).

2.2 Contaminacao do solo por metais toxicos

O excesso de metais pesados induz degradagdo da qualidade do
solo, contribuindo para reducdo quantitativa e qualitativa da produgéo agricola,
comprometendo também a qualidade da saude humana, animal e ambiental
(LONG; YANG; NI, 2002). Desse modo, a poluicdo do solo por metais pesados
representa uma grave ameaca ambiental (HE; YANG; STOFFELLA, 2005).

Os metais pesados sdo os contaminantes ambientais mais
frequentes. Em 2033, estima-se que o total de &reas contaminadas nos

Estados Unidos possa chegar a 294.000. Em paises membros da Unido



25

Européia supbe-se que em 2025, aproximadamente 360.000 areas estejam
contaminadas com metais. No Brasil, segundo diagnéstico do Ministério da
Saude Brasileiro, existem 703 areas com populacdes expostas ou sob risco de
exposicao a solos contaminados (BRASIL, 2006; OLIVEIRA; MORITA, 2008).
Portanto, areas contaminadas com metais pesados representam um
problema mundial, deste modo o conhecimento dos mecanismos bioquimicos e
moleculares do metabolismo dos metais pesados em plantas, além da
identificacdo de espécies vegetais acumuladoras, sao relevantes para

recuperacao de areas degradadas.

2.2.1 Contaminacao ambiental por chumbo (Pb)

O chumbo esta naturalmente presente no solo como constituinte
traco de rochas e em minerais intemperizaveis como K-feldspato, plagioclasio,
mica e como um maior constituinte de minerais contendo sulfeto, sulfato, éxido,
carbonato e silicato como, por exemplo, galena (PbS), anglesita (PbSO.) e
cerussita (PbCQOs3). Entretanto, atividades industriais, agricolas e de mineracao
tém contribuido para um acelerado aumento na liberacdo de varios metais no
meio ambiente, incluindo o chumbo, gerando assim riscos potenciais para 0s
ecossistemas bem como para saude humana (LANTZY; MACKENZIE, 1979;
NRIAGRU, 1979; MUSHAK, 1993).

Séao fontes primarias de contaminagdo por chumbo os despejos
provenientes de industrias de vidro, ceradmica, papel, tintas, reciclagem de
baterias automobilisticas, dentre outras. Areas préximas a pequenas indUstrias
de reciclagem de baterias de chumbo-acidas podem ser enriquecidas com Pb
pela eliminagdo de seus residuos. Desse modo, a poluicdo do solo, lixiviagcao
de metais e contaminagdo de animais e vegetais cultivados em regides de
reciclagem de baterias, podem ocorrer devido ao enriquecimento do solo com
este metal (FORTES, 2003; FREITAS; DO NASCIMENTO, 2009; MIGNARDI;
CORAMI; FERRINI, 2012).

A produgcdo de chumbo remonta ha pelo menos 2000 anos e a

demanda/producgéo crescentes pela sociedade indica maior probabilidade de
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dispersao de metais e contato dos mesmos com o ambiente. Um metal pode
ser disperso desde o inicio da sua mineracao até a obtencdo do seu produto
final. O crescimento da populacdo mundial e a importancia dos metais na
economia de paises em desenvolvimento asseguram maior producdo e
consequentemente maior dispersdo desses metais (ADRIANO, 2005).

A contaminacao por chumbo € encontrada em distintos continentes,
dispersa em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, como paises
componentes do BRIC (Brasil, China e india), no continente africano, nos
Estados Unidos e Unido Européia (JENNINGS, 2013; US EPA, 2013).

Golekar, Patil e Baride (2013) relataram a contaminacao de aguas
subterraneas, em duas regides urbanas, por metais téxicos, dentre eles o
chumbo, decorrente do despejo inadequado de residuos liquidos de atividades
agricolas e do uso de combustiveis fésseis. Chen et al (2014) avaliaram a
concentracao de metais (chumbo, cadmio e cromo) em plantas cultivadas em
uma regido da China onde ha grande producao de baterias acidas de chumbo
e constataram acumulacdo de chumbo em vegetais folhosos, como Brassica
chinensis L, espinafre e repolho.

No Brasil, 703 areas apresentam populacdo exposta a solos
contaminados (BRASIL, 2004). Dentre os contaminantes mais frequentes os
metais correspondem a 11,3% dessas areas, destacando-se chumbo, cromo e
mercurio (BRASIL, 2007).

No Estado de Sao Paulo a Regidao dos Lagos de Santa Gertrudes é
uma das areas contaminadas por metais pesados, resultado do descarte
indevido de residuos liquidos e solidos de industrias de revestimentos
ceramicos, comprometendo a qualidade da agua do manancial responsavel
pelo abastecimento de sete municipios do interior paulista e de mais de 650 mil
habitantes (OLIVEIRA; MORITA, 2008). Na Lagoa Rodrigo de Freitas,
ecossistema localizado dentro da grande area urbana da cidade do Rio de
Janeiro, os niveis de poluicdo e as principais fontes de poluentes foram
avaliadas através da andlise do teor de metais pesados, incluindo o Pb
(FONSECA et al., 2011)

Estudos sobre a geologia da regido rural do estado de Pernambuco

identificou 263 pontos com anomalias radioativas com urénio e tério, os quais
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facilitam a absorcdo de chumbo pelas plantas (SILVA et al., 2011). Em Santo
Amaro no Estado da Bahia pessoas que vivem préximas a uma fundicdo de
chumbo, que processa principalmente galena (PbS), tém sido afetadas por
elementos téxicos como Pb e Cd (LIMA; BERNARDEZ, 2011).

Dentre os trabalhos que comprovam a contaminagao por chumbo no
Brasil, pode-se citar: Okada et al. (1997), Bosso; Enzweiler (2008), Minozzo
et al. (2008), Freitas et al. (2009), Abreu et al. (2009), Munhoz (2010), Ferreira
(2010), Fernandes et al. (2011), Ferron et al. (2012), Di Giulio et al. (2012),
dentre outros.

No Nordeste, um programa implementado pelo Ministério da Saude,
denominado Contaminantes Ambientais e Substancias Quimicas — VIGIQUIM
coloca o chumbo como substancia prioritaria, devido aos riscos potenciais a
populacado, especialmente trabalhadores e comunidades que residem no
entorno de éareas industriais. O VIGIQUIM é um programa que tem como
objetivo central identificar, caracterizar e monitorar as populacées expostas as
substancias quimicas. Segundo o Sistema de Informagdo de Vigilancia em
Saude de Populacoes Expostas a Solo Contaminado — SISSOLO, existem 184
areas de solos contaminados estando 18 inseridas no Estado do Ceara
(BRASIL, 2007).

2.3 Toxicidade do chumbo, meio ambiente e riscos a saude humana

O chumbo nos seres vivos costuma causar danos generalizados. No
homem, os efeitos variam desde disfungées neuropsicolégicas a renais
(glicosuria e aminoaciduria) caracteristicas do envenenamento por chumbo
(saturnismo). Ademais, o chumbo reduz a produgcdo de anticorpos e de
globulinas formadoras de plaquetas (GIDLOW, 2004). Por inibir a enzima
acido-aminolevulinico-desidratase (ALA-D), responsavel pela conversdao do
acido aminolevulinico a porfobilinogénio (PBG), um precursor de grupamentos
heme, o chumbo acarreta um decréscimo na producdo de hemoglobina em
hemacias (MOREIRA; MOREIRA, 2004; SHAIK; SULTANA; ALSAEED, 2014).
Além disso, sabe-se que criangas sdo mais suscetiveis aos efeitos tdxicos do
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chumbo do que os adultos por razdées neurologicas, metabdlicas e
comportamentais (JAROSINSKA; PEDDADA; ROGAN, 2004).

A presenga do chumbo no ambiente € um fator de risco para os
seres vivos em todos 0s ecossistemas devido a sua toxicidade, recalcitrancia e
enorme quantidade de fontes poluidoras, nesse sentido existe uma grande
preocupagao no tocante a poluicdo do ambiente por chumbo. Depois do
arsénio (As), o chumbo é considerado a substancia mais perigosa pela Agéncia
de Substancias Toéxicas e Registro de Doencas (ATSDR) com base na
frequéncia de ocorréncia, toxicidade e potencial de exposicdo humana
(POURRUT et al., 2011).

A contaminagao ambiental por chumbo pode ser uma ameaca direta
ou indireta a salde humana, seja pela aspiracdo de particulas de chumbo,
presentes no ar, ou quando um solo contaminado € utilizado para plantacao ou
para qualquer outra atividade onde o destino final é a alimentacao
(UNIVERSITY OF THE WEST OF ENGLAND, 2013). Neste ultimo caso, o
fendbmeno da magnificacdo trofica do chumbo desempenhard um papel
agravante com relagdo ao aumento do risco a saude humana (ALI; KHAN;
SAJAD, 2013). Além da absorcdo por inalagcdo, o chumbo também pode ser
absorvido pela pele ou por ingestao. O depdsito e acumulo do chumbo ocorre,
principalmente, nos ossos, devido a similaridade do tamanho e da carga dos
ions Pb*? e Ca*. Ossos, que contém chumbo, tornam-se fontes de

contaminacgao dentro do corpo (FITCH, 2004).

2.4 Biodisponibilidade do chumbo (Pb?**)

A absorgcdo de ions metalicos pelas plantas envolve uma serie de
processos, tais como a dessorcao do ion metalico a partir das particulas do
solo, transporte de metais sollveis para a superficie das raizes via difusdo ou
fluxo de massa, absorcédo e translocacao do ion metalico das raizes para a
parte aérea. Os agentes quelantes aumentam a dessor¢cédo de metais da matriz
do solo tornando-o soluvel e permitindo sua translocagéao do cortex da raiz para
o xilema, via simplasto (célula para célula) ou apoplasto, dependendo tanto da

espécie vegetal quanto da concentracdo do ligante. Portanto, espécies
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soluveis, trocaveis e quelatadas de metais toxicos nos solos comandam sua
fitodisponibilidade (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 1992).

O grau de contaminacdo dos diferentes tipos de solo com Pb é
variavel e em funcao do tipo de solo, desse modo o Pb podera ser adsorvido ou
ndo por suas particulas implicando em maior ou menor concentragdo na
solucdo do solo e assim alterando sua disponibilidade para as plantas
(ZEITOUNI, 2003). Assim, para aumentar a biodisponibilidade do metal agentes
quelantes tem sido largamente utilizados para facilitar a fitoextracdo de metais
toxicos a partir dos sitios contaminados (NOWACK et al. 2006). Entretanto, o
papel do EDTA na absorcdo do Pb e sua acumulacao pelas plantas ndo esta
compreendida e resultados controversos sdo encontrados na literatura (TIAN et
al., 2011). E possivel que o complexo EDTA-Pb alcance os vasos do xilema e
deste modo seja translocado para a parte aérea da planta (SAIFULLAH et al.,
2009). Contudo, ndo se descarta a possibilidade do complexo EDTA-Pb ser
diretamente adsorvido pelas raizes das plantas podendo ocorrer dissociacao
do complexo antes de sua absorcdo (SAIFULLAH et al., 2009). Tian et al.
(2010) estudando a biodisponibilidade do Pb em S. alfredi revelaram uma
baixa mobilidade do chumbo fora dos feixes vasculares e sua retencdo nas
paredes celulares. Resultados de Tian et al. (2010) mostraram que ambos Pb e
EDTA podem ser absorvidos e acumulados pelas plantas. Entretanto, os
possiveis mecanismos de absorgdo do EDTA-Pb, Pb®** ou EDTA* e seus
transportes através das membranas ainda €& desconhecido. No presente
trabalho podemos sugerir a presenca de ions EDTA-Pb® ou EDTA-Pb cujas
espécies podem ser adsorvidas pelas paredes celulares através de forgcas
eletrostaticas ou serem absorvidas.

A membrana celular constitui uma barreira viva, mas podera facilitar
a absorcdo de EDTA-Pb? através de canais ou transportadores anidnicos bem
como EDTA-Pb sem carga resultante. Sabe-se que a forma do complexo
formado depende do pH e dessa forma o complexo EDTA-Pb poderia ser
dissociado e o Pb?* podera exercer sua toxidade.

Em solos alcalinos ou neutros a maioria dos metais tém sua
solubilidade reduzida, pois quando se combinam com carbonatos e hidréxidos
geram precipitados. O processo de calagem (técnica de adicdo de carbonato
de célcio ao solo para correcdo de pH) pode reduzir significativamente a
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solubilidade de Pb® no solo, pelo aumento do pH e consequente interacdo do
Pb?* com bases, fosfatos e carbonatos, compostos geralmente insoltveis de
chumbo (KABATA - PENDIAS, 2011).

Ha uma intensa correlacdo entre a concentracado de um metal nas
plantas e o conteudo de sua espécie mével no solo. O chumbo é considerado
um metal ndo biodisponivel para a planta, o que significa que nao é facilmente
absorvido pela planta sem que haja combinagcdao com agentes complexantes
(ZEITOUNI, 2003).

Portanto, para facilitar a fitoextracdo de metais tdéxicos a partir de
locais contaminados agentes quelantes sao utilizados (NOWACK et al., 2006).

Ao investigar a liberacdo de Pb?*" na solugdo do solo utilizando
diferentes agentes quelantes como EDTA, DTPA e os acidos oxalico, citrico,
vanilico e galico, Nascimento, Amarasiriwardena e Xing (2006) mostraram que
dentre os agentes quelantes testados o EDTA foi mais eficiente. Desse modo,
o EDTA influencia a biodisponibilidade do Pb no solo, sendo de grande valia
para os estudos com metais toxicos, especialmente o chumbo (SAIFULLAH et
al., 2009).

A forte afinidade do chumbo pelo EDTA (Keg= 10'®) em solucdes
aquosas, de pH levemente acido a moderadamente basico, leva a formacao
predominante do complexo EDTA-Pb® (VILLEN-GUZMAN et al., 2015).
Entretanto, o papel do EDTA na absor¢do do chumbo bem como sua
acumulagao pelas plantas ndo é bem compreendido e resultados controversos
sdo encontrados na literatura (LUO et al. 2005; RULEY et al., 2006; KOMAREK
et al. 2007; TIAN et al. 2011). A predominancia do complexo EDTA-Pb e/ou
das formas iénicas EDTA-Pb? , Pb?* ou EDTA™ depende do pH do meio e os
possiveis mecanismos de absorcdo dessas espécies através da membrana

ainda é desconhecido.

2.5 Mecanismos de detoxificacao e tolerancia ao chumbo

A absorcéo de Pb pelas plantas € feita principalmente pelas raizes e
sua disponibilidade depende ndo somente das condi¢cdes do solo mas também

de fatores proprios da planta como area de superficie da raiz e composicao da
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rizosfera. Ademais, as raizes podem secretar exudatos ricos em acidos
urbnicos que restringem a absorcdo do Pb pela raiz e estabelece uma
importante barreira de protecdo no sistema radicular (Figura 1). Assim, as
propriedades quimicas da parede celular poderdo modular a absorgédo e
tolerancia ao Pb (SHARMA; DUBEY, 2005; MANARA, 2012). Por outro lado, a
membrana plasmatica através de transportadores de metais pode reduzir a
absor¢cdo dos mesmos ou promover o efluxo desses metais através de
mecanismos de bombeamento (Figura 1). Uma vez no citoplasma os metais
podem ser quelados por peptidios como fitoquelatinas ou compartimentalizados
nos vacuolos através também de transportadores (Hall 2002).

As plantas possuem varias familias de transportadores de
membrana envolvidos na homeostase e na captacdo de metais, tais como
proteinas ZIP (proteinas transportadoras de zinco e ferro), facilitadores de
difusdo de cations (CDF), proteinas P1B-ATPase e transportadores NRAMP
(conhecidos por transportar metais como Mn?*, Zn?*, Cu®, Fe**, Cd?**, Ni** e
Co?).

A absorgdo de fons metélicos e particularmente o Pb?* pode ocorrer
passivamente nas células das raizes através do fluxo de agua, contudo a
absorcao ibnica é feita principalmente por canais e transportadores (TUNG,
TEMPLE, 1996; SEREGIN; SHPIGUN; IVANQOV, 2004)

A via principal de absor¢do de Pb?* pelas raizes é através dos
canais de Célcio (WANG et al., 2007; POURRUT et al., 2008). O uso de plantas
transgénicas mostrou que o Pb®" pode penetrar nas raizes através de vias
alternativas nao seletivas como a dos canais ibnicos controlados por
nucleotideos ciclicos (cyclic nucleotides gated ion channels) (ARAZI; SUNKAR,;
KAPLAN, 1999; KOHLER; MERKLE; NEUHAUS, 1999) ou via transportadores
de cations de baixa afinidade (POURRUT et al., 2011). Apesar dessa absorc¢ao
nao ser seletiva, ela depende do funcionamento da bomba H*ATPase que
mantem um forte potencial de membrana negativo (HIRSCH et al., 1998;
WANG et al., 2007). A membrana plasmatica parece exercer papel importante
na tolerancia das plantas a metais toxicos evitando sua absorgéo ou facilitando
seu efluxo, existem poucas evidéncias de transportadores envolvidos nesse
efluxo em plantas, salvo as familias de transportadores P1B-ATPases e CDF.
P1B-ATPases pertencem a superfamilia tipo P e usam a energia liberada na
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hidrolise de ATP para translocar diferentes cations metalicos através das
membranas (AXELSEN; PALMGREN, 2001). Esses transportadores bombeiam
ions metalicos para fora do citoplasma, contra seu gradiente de concentracéo,
para o apoplasto ou para o vacuolo. Essas ATPases foram renomeadas de
HMAs ( ATPases de metais pesados do inglés heavy metal ATPases ) que sao
divididas em duas classes : uma envolvida com transporte de cations
monovalentes (Cu*/Ag*) e outra com cations divalentes (Zn?*/Co?"/Cd**/Pb**).
Igualmente, transportadores ABC estdo envolvidos no efluxo de ions metalicos

a partir de membrana plasmatica.

Figura 1 - Resposta das plantas superiores aos metais toxicos. Ligagao dos metais a parede
celular e aos exudatos da raiz (A), redugdo do influxo de metais através da membrana
plasmatica (B), Efluxo através da membrana (C), quelagdo dos metais no citosol por
fitoquelatinas, metalotioninas, acidos organicos e aminodacidos (D), transporte através do
tonoplasto e armazenamento de metais fitoquelados no vacuolo (E), sequestro de metais para
o interior do vacuolo por transportadores presentes no tonoplasto (F), mecanismos de indugao
e de defesa de EROs (G).
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2.6 Efeitos fisioldgicos e bioquimicos do chumbo nas plantas

O chumbo ao ter acesso as plantas pode ser distribuido de diversas
maneiras, 0 que possivelmente regula o grau do dano, decorrente de sua
localizacao celular. A forma em que tal metal encontra-se, isto é, complexada
ou nao a agentes quelantes intracelulares repercutird no seu papel, podendo
assim ser, mais ou menos deletério (SHARMA; DUBEY, 2005).

Os efeitos da toxicidade do chumbo nas plantas, ainda que em
pequenas quantidades, conduzem a multiplas alteracbes envolvendo a
permeabilidade da membrana plasmatica, inibicdo da atividade de distintas
enzimas localizadas no citoplasma e em diferentes organelas, distarbios na
nutricio mineral, desbalangco hidrico e mudancas hormonais (SHARMA;
DUBEY, 2005). Consequentemente, estas desordens prejudicam as atividades
fisiolégicas da planta (ERNST, 1998; SEREGIN; IVANOV, 2001). Ademais,
tanto a localizacao celular, quanto a forma com que o chumbo se encontra, sdo
fatores preponderantes no tocante ao seu efeito nas plantas (MEMON;
SCHRODER, 2009).

Varios estudos mostram que o chumbo acarreta disfungdes na
absorcao de nutrientes pela planta (GOPAL; RIZVI, 2008; SHARMA; DUBEY,
2005). Embora os mecanismos de acdo do chumbo ainda nao estejam
totalmente elucidados, sabe-se que esse metal afeta a obtencdo de sais
minerais nas plantas. Sabe-se também que a exposicao ao chumbo reduz a
concentracdo de céations bivalentes como Ca®, Fe?*, Mg, Mn** e Zn* nas
folhas de algumas plantas como milho (SEREGIN; SHPIGUN; IVANOV, 2004),
Brassica oleracea (SINHA et al., 2006) e Vigna unguiculata (KOPITTKE et al.,
2007). Mesmo com esses dados, ainda n&o se descobriu a origem dessa
diminuigédo: se proveniente do bloqueio da absor¢céo de nutrientes pela raiz, se
h&a um decréscimo da translocacdo dos nutrientes das raizes para as partes
superiores ou uma modificagdo na distribuicdo desses elementos pela planta.
O efeito do chumbo sobre a acumulagdo de sais minerais nas raizes €
dependente da espécie e da magnitude do estresse aplicado (GOPAL; RIZVI,
2008; KOPITTKE et al., 2007).
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A reducao na absorgcao de nutrientes provocada pelo chumbo pode
ser consequéncia de uma competicdo entre ions que apresentam raios
atdbmicos de tamanhos semelhantes ao do chumbo ou de modificagbes nos
processos fisiol6gicos das plantas.

Os sintomas visuais da toxicidade do chumbo séo rapida inibicdo do
crescimento da raiz, atrofia do crescimento da planta e clorose (BURTON et al.
, 1984). Os efeitos do chumbo nas plantas variam desde a inibicdo da
germinacao, em determinadas espécies, a inibicao de crescimento e processos
vitais que podem levar a morte (GHANI, 2010; GOPAL; RIZVI, 2008; HUSSAIN
et al., 2013; KOPITTKE et al., 2007; MISHRA et al., 2006; SHARMA; DUBEY,
2005). Sabe-se que o chumbo pode acarretar disfuncées no ciclo celular da
planta na condensagao da cromatina, na organizagdo dos microtdbulos durante
a Mitose, devido ao bloqueio da anafase causado pela ndo despolimerizacao
dos microtubulos do fuso mitético, um efeito similar ao observado pelo
mecanismo da colchicina, e também na organizacdo do citoesqueleto, que
seria uma das causas da inibigdo do crescimento da planta (KAUR et al., 2014;
SAMARDAKIEWICZ; WOZNY, 2005; YUCEL et al., 2008). Assim, o chumbo
reduz o crescimento das raizes pela restricdo da divisao celular e elongacao
celular, processo dependente tanto da divisdo celular como de ions K~
(MALKOWSKI et al., 2002). Rossato et al. (2012) mostraram que as plantas de
Pluchea sagittalis cresceram em concentragdes de até 1000 uM de chumbo,
entretanto apds 15 dias do tratamento, mostraram sintomas de toxicidade. As
folhas se mostraram murchas, a massa fresca do caule e a &rea foliar diminuiu
com o0 aumento da concentracdo de chumbo.

Entretanto algumas espécies de plantas ndo s6 suportam a
presenca do chumbo como também acumulam grandes quantidades deste
elemento. Ha et al. (2011), coletaram e analisaram amostras de plantas
crescidas em regido sabidamente contaminada com metais toxicos. Elevada
concentragédo de Pb foi encontrada em caules de Potamogeton oxyphyllus Mig.
e raizes de Pteris vittata L.

Estes estudos mostram a ampla diversidade das plantas que podem
responder de modo diferenciado aos estresses especialmente aos metais
toxicos. Assim, no ambito da fitorremediagdo as plantas que respondem bem

ao estresse com metais, assumem importante papel no meio ambiente.
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Convém salientar, que Gupta et al. (2007) quantificaram o chumbo
acumulado nas raizes e nas folhas de Phaseolus vulgaris L., uma espécie de
feijao comum cultivada em todo o territorio brasileiro.

A inibicdo da fotossintese € outro sintoma caracteristico da
toxicidade do chumbo em plantas, podendo causar distorcdao da ultraestrutura
do cloroplasto e inibicdo da sintese de pigmentos fotossintéticos e de enzimas
integrantes da etapa clara e do Ciclo de Calvin (LIU et al., 2008). A fotossintese
€ bem mais sensivel aos metais tdéxicos que quaisquer outros processos
bioquimicos em plantas. Sabe-se que, na etapa clara da fotossintese, o PSIl é
muito mais suscetivel aos efeitos deletérios do chumbo que o PSI
(ROMANOWSKA et al., 2012). Em adigao, o chumbo inibe ndo sé o complexo
oxidante da agua (WOC), como também bloqueia o transporte de elétrons da
quinona A (Qa) para a quinona B (Qg (BELATIK; HOTCHANDANI;
CARPENTIER, 2013). Além disso, o chumbo acarreta a inibicao da biossintese
da clorofila (CENKCI et al., 2010; HAMID et al., 2010; LIU et al., 2008) e de
carotendides (LIU et al., 2008) assim como, a inibicao de proteinas associadas
aos fotossistemas. Romanowska et al (2012) mostraram que, em presenca de
chumbo, os tilacoides de células da bainha e do mesofilo de milho ativavam a
fosforilacdo das proteinas do PSII.

Além da fotossintese, o chumbo acarreta efeitos indesejaveis nos
processos associados a transpiragdo celular. Determina o fechamento dos
estbmatos o que limita as trocas gasosas com o ar atmosférico e a perda de
agua por transpiragdo (PARYS et al.,, 1998). Yang, Zhang e Wang ( 2004),
relataram que o movimento estomatal era afetado pelo chumbo através de
canais de agua (aquaporinas) ou canais de ions nas células estomatais. Além
disso, ha relatos de que a RuBISCO também é inibida por chumbo, reduzindo
assim sua capacidade carboxilativa (POURRUT et al., 2011) e dessa forma
contribuindo para o aumento da concentragao intercelular de COs..

Dentre as alteragdes bioquimicas causadas pelo chumbo pouco se
sabe sobre seu efeito na respiracdo. Contudo, em experimento realizado com
planta (folhas), no escuro, detectou-se aumento da respiragdo e,
consequentemente, aumento na produgéo de moléculas de adenosina trifosfato

(ATP). Tal resultado sugere que esse aumento do suprimento energético
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corresponda a um mecanismo de defesa da planta contra os efeitos toxicos
causados pelo chumbo. Ainda, dentre o conjunto de alteracdes possiveis pode-
se elencar a reducdo da mitose, a inducao de aberracbes cromossdémicas,
variacdo do conteudo total de proteinas e aumento da concentracdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (POURRUT et al., 2011).

Ademais, o chumbo danifica atividades enzimaticas e aumenta a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) conduzindo a estresse
oxidativo (KAUR et al., 2011; VERMA; DUBEY, 2003).

2.7 Espécies Reativas de Oxigénio e Sistema Antioxidante nas plantas

As plantas quando submetidas a estresses biodticos e/ou abidticos
induzem estresse oxidativo revelado pela producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs). As EROs séo geradas incessantemente como subprodutos
de vias metabdlicas localizadas em diferentes organelas com elevada atividade
oxidante ou com intensa taxa de fluxo de elétrons, como os cloroplastos,
mitocondrias e peroxissomos (GILL; TUTEJA, 2010a). Dentre as EROs, pode-
se citar o peroxido de hidrogénio (H2O,), radical superédxido (O2), o radical
hidroxila (OH-) e o oxigénio singleto (O2') (PANDA; CHOUDHURY, 2004).

O equilibrio entre a produgcao e o combate as EROs pode ser
perturbado por diversos estresses abidticos e bidticos, como metais toxicos,
salinidade, seca e outros. Esse desequilibrio leva a um subito aumento no teor
intracelular de EROs (Figura 1), danificando estruturas celulares. Sabe-se que
varios efeitos adversos secundarios podem ocorrer como resultado do aumento
da producao de EROs e da alta reatividade desses compostos com a matéria
organica, desse modo em ultima analise o acumulo dos danos causados a
lipideos, carboidratos e proteinas podem levar a morte do vegetal (GILL;
TUTEJA, 2010).

O superéxido é formado na etapa fotoquimica da fotossintese,
quando o Oy produto da oxidacao da molécula de agua pode receber elétrons
oriundos dos fotossistemas (FOYER; NOCTOR, 2005). Através de uma série
de reagdes, o0 superdxido pode gerar perdxido de hidrogénio, radicais hidroxila
e outras EROs (KHAN; SINGH, 2008; MAHAJAN; TUTEJA, 2005). O oxigénio
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singleto ('O2) é o primeiro estado eletrénico excitado do Oz e é uma ERO
incomum por nao estar associado a transferéncia de elétrons para o O (Figura
2). A formac&o do oxigénio singleto ('O,) na fotossintese danifica severamente
os fotossistemas | (PSI) e Il (PSIl) assim como todo o aparato fotossintético
(GILL; TUTEJA, 2010a). Além de danificar o aparato fotossintético, outros
efeitos nocivos das EROs sédo a peroxidacao lipidica de membranas celulares
ou de organelas, danos a acidos nucléicos, oxidagcdo de residuos de
aminoacidos, como arginina, histidina, lisina, prolina, cisteina e metionina,
acarretando a inativagcdo das proteinas (FOYER; NOCTOR, 2005; GILL;
TUTEJA, 2010).

Figura 2 - Formacéo de EROs por transferéncia de energia

Radical fon perdxido
superdxido
102 302 € 02'_ e 022 =
. — —_—
Oxigénio Dioxigénio
singleto H+ H-
Fe?*
HO:2" H203 . . OH-
Radical Pertxido de 2620 de Fenton
perhidroxil hidrogénio

Fonte: (GILL; TUTEJA, 2010)

As espécies reativas de oxigénio em células de organismos
aerobicos, que acarretardo o estresse oxidativo, sdo um dos principais
produtos da toxicidade dos metais, como o chumbo (LIU et al., 2008; SINGH et
al., 2010). A toxicidade induzida pelo chumbo pode reduzir a atividade de
enzimas ou mesmo induzir suas sinteses. Entretanto, a inibicdo ou indugéo por
chumbo das enzimas antioxidantes depende do tipo, da forma especifica do
metal e da duragcdo ou magnitude do tratamento (GUPTA et al., 2009; ISLAM;
UZ-ZAMAN; RAHMAN, 2013; SINGH et al., 2010). A inibicao enzimatica por
chumbo é consequéncia da afinidade desse metal por grupos tidis (- SH) na
estrutura da enzima (GUPTA et al.,, 2009; SHARMA; DUBEY, 2005). A
inativacado se da por uma ligagdo no sitio catalitico ou em qualquer outro lugar
da proteina, gerando uma estrutura terciaria modificada. Em adi¢do, o chumbo
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também interage com metaloenzimas, além de bloquear a absorcdo de
minerais como zinco, ferro, manganés, etc., que sao elementos essenciais para
o funcionamento dessas enzimas. O chumbo e outros metais que também sao
cations bivalentes (cadmio, mercurio, etc.) podem inibir competitivamente
essas enzimas por substituicdo dos cofatores metalicos, como ocorre com a
ALA-D, uma enzima essencial para a biossintese de grupos heme (GUPTA et
al., 2009, 2010).

A fim de combater as EROs e o estresse gerado por elas, as células
vegetais e suas organelas desenvolveram sistemas antioxidantes, compostos
por elementos enzimaticos, como a catalase (CAT), superdxido dismutase
(SOD), ascorbato peroxidase (APX), etc., e também nao-enzimaticos como
glutationa reduzida (GSH), &cido ascoérbico (reduzido), carotenoides e
tocoferéis (GILL; TUTEJA, 2010; SINGH et al., 2008).

2.7.1 Catalase (CAT)

As catalases (EC 1.11.1.6) sdo enzimas tetraméricas que tém como
grupo prostético um grupamento heme (GILL; TUTEJA, 2010), com
mondémeros contendo aproximadamente massa molecular de 55 kDa
catalisando, em plantas e animais, a dismutagdo do H,O, a H,O e O
(MHAMDI; NOCTOR; BAKER, 2012). A CAT possui uma das mais elevadas
taxas de turnover dentre todas as enzimas, podendo uma molécula de CAT
dismutar, em um minuto, aproximadamente 6 milhdes de moléculas de H»O, a
H.O e O, (Figura 3)(GILL; TUTEJA, 2010).

Figura 3 - Reacé&o catalisada pela CAT.
H202 — Hz0 + /20,
Fonte: GILL;TUTEJA (2010).
A CAT apresenta diferentes isoformas localizadas nas mitocéndrias,

nos peroxissomos, nos glioxissomos e no citoplasma. As isozimas da CAT séo

espacial e temporalmente reguladas e podem responder diferencialmente a luz.
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Trés genes da catalase foram identificados nas angiospermas: arabidopsis,
abdbora, arroz, milho e tabaco (MHAMDI; NOCTOR; BAKER, 2012). O milho
possui 3 genes que codificam a CAT (CAT1, CAT2 e CAT3), localizados em
diferentes cromossomos, diferencialmente expressos e independentemente
regulados. As enzimas CAT1 e CAT2 sédo encontradas nos peroxissomos e no
citosol, enquanto CATS3 esta localizada na mitocéndria (GILL; TUTEJA, 2010).

2.7.2 Ascorbato peroxidase (APX)

Acredita-se que a ascorbato peroxidase (EC 1.11.1.11) seja a
principal enzima guardia contra as EROs, estando envolvida no consumo de
H.O2 nos ciclos agua — agua, (em cloroplastos) e glutationa — ascorbato
(diversos compartimentos celulares). A APX catalisa a reagdo que transforma
peroxido de hidrogénio em agua e desidroascorbato (Figura 4).

Figura 4 - Reacéo catalisada pela APX.

H,0, + AA — 2H,0 + DHA

Fonte: GILL;TUTEJA (2010).

A APX é uma enzima que possui um grupamento heme como grupo
prostético (KITAJIMA, 2008; SHIGEOKA et al., 2002). As APX séo classificadas
conforme sua localizagdo subcelular e existem pelo menos 6 isoformas: APX
estromal (sAPX) e APX de membrana de tilacéide (tAPX) em cloroplastos;
APX de membrana de glioxissomos (gmAPX), APX de membrana de
peroxissomos, APX citosdlica (cCAPX) e APX de membrana mitocondrial
(mAPX) (GILL; TUTEJA, 2010a; LISENBEE; HEINZE; TRELEASE, 2003;
SHIGEOKA et al., 2002). A APX apresenta maior afinidade para H2O- do que a
CAT, podendo possuir um papel crucial no combate as EROS durante
estresse. Foi comprovado que, em Brassica juncea, € em trigo (Triticum
aestivum), a APX em folhas teve sua atividade aumentada sob estresse com
cadmio (Cd) (GILL; TUTEJA, 2010).
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2.7.3 Superoxido dismutase

A superéxido dismutase (EC 1.15.1.1) representa a primeira linha de
defesa contra os efeitos téxicos de EROs. Ela catalisa a eliminagdo do ion
superoxido (O2), dismutando dois ions superéxido a perdxido de hidrogénio e a
oxigénio molecular (O2) como mostra a equacao da Figura 5.

Figura 5 - Reagao Catalisada pela SOD.

O + 0 + 2HY — 2H505 + O,

Fonte: GILL;TUTEJA (2010).

O éanion superdxido é uma das espécies reativas de oxigénio mais
danosas podendo ainda ser protonada e gerar outra espécie reativa de
oxigénio: o radical perhidroxila (HO.). Ademais, a remogao do radical
superoxido (O27) diminui o risco de formacdo da radical hidroxila (OH).
Portanto, a SOD previne a formagdo de espécies altamente reativas e o
produto de sua reagdo mesmo sendo téxico, na forma de HyO,, servira de
substrato para outras enzimas antioxidantes como APX e CAT. Assim, APX e
CAT sao responsaveis pela eliminagdo do H»O, e, portanto, evitam o
surgimento da espécie mais reativa de todas, o radical hidroxila (OH),
produzido nas reagdes de Fenton e Haber-Weiss a partir do H.O, e do O,"
(ANJUM et al., 2011; FENTONA; CHEMIZMU, 2009; KEHRER, 2000;
MITTLER, 2002).

As SODs sao classificadas em fungcdo dos ions que atuam como
cofatores, em 3 classes : SOD Cu/Zn, SOD Mn e SOD Fe. Em plantas, as
isoformas SOD Mn geralmente s&o encontradas nas mitocondrias e nos
peroxissomos; as SOD Cu/Zn s&o encontradas no citoplasma e nos
cloroplastos. As isoformas de SOD Fe, frequentemente ndo sdo detectadas
em plantas, quando presente, estdo associadas ao cloroplasto (GILL; TUTEJA,
2010). Todas as isoformas da SOD sao codificadas por DNA nuclear e sua
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atividade geralmente € detectada com base na sua sensibilidade ao peroxido e
ao cianeto de potassio (GILL; TUTEJA, 2010).

Além do sistema enzimatico, varios compostos de baixo peso
molecular atuam no combate as EROS tais como o aminoacido prolina, que
além de osmolito, funciona como um potente removedor de 'Oz e OH", além de
inibir a peroxidagéo lipidica. O a-tocoferol € uma forma de vitamina E que, com
seus trés grupos metila, possui elevada atividade antioxidante, podendo atacar
até 120 moléculas de 'O; por transferéncia de energia de ressonancia (GILL;
TUTEJA, 2010).

Assim, a maquinaria celular antioxidante constitui uma protecao
necessaria contra as EROs e indiretamente contra os estresses que geram
estresse oxidativo (Figura 6).

Figura 6 — EROs e mecanismos de defesa antioxidantes.

Estresse abiotico

Cu?/Fe™ l Hz
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Fonte: GILL; TUTEJA (2010).
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2.8 Fitorremediacao

O fendmeno natural da tolerancia a metais toxicos tem despertado o
interesse de pesquisadores de plantas nas mais distintas areas (Ecologia,
Fisiologia, Biologia e Bioquimica) com o intuito de investigar a fisiologia e a
genética da tolerdncia a metais em plantas hiperacumuladoras como
Arabdopsis halleri e Thasspi caerulescens (MEMON; SCHRODER, 2009).

Os métodos tradicionais de tratamento de solos contaminados com
metais sdo excessivamente caros, porém, as plantas que ocorrem
naturalmente em solos enriquecidos com metais sao fontes bioldgicas para uso
na remediacdo de solos degradados, constituindo a fitorremediacdo, uma
técnica saudavel e de baixo custo (GLASS, 2000; ZEITOUNI, 2003).

A fitorremediacdo consiste no uso de plantas e microrganismos do
solo associados para diminuir a concentracao ou toxicidade de contaminantes
num ambiente (ALI; KHAN; SAJAD, 2013). Pode ser usada para a remoc¢ao de
metais toxicos, radioisétopos e poluentes organicos (compostos aromaticos
polinucleares, etc.). E uma estratégia de baixo custo, eficiente, ecoamigavel e
de remediacdo movida por energia solar. O conceito de fitorremediacao foi
sugerido por Chaney, em 1983, onde phyto & um prefixo de origem grega que
significa planta e remedium de origem latina, significando “remogédo ou
corregao de um mal” (ALI; KHAN; SAJAD, 2013). A metodologia é
esteticamente agradavel e possui grande aceitagdo, sendo apropriada para
aplicacdo em amplos locais onde métodos convencionais de remediagdo ndo

sao rentaveis ou praticaveis (ALKORTA et al., 2003).

A tolerdncia a metais tem como base mecanismos multiplos que
variam desde uma fixacdo a parede celular através da formagcédo de complexos
com grupamentos carboxilicos, como &cido galacturénico e acido glucurénico
(RUDAKOVA et al.,, 1988), até o transporte ativo de ions para o vacuolo e
formagcdo de complexos com acidos organicos ou peptideos. Caso os sitios de
fixacdo localizados no apoplasto ndo sejam suficientemente numerosos, o
chumbo pode ter acesso ao simplasto e em seguida ser sequestrado para o

vacuolo tornando-se assim inativo. Assim estudos sobre tolerancia, absorgéo e
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distribuicao de metais em plantas sao extremamente relevantes para o sucesso
em técnicas de fitorremediagéo.

A fitorremediacao pode ser subdividida em 5 estratégias ou técnicas:
fitoextracdo (também chamada de fitoabsorcao ou fitoacumulacao), fitofiltracao,
fitoestabilizagdo, fitovolatilizacdo e fitodegradacdo (ALKORTA et al., 20083).
Dentre estas técnicas, a fitoextracdo € a mais utilizada para a remocao de
metais do solo, sedimentos ou agua (ALl; KHAN; SAJAD, 2013).

Para uma planta ser considerada fitoextratora, precisa possuir
qualidades desejaveis como: alta taxa de crescimento, sistema radicular
altamente ramificado e distribuido, translocacdo do metal pesado acumulado
das raizes para a parte aérea, tolerancia a toxicidade do metal, dentre outras .
Covém salientar que a translocagdo do metal para a parte aérea € uma
caracteristica de grande relevancia por permitir que somente as folhas sejam
colhidas e , dessa forma, possibilitar a extragcdo continua do metal do ambiente
contaminado. O potencial fitoextrator de uma planta é sobretudo determinado
por 2 fatores-chave: a concentracdo do metal na parte aérea e sua biomassa.

Quando plantas conseguem sobreviver em solos ricos em metais,
sdo chamadas metaléfitas. As metaldfitas sdo divididas em 3 categorias:
metaloexcludentes, metaloindicadoras e hiperacumuladoras (ALl; KHAN;
SAJAD, 2013).

Metaloexclusoras acumulam metais na raiz e ndo permitem a
translocacao para as partes aéreas (SHEORAN; SHEORAN; POONIA, 2011).
Assim, essas plantas possuem baixo potencial fitoextrator, mas podem ser
boas fitoestabilizadores (BARCELO; POSCHENRIEDER, 2003).
Metaloindicadoras acumulam metais toxicos na parte aérea. Conforme o nome
(metalindicadora) essas plantas refletem as concentragbes do metal no
substrato (SHEORAN; SHEORAN; POONIA, 2011). Hiperacumuladoras séo
plantas que absorvem quantidades elevadas de um ou mais metais tdxicos do
solo. Em adicdo, os metais tdxicos ndo ficam retidos nas raizes, mas séo
translocados para o caule e acumulados em érgaos acima do solo, como as
folhnas (Figura 7), a concentracbes de 100 a 1000 vezes maior que as
encontradas em espécies ndo - acumuladoras, nao exibindo nenhum sintoma

de fitotoxicidade. Embora seja uma caracteristica distinta, a hiperacumulagcéao
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também faz uso da hipertolerancia, uma propriedade crucial que permite as
plantas evitar a intoxicacao por metais téxicos (ALI; KHAN; SAJAD, 2013).
Aproximadamente 25% das plantas hiperacumuladoras descobertas pertencem
a familia Brassicaceae, particularmente aos géneros Thlapsi & Alyssum (ALl
KHAN; SAJAD, 2013).

2.8.1 Eficiéncia da Fitoextracao

A eficiéncia da fitoextracdo pode ser avaliada através do calculo dos
fatores de bioconcentracdo (BCF) e de translocacdo (TF). O fator de
translocagéo consiste na razdo entre os valores de ions metalicos detectados
na massa seca da parte aérea pelos valores de ions na massa seca das raizes
enquanto que o fator de bioconcentragdo fornece a capacidade da planta em
acumular o metal com relagdo a concentragdo do metal no substrato (ISLAM;
UZ-ZAMAN; RAHMAN, 2013). Um hiperacumulador ideal deve possuir parte
aérea com uma elevada capacidade de acumulacao de metais, elevada
biomassa, rapido crescimento e valores de BCF e TF superiores a 1 (DAS;
GOSWAMI; TALUKDAR, 2014).
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Figura 7 - Mecanismos envolvidos na hipertolerancia aos metais pesados e distribuicdo dos
metais pesados em plantas nao-hiperacumuladoras (esquerda) e hiperacumuladoras (direita).
Ligacao dos metais pesados na parede celular (1) e/ou exudatos celulares, absorcéao pelas
raizes (2), quelacao no citosol e/ou sequestro para os vacuolos (3), translocacdo das raizes
para a parte aérea (4). As circunferéncias representam os 6rgdos nos quais os diferentes
mecanismos ocorrem e o tamanho das circunferéncias estao relacionados as concentracoes
dos metais. Altas concentragbes de metais nas folhas torna os hiperacumuladores venenosos
para os herbivoros.

Hipertolerante Hipertolerante
N&o-hiperacumulador Hiperacumulador

Fonte: RASCIO; NAVARI-IZZO (2011)
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3 OBJETIVOS

Geral:

Avaliar os efeitos do chumbo bioquimica, fisiolégica e molecularmente

em cultivares de Vigna unguiculata L. Walp : Sempre Verde (SV) e Setentao

(SET).

Especificos:

>

Estabelecer as condicbes experimentais para o estudo dos efeitos do
chumbo nos cultivares de Vigna unguiculata L. Walp (SV e SET);
Identificar os efeitos do chumbo nos parametros fisiolégicos (massa
seca, area foliar, concentracao interna de CO, condutancia estomatica,
transpiracao, taxa fotossintética, taxa de transferéncia de elétrons/PSlI,
eficiéncia do PSIl) em Vigna unguiculata L. Walp (SV e SET);
Determinar os efeitos do chumbo na germinagdo dos cultivares de
Vigna unguiculata L. Walp (SV e SET);

Quantificar o Pb?* em plantulas e plantas de Vigna unguiculata L. Walp
(SV e SET);

Determinar os fatores de translocacao (TF) e de bioconcentracao (BCF)
do Pbnos cultivares de Vigna unguiculata L. Walp (SV e SET);
Quantificar Ca?*, Cu®** e Zn?*, em presenca de EDTA — Pb 0,5 mM nos
cultivares de Vigna unguiculata L. Walp (SV e SET);

Determinar a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT),
ascorbato peroxidase (APX) e superoxido dismutase (SOD), em
presenca de EDTA — Pb 0,5 mM, nos cultivares de Vigna unguiculata
L. Walp (SV e SET);

Quantificar a expressao das familias multigénicas CAT, APX e SOD, em
raizes e em folhas na presenca de EDTA — Pb 0,5 mM, dos cultivares
de Vigna unguiculata L. Walp (SV e SET);

Identificar alterac6es morfoldgicas em presenca de EDTA — Pb 0,5 mM,
em raizes e folhas, dos cultivares de Vigna unguiculata L. Walp (SV e
SET);
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4 METODOLOGIA

4.1 Material Vegetal

Foram utilizadas sementes de dois cultivares de feijao-de-corda
(Vigna unguiculata L. Walp), Sempre Verde (SV) e Setentdo (SET) fornecidas
pelo banco de sementes do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade

Federal do Ceara.

4.2 Germinacao das Sementes

Inicialmente as sementes foram tratadas com solucédo de hipoclorito
de sédio 0,5% durante 5 minutos, para desinfec¢do. Apds varias lavagens,
foram embebidas em dgua destilada durante 2 horas. Em seguida as sementes
foram semeadas em copos plastico (200 mL) contendo vermiculita, sendo
diariamente irrigadas com agua destilada (50mL), durante 7 dias.
Posteriormente, as plantulas germinadas foram removidas e as raizes
cuidadosamente lavadas com agua destilada. Seis plantulas uniformes de cada
cultivar foram transferidas para bacias de plastico contendo 12L de solucao
nutritiva diluida 1: 2, pH 5,0 segundo Hoagland e Arnon (1950) com pequenas
modificacdes (Tabela 1). O sistema foi continuamente aerado e mantido em
casa de vegetagado por mais 7 dias com temperaturas médias de 28.3 * 0.62
°C, umidade relativa do ar média de 75.0 £ 1.9% e radiacao fotossinteticamente
ativa (PAR) de 1200 pmol s m™.

Para o estudo dos efeitos do chumbo na germinagdo as sementes
foram semeadas em folhas de papel de filtro, sendo regularmente distribuidas,
e acondicionadas em depositos contendo agua suficiente para manté-las
umedecidas (200mL) durante 3 dias em camara de vegetacao tipo BOD,
fotoperiodo de 12 horas , 30 °C/25 °C (EL 212, Eletrolab, Brasil).
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Tabela 1 - Composicdo e concentracdo de sais usados no preparo da solugdo nutritiva
(HOAGLAND; ARNON, 1950)

Solucao Estoque Volume (mL) para 1 Litro de solucéao
KNOs1 M 5,5 mL
NH4H2PO41 M 2 mL
MgSO+1 M 1 mL
Ca(NOs)21 M 4 mL
Fe-EDTA 10 uM 1 mL
Microelementos™ 1 mL
KCI 1 M 0,5 mL

*Microelementos: H3;BO3; (1 uM); MnSO,4 (0,08 puM); ZnSO4 (0,08 puM); CuSO4 (0,02 pM);
H,MoQy, (0,02 puM).

4.3 Aplicacao do Chumbo

Foram realizados dois experimentos preliminares com diferentes
concentragdes (0,2 e 0,5 mM) de nitrato de chumbo Pb(NO3)>. e EDTA-Pb afim
de se determinar a melhor forma e concentragdo de chumbo a ser aplicada.
Assim, ap0s o periodo de aclimatacao (7 dias ap6s a semeadura), a solucao de
Hoagland foi trocada e o chumbo foi aplicado diretamente nessa solucéo, na
concentragéao de 0,5 mM, em presenca de EDTA, permanecendo por 7 dias. As
plantas controle receberam apenas solu¢ao nutritiva. Diariamente, os niveis da
solugdo nutritiva foram restituidos pela adicdo de agua destilada e o pH
monitorado, sendo mantido em aproximadamente 5,0.

Para estudar os efeitos do chumbo durante o processo de
germinacao, nitrato de chumbo (Pb(NOs3)2) na auséncia e presenca de EDTA,
foi aplicado imediatamente apds a semeadura, em diferentes concentracdes
(0,2,0,5, 1, 2 e 2,5 mM), durante 3 dias.
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4.4 Coleta do material vegetal e parametros analisados

O desenho experimental foi realizado levando em consideragdo a
coleta de plantas dos dois cultivares (SV e SET). Para cada cultivar haviam 24
plantas dividas em dois grupos controle e dois grupos tratados com 6 plantas
em cada grupo. Para a analise dos parametros fisiolégicos e dosagem de ions
em cada cultivar, utilizou-se um grupo controle e um grupo tratado, ambos
contendo 6 plantas cada. Para as andlises de Bioquimica e de Biologia
Molecular outros dois grupos tratados ou nao, por cultivar, foram utilizados com
6 plantas cada (Figura 8).

Apés a coleta do material vegetal, o chumbo presente nas solucdes
nutritivas foi precipitado com hidréxido de sédio (NaOH), concentragao final de
2 M. Um dia ap6s a adicao da solugdo de NaOH 2 M, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado, contendo chumbo, foi coletado em garrafas
plasticas e armazenado.

Figura 8 — Esquema do desenho experimental realizado para coleta do material vegetal

48 Plantas
sv SET
(24 plantas) (24 plantas)
| Controle | EDTAPb | | Controle | EDTAPb | | Controle | EDTAPb || Controle | EDTAPD |
~ IRGA Analises de ~ IRGA Analises de
Area Foliar Bioguimica e Area Foliar Bioquimica e
Massa Seca Biologia Molecular Massa Seca Biologia Molecular
Dosagem de ions Dosagem de ions
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4.5 Parametros fisiolégicos

O crescimento vegetal nas plantas foi avaliado pelas medidas de
massa seca e area foliar. Para obtencdo da massa seca as amostras foram
colocadas em estufa com circulagéo forcada de ar a 60 °C (Marconi Brasil) por
cinco dias. Posteriormente, foram pesadas em balanca digital (Tecnal Brasil). A
area foliar foi determinada em integrador de area foliar Li — 3100 Li-cor Inc
Lincoln, Nebraska EUA.

Os parametros de desenvolvimento analisados foram taxa
fotossintética, condutancia estomatica, concentracdo intercelular de CO,,
transporte de elétrons e eficiéncia do PSII na presenca e auséncia de EDTA-Pb
0,5 mM usando um analisador de gas infravermelho portatil (IRGA, ADC
System - Hoddesdon, UK).

Para as anadlises de Bioquimica foram coletadas a por¢ao medial das
raizes e o primeiro par de folhas completamente expandido e para as analises
de Biologia Molecular coletou-se a porgao final das raizes e a folha mais jovem.
Seguidamente as coletas as raizes e folhas foram congeladas em nitrogénio
liquido e armazenadas em freezer - 20 °C para as anélises de Bioquimica e -
80 °C para as anélises de Biologia Molecular.

Os fons dosados nas plantas foram Pb?*, Ca?*, Cu®* e Zn?".

4.6 Determinacao do teor de ions nas plantas

As diferentes partes das plantas (raiz, caule e folha) e as plantulas
(germinacédo) em cada condi¢ao (controle e presenca de EDTA-Pb 0,5 mM)
secas em estufa com circulagdo forcada de ar a 60 °C (Marconi Brasil) por
cinco dias, foram posteriormente trituradas em Mini Processador (Black &
Decker Brasil). Em seguida 200 mg de cada amostra foram submersas em 3,75
mL de HNO3 65% e 1,25 mL de HCI 37% por 12 horas a temperatura ambiente
(25°C). Posteriormente as amostras foram colocadas em bloco digestor (Tecnal
TE 015, Brasil) a 120 °C por 3 h. Apés esfriamento, foi adicionado 4 mL de
Acido Fluoridrico (HF) concentrado e a mistura foi digerida por mais 3 horas.
Apés digestao, as amostras permaneceram em temperatura ambiente e foram

aferidas com 4gua deionizada para o volume final de 25 mL. Terminada a
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extracdo dos metais, os teores de Pb?*, Ca®*, Cu** e Zn** foram determinados
em espectrometria de emissao éptica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES, Perkin Elmer 4300 DV).

4.7 Avaliacdo Quimiométrica dos ions Ca**, Pb** e Zn* nas plantas
submetidas ao estresse com EDTA-Pb.

Os analitos Ca®*, Pb*" e Zn* foram avaliados utilizando o programa
Pirouette 3.11 por Andlise de Componentes Principais (PCA) aplicada a matriz
de dados gerada pela determinagao dos metais.

4.8 Quantificacao da Eficiéncia da Fitoextracao

A eficiéncia da fitoextracdo pode ser quantificada pelos calculos dos
fatores de translocacgao (TF) e de bioconcentracao (BCF).

4.8.1 Fator de Translocacao

Para avaliar a eficiéncia da planta em absorver e transportar metais
das raizes para a parte aérea foi realizado o calculo do fator de translocagéao
(TF). O TF consiste na razao entre os valores de ions metalicos detectados na
massa seca da parte aérea dividido pelos valores de ions determinados na
massa seca das raizes, como descrito na féormula a seguir (ALl; KHAN; SAJAD,
2013; ISLAM; UZ-ZAMAN; RAHMAN, 2013).

TF= Teor de metal na massa seca da parte aérea (mg g™') / Teor de metal na
massa seca das raizes (mg g™).




52

4.8.2 Fator de Bioconcentracao

Para avaliar a eficiéncia da planta em absorver e acumular um metal
dentro de seus tecidos, realizou-se o calculo do fator de bioconcentragdo ou
fator de acumulacdo. O BCF pode ser calculado de acordo com a férmula
descrita abaixo (ALI; KHAN; SAJAD, 2013; ISLAM; UZ-ZAMAN; RAHMAN,
2013).

BCF (L g”") = Concentracdo do metal na parte aérea seca (mgg™') /
Concentragéo inicial do metal no solo (ou solucéo nutritiva) (mg L™).

4.9 Determinacao da atividade enzimatica

4.9.1 Preparo das amostras

Para obtencao do extrato enzimatico 150 mg de raizes e folhas de V.
unguiculata foram submersas em nitrogénio liquido e maceradas por 5 minutos,
usando almofariz e pistilo. Seguidamente, as amostras controle e tratadas com
chumbo foram homogeneizadas em 1,5 mL de tampao Fosfato de Potassio 100
mM (pH 7,0) em presenca de EDTA 0,1 mM, para CAT e SOD ou contendo
EDTA 0,1 mM com ascorbato 1,0 mM para a atividade da APX. Esse extrato
foi centrifugado a 12 000 x g por 30 minutos a 4°C, em centrifuga (Hettich
Zentrifugen mikro 200R, Germany). Posteriormente utilizou-se o sobrenadante
para determinagdo das atividades. O teor de proteinas soluveis totais no
extrato foi determinado de acordo com Bradford (1976) usando Albumina de
soro bovino (BSA) como padrdo. Todas as atividades enzimaticas foram
realizadas em microplaca Synergy Mx,(BioTek, USA).

4. 9. 2 Atividade da catalase (CAT)

A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi medida como descrito
em (HAVIR; MCHALE, 1987), com pequenas modificacbes. A mistura de
reacdo (150 ul) foi composta de tampéo fosfato 86 mM (pH 7.0), EDTA 0, 086
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mM, H>O, 20 mM e 20 ulL de extrato enzimatico. O decaimento de H,O, foi
monitorado a 240 nm durante 10 minutos e a atividade enzimatica foi
quantificada usando o coeficiente de absorcdo do HzO: (36 mM"' cm™). Os

resultados foram expressos em umol H2O,. mg proteina™ min™.

4. 9. 3 Atividade da ascorbato peroxidase (APX)

A atividade da APX (APX, EC 1.11.1.1) foi determinada de acordo
com Nakano e Asada, (1981). A solucéao de reacao consistiu de tampao fosfato
de potassio 36 mM (pH 6.0), EDTA 0,036 mM, ascorbato 0,5 mM, H,O> 1 mM e
30 uL de extrato enzimatico. A reacdo foi iniciada pela adicdo de H>O, A
oxidacao do ascorbato foi medida a 290 nm por 10 minutos. A atividade da
enzima foi quantificada usando o coeficiente de extincado molar do ascorbato

(2.8 mM " cm™) e os resultados foram expressos em umol.mg protein™ min™.

4. 9. 4 Atividade da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi
realizada como descrito por Giannopolitis e Ries (1977). A mistura de reacao
consistiu de 100 puL de tampéo fosfato 33 mM (pH 7,8) contendo EDTA 0,06
mM e metionina 13 mM, 15 uL de “nitro blue tetrazolium” (NBT) 0,075 mM, 30
uL de riboflavina 0,002 mM e 5 uL de extrato enzimatico. Seguidamente a
mistura de reacao foi iluminada com lampada de 20 W por 15 minutos, apds
esse tempo as absorbancias foram medidas em espectrofotometro a 560 nm.
Uma unidade de atividade de SOD (U) foi definida como a quantidade de
enzima requerida para causar uma inibicado de 50% da taxa de fotorredugéo do
NBT e os resultados foram expressos em UA mg™ proteina.
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4.10 Determinacao da expressao génica pela Reacao em Cadeia da DNA
Polimerase quantitativa em tempo real (RT- qPCR)

4.10.1 Extracao de RNA total

Para extracdo do RNA total 200 mg do material vegetal (raizes e
folhas) foram macerados em nitrogénio liquido, utilizando-se almofariz e pistilo.
Ap6s a maceracao o RNA total das plantas foi extraido usando “RNeasy Plant
Mini Kit” (QIAGEN) de acordo com as instrugbes do fabricante. Assim,
adicionou-se 700 pL do tampdo RLT e 10 pyL de B — mercaptoetanol as
amostras maceradas que seguidamente foram homogeneizadas em vértex. A
solucdo obtida foi, através de pipetagem, transferida para uma mini coluna do
kit (QlAshedder spin column - lilds, acoplada a um tubo coletor de 2 mL) e
centrifugada a 25 °C por 2 minutos a 18.626 x g. O sobrenadante obtido foi
entdo transferido para um novo tubo eppendorf, ao qual foram adicionados 500
uL de etanol 95%. Apds adicao de etanol a amostra foi homogeneizada por
inversao. Seguidamente tal amostra (aproximadamente 700 uL) foi transferida
para uma nova coluna do kit (RNeasy mini spin column — résea, acoplada a um
tubo coletor de 2 ml) e centrifugada a temperatura ambiente (25 °C) por 15
segundos a 9 500 x g. O eluido foi descartado e a coluna rosea foi adicionado
350 yL de tampao RWH1, prosseguindo-se com uma nova centrifugagdo a
temperatura ambiente por 15 segundos a 9 500 x g. Um passo adicional de
digestdo foi realizado durante a purificagdo do RNA, pois 80 pL de
desoxirribonucleases (DNase) (QIAGEN) foi adicionada na coluna, sendo esta
deixada a temperatura ambiente durante 15 minutos. Esse tratamento é
necessario para remover possiveis contaminagdes com DNA gendmico.
Posteriormente ao tratamento com DNase adicionou-se novamente 350 uL do
tampdo RW1 e uma nova centrifugacdo a temperatura ambiente por 15
segundos a 9 500 x g foi realizada. Decorrida a centrifugacao a coluna foi
transferida para um novo tubo coletor e a ela foram adicionados 500 uL do
tampédo RPE. Seguidamente uma nova centrifugacao foi realizada (temperatura
ambiente por 15 segundos a 9 500 x g). O eluido foi descartado e novamente
500 uL do tampao RPE foi adicionado, realizando-se uma nova centrifugagéo a
temperatura ambiente por 2 minutos a 9 500 x g, a fim de eliminar qualquer
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residuo de etanol que possa interferir em reacdes posteriores. Em sequéncia
eluido e tubo coletor foram descartados e a coluna foi transferida para um novo
tubo coletor de 1,5 mL. Posteriormente, a coluna résea foram adicionadas 40
ML de agua livre de RNases, submetendo-se uma nova centrifugagao, por 1
minuto a 9 500 x g, com objetivo de eluir o RNA total. Deste modo, o RNA
agora eluido foi armazenado em freezer a — 20 °C para posterior quantificacéo,

reacoes de transcrigao reversa (TR) e analises de PCR em tempo real (qQPCR).

4.10.2 Quantificacdo e pureza do RNA total

Apo6s extragcdo o RNA total foi quantificado através de leitura
espectrofotométrica a 260 nm (Nanodrop 2000/Thermo scientific) e a pureza
das amostras foi determinada. Para estimar a pureza das amostras e identificar
possiveis contaminacdes com proteinas, utilizou-se a razao de 260/280 nm de
absorbancia (que deve estar entre 1,8 a 2 nm) e para contaminagao por
polissacarideos utilizou-se a razdo de 260/230 nm de absorbancia que deve

estar acima de 2 nm.

4.10.3 Integridade do RNA total

A integridade do RNA e contaminagcdo por DNA genbmico foi
verificada usando-se 0,5 pg de RNA total. Para tanto se realizou uma
eletroforese em gel de agarose 1,5%. A agarose (ainda liquida) foi colocada em
uma bandeja apropriada para inser¢ao de pentes, o que possibilita a formacao
de pocos. Apods solidificacdo, o gel de agarose foi colocado em uma cuba
eletroforética, e esta foi preenchida com tampao MOPs 10X e ligada a um
gerador que polariza a cuba com amperagem constante de 35 mA. Nos pogos
foram aplicados um volume X de amostra, volume este determinado de acordo
com a concentracdo do RNA total extraido, 1,5 yL do tampao Azul de bromo
fenol e agua DEPC (livre de RNases) para completar o volume final de 5 uL. A
corrida eletroforética teve duracdo de aproximadamente 30 minutos a
temperatura ambiente (25 °C). O RNA possui carga elétrica negativa em pH
neutro o que determina sua migracdo nos poros do gel em direcdo ao polo
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positivo da cuba, o que permite a formacao de bandas separadas de acordo
com o tamanho molecular de seu fragmento. Apds a corrida eletroférética o gel
foi corado com brometo de etideo (0,5 pyg/mL) durante 10 minutos. O brometo
de etideo é um agente intercalante de RNA/DNA, que permite a visualizacao
das bandas de DNA/RNA, quando exposto a luz ultravioleta.

Para visualizagdo do RNA ribossomal (18S e 28S) no gel de agarose
foi utilizado o transiluminador de luz UV, sendo o RNA fotodocumentado por
meio do sistema Mini BIS Pro (Bio-Imaging Systems) com auxilio do software
GEICaptureTM.

4.10.4 Sintese de DNA complementar (cDNA)

Apés extracao, quantificacdo, analise de pureza e integridade o RNA
total foi utilizado para a sintese de DNA complementar (cDNA), utilizando-se o
kit “Improm II” Transcriptase Reverse (Promega, Estados Unidos), segundo as
instrugdes do fabricante.

A transcricao reversa foi realizada com aproximadamente 1 ug de
RNA total, oligodTis, MgClo 25 mM, dNTPs 10 mM, tampéao de reagdo 5X e
agua livre de RNases (Quiagen). A Tabela 2 mostra os reagentes utilizados
para esta reagdo, bem como os seus respectivos volumes. A solu¢do obtida
(19 ul) apds adicdo dos reagentes foi submetida a temperatura de 65 °C por 5
minutos para desnaturacdo do RNA, sendo transferida para o gelo.
Seguidamente, 1 uL da enzima transcriptase reversa foi adicionada em cada
tubo de reacao, completando-se o volume para 20 pL.

A reacdo de sintese da fita complementar ocorreu a 42 °C por 1 hora,
seguida de 75 °C por 15 minutos. O cDNA obtido foi armazenado a - 20 °C para
posteriores reacdes de qPCR.

Os cDNAs obtidos ap6s as reagdes de RT foram diluidos para uma
concentracgao final de 25 ng/uL considerando-se que a concentragéo inicial era

de aproximadamente 1000 ng/uL para todas as amostras.
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Tabela 2 - Componentes e volumes usados has reacoes de transcricao reversa.

Reagentes Volumes
RNA total Variavel em fungao da leitura
espectrofotométrica para 1 ug de RNA
total
Tampao 5X
4 uL
MgCl. (25 mM
gCl> ( ) 2.4 L
dNTPs (10 mM)
1,0 uL
OligodT1s (20 pmols/pL)
1,5 uL
H20 livre de RNAses Variavel em fungéo do volume de RNA
total
Transcriptase reversa (160 p/pL) 1,0 yL

4. 10. 5 Desenho dos iniciadores especificos (“Primers”)

Para a avaliagdo da expresséo relativa das enzimas antioxidantes foi
necessario criar iniciadores especificos (“Primers” que permitissem a
realizacdo da reacdo em tempo real da cadeia da polimerase (QPCR). Assim,
etiguetas de sequéncias expressas (ESTs) foram obtidas a partir de dados de
EST (expressed sequence tag) do GenBank (NCBI — National Center for
Biotechnology Information) (http://www.ncbi.nim.nih.gov) e/ou do Banco de
Dados Gendmicos do Feijao (CHEN et al. , 2007). Os genes da CAT, APX e
SOD de V. unguiculata foram nomeados de acordo com a relagao filogenética

existente com os genes de Arabidopsis thaliana. Iniciadores especificos das
familias multigénicas da SOD (VWuSODCu/Zn 1 a 3, VuSODMn 1, VuSOD
Cu/Chap 1, VuSODFe 1 a 3), APX (VUAPX1 a 6) e CAT (VuCAT1 e 2) foram
desenhados e testados quanto a porcentagem de conteudo CG, temperatura
de anelamento, formacdo de grampos e autocomplementariedade usando o
programa Perl primer V1.1.20 (MARSHALL, 2004).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.10.6 Quantificagao dos iniciadores especificos (“Primers”)

Inicialmente os “primers” foram diluidos para a concentragéo de 500
MM, sendo posteriormente, quantificados em ftriplicata usando-se o
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Da média das
concentracdes obtidas das leituras foi calculada a concentracao real de cada
primer, sendo estes, posteriormente diluidos para uma concentragdode 6 uM, a
fim de se obter uma concentracdo final de 300 nM/uL, concentracéo esta que

foi utilizada nas reacoes de qPCR.

4.10.7 Gradiente de temperatura

Todos os pares de iniciadores desenhados foram previamente
testados através da reacdo em tempo real da cadeia da polimerase (qQPCR)
para determinacao da temperatura 6tima de anelamento de cada gene. Neste
caso um “pool” das amostras de cDNA foi utilizado. O procedimento foi
realizado em termociclador Mastercycler ep realplex 4S (Eppendorf®). As
temperaturas usadas foram para as familias multigénicas da CAT e APX (46,6;
499 ;52,2 ;54,9 ;57,6 ;60,2 ;64,4 e 659 °C) e para a familia multigénica da
SOD (52,6 ; 55,1 ;57,1 ;59,2 ;61,4 ;63,5 ;65,3 e 68 °C). Os genes Insulinase,
EF-1a1, EF-102, , EF-1a3 , EF-1B e f-BOX foram testados como controle
enddgeno usando o programa GeNorm (qBase™"® Version 2.4) (HELLEMANS
et al., 2007).

4.10.8 Determinacao dos transcritos através de qPCR (PCR em Tempo
Real)

As reagbes de gPCR foram realizadas em Mastercycle ep realplex
4S (Eppendorf) em placa com 96 pocgos. Cada reacao teve o volume final de 20
I, contendo 4 pl cDNA (100 ng/ pL), 10 yl de Power SYBR Green Master Mix
(Applied Biosystems), 2 yl dos primers especificos com concentracédo de 300
nM e 4 pl de agua ultrapura. Todas as reac¢oes foram realizadas em triplicata e
com controle negativo (sem cDNA). Foram realizados 40 ciclos de

desnaturacdo, anelamento e amplificacdo. A desnaturagdo inicial das amostras
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foi de 95°C por 10min. A etapa de anelamento para cada par de primer foi de
60 °C por 20s seguida da amplificacdo dos cDNAs a 95°C durante 15s. Para
verificar a especificidade dos primers ap6s o término da amplificacao utilizou-se
a “curva de melting” na qual se avaliou a relagcdo entre fluorescéncia e
temperatura.

Apés a realizagao das reagdes de PCR em tempo real, a expressao
dos genes foi determinada pelo nimero de ciclos de amplificacdo necessarios
para a fluorescéncia (emitida pelo SYBR Green) ultrapassar um limiar durante
a fase exponencial da reacao de gPCR, determinado pelo Ct (Cycle treshold).
Os Cts utilizados para as analises foram obtidos através da média aritmética
entre as triplicatas de reacdes para cada condi¢cdo e gene. Os valores brutos
de Ct foram importados para o programa gbaseP® (versdo 2.4) e convertidos
em dados de expressao relativa utilizando o método do fator de normalizacao
(HELLEMANS et al., 2007).

4.11 Analise ultra estrutural das raizes e folhas de Vigna unguiculata

4.11.1 Preparo das amostras para microscopia

Cortes transversais de folhas jovens e de raizes primarias dos
cultivares de V. unguiculata foram realizados a mao livre. Nas raizes esses
cortes foram feitos 1mm acima da zona pilifera e nas folhas na parte mais
central do limbo, evitando-se qualquer nervura. Em seguida os tecidos foram
gentilmente colocados em microtubos de 1,5 mL, identificados, congelados e
mantidos em nitrogénio liquido. Posteriormente o material foi liofilizado durante

o periodo de 24h.

4.11.2 Analise em microscopio eletrénico de varredura

Amostras (cortes transversais) de folhas e raizes foram colocadas
sobre fitas de carbono adesivas aderidas em “stumbs”. Seguidamente as
amostras foram metalizadas, em pressao de argbénio de 10 psi, com particulas

de ouro até que atingissem a espessura de 10 nm (Quorum Q150T ES,
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Sysmex, Holanda). Ap6s a metalizacdo, as amostras foram analisadas em
microscoépio eletrénico de varredura (Inspect F50, FEI, Holanda) e as imagens

geradas no programa xT Microscope Control.

4.12 Analise Estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 2 x 2. Os tratamentos (controle e EDTA-Pb) e cultivares (SET,
SV) foram usados como fatores independentes em uma série two-way ANOVA,
seguido pelo teste de Tukey. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas com P < 0,05 e os resultados foram expressos

como o erro padrdo da média (SEM).



61

5 RESULTADOS

5.1 Teor de Pb* e seu efeito no tamanho das plantulas de Vigna
unguiculata.
O teor de Pb?* foi determinado nas plantulas dos cultivares Sempre

Verde (SV) e Setentdo (SET), 72 horas ap6s a semeadura das referidas
sementes, na auséncia e na presenca de diferentes concentragdes de EDTA-
Pb e Pb(NO3)2 (0,2 0,5, 1,0, 2,0 e 2,5 mM) (Figura 9).

A Figura 9A mostra o valor do teor de Pb® presente nas plantulas de
SV nas concentracbées 0,2, 0,5, 1,0, 2,0 e 2,5 mM de EDTA-Pb, que foi
respectivamente 0,145, 0,151, 0,139, 0,126 e 0,125 mg.Pb.g'1 MS. Ja nas
plantulas germinadas em presenca de Pb(NOs3),, o teor detectado foi 0,067,
0,049, 0,039, 0,083 e 0,074 mg.Pb.g™" MS nas concentragdes 0,2 0,5, 1,0, 2,0 e
2,5 mM respectivamente. Comparando-se o acumulo de chumbo nas plantulas
germinadas na auséncia e na presenca do agente quelante (EDTA) constatou-
se que os valores de Pb*, na presenca de EDTA, foram em média 2,4 vezes
maiores que em sua auséncia.

A Figura 9B, apresenta o valor do teor de Pb*" nas plantulas de SET
germinadas em presenca de 0,2 0,5, 1,0 2,0 e 2,5 mM de EDTA-Pb, que foram
respectivamente 0,078, 0,097, 0,140, 0,164 e 0,213 mg.Pb.g’ MS. J4 nas
plantulas submetidas a Pb(NOs3),, o teor detectado foi 0,057, 0,045, 0,053,
0,075 e 0,127 mg.Pb.g" MS nas concentracdes de 0,2 0,5, 1,0, 2,0 e 2,5 mM
respectivamente.

Apos 72h de exposicao ao Pb constatou-se que as plantulas de SV
apresentavam a mesma quantidade de Pb?*, independente das concentracdes
de EDTA-Pb, ao passo que em SET o teor de Pb?" foi proporcional a
concentracdo de EDTA-Pb, alcancando-se um valor 2,7 vezes maior na
concentragdo 2,5 mM quando comparada a concentragdo 0,2 mM (Figura 9).

O efeito de diferentes concentra¢des (0,2, 0,5, 1,0, 2,0 e 2,5 mM) de
EDTA-Pb e de Pb(NOs3), nos cultivares SV e SET foi avaliado através do
comprimento das plantulas apdés 72h (Figura 10)

As plantulas (raizes e hipocédtilos) de SV independente do
tratamento, isto €, auséncia ou presenca de EDTA-Pb, apresentaram um perfil

de crescimento semelhante entre si (Figuras 11 e 12). Igualmente, as plantulas
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de SET apresentaram perfil de crescimento semelhante entre si nas mesmas
condicoes (Figuras 13 e 14). Também nao se verificou diferenca significativa
entre os comprimentos das plantulas de ambos cultivares nas duas condicdes
(Figura 10).

Figura 9 — Teor de Pb* em plantulas de feijao-de-corda (Vigna unguiculata), cultivares Sempre
Verde (SV; A) e Setentédo (SET; B), apds 72 horas da semeadura em auséncia (controle) ou
presenca de EDTA-Pb ou Pb(NO;),, em concentragbes variando de 0,2 a 2,5 mM. Letras
mindsculas diferentes, em uma mesma forma de chumbo, ou letras maiusculas diferentes, em
uma mesma concentragao de chumbo, diferem significativamente entre si (p <0,05)
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Figura 10 - Comprimento de plantulas de feijao-de-corda (Vigna unguiculata), cultivares
Sempre Verde (SV; A) e Setentdo (SET; B), ap6s 72 horas da semeadura em auséncia
(controle) ou presenca de EDTA-Pb ou Pb(NO3)., em concentragdes variando de 0,2 a 2,5 mM.
Letras mindsculas diferentes, em uma mesma forma de chumbo, ou letras mailsculas
diferentes, em uma mesma concentragdo de chumbo, diferem significativamente entre si (p
<0,05)
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Figura 11 - Plantulas de feijao-de-corda (Vigna unguiculata), cultivar Sempre Verde, apos 72
horas da semeadura em auséncia (controle; A) ou presenca de EDTA-Pb nas concentracdes
0,2 (B), 0,5 (C), 1,0 (D), 2,0 (E) e 2,5 mM (F).
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Figura 12 - Plantulas de feijao-de-corda (Vigna unguiculata), cultivar Sempre Verde, apds 72
horas da semeadura em auséncia (controle; A) ou presenca de Pb(NO3), nas concentragbes
0,2 (B), 0,5 (C), 1,0 (D), 2,0 (E) e 2,5 mM (F).
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Figura 13 - Plantulas de feijao-de-corda (Vigna unguiculata), cultivar Setentdo, apés 72 horas
da semeadura em auséncia (controle; A) ou presenca de EDTA-Pb nas concentragées 0,2 (B),
0,5 (C), 1,0 (D), 2,0 (E) € 2,5 mM (F).
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Figura 14 - Plantulas de feijao-de-corda (Vigna unguiculata), cultivar Setentao, apds 72 horas
da semeadura em auséncia (controle; A) ou presenga de Pb(NO3), nas concentragdes 0,2 (B),
0,5 (C), 1,0 (D), 2,0 (E) e 2,5 mM (F).
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5.2 Teor de Pb?* nas plantas de Vigna unguiculata.

O teor de Pb** foi determinado nas raizes, nos caules e nas folhas
das plantas de SV e SET (Figura 15). As plantas foram tratadas com EDTA-Pb
0,5 mM, no 14° dia apés a germinacdo, durante 7 dias quando foram
coletadas. O valor dos teores de Pb** determinados nas raizes de SV e SET
foram 2,0 e 1,2 mg.Pb.g" MS respectivamente, revelando que SV acumulou o
dobro de Pb?" comparado a SET (Figura 15A). Nao foi detectado teor de Pb**
significativo nos valores das amostras controle.

Ja o valor do teor de Pb® nos caules desses cultivares foi 0,20 e
0,25 mg Pb g' MS para SV e SET respectivamente, mostrando valores
semelhantes (Figura 15B).

Nas folhas de SV e SET os valores do teor de Pb* foram 0,65 e
1,83 mg Pb g MS, respectivamente, isto ¢, SET acumulou aproximadamente 3
vezes mais que SV (Figura 15C).

5.3 Eficiéncia de fitoextracao nas plantas de Vigna unguiculata (TF e BCF)

A Tabela 3 mostra os valores de TF e BCF obtidos para os cultivares
SV e SET. O valor de TF no cultivar SV foi 0,4 revelando nesse cultivar baixa
habilidade de translocacdo do Pb para a parte aérea, mas indicando a
capacidade desse cultivar em estocar Pb preferencialmente em suas raizes. No
cultivar SET o valor de TF foi 1,7 revelando nesse cultivar maior capacidade de
translocacdo e estocagem de Pb nas folhas. Comparando-se SV e SET
observou-se que o valor de TF em SET foi 4,25 vezes superior ao valor de TF

encontrado em SV. No tocante ao BCF em ambos cultivares foi inferior a 1.
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Figura 15 — Teor de Pb*" em raizes (A), caules (B) e folhas (C) de plantas de feijao-de-corda
(Vigna unguiculata), cultivares Sempre Verde (SV) e Setentao (SET), apds 7 dias em auséncia
(controle) ou presenca de EDTA-Pb 0,5 mM. Letras minusculas diferentes, em um mesmo
cultivar, ou letras maiusculas diferentes, em um mesmo tratamento, diferem significativamente
entre si (P <0,05)
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Tabela 3 — Teor de Pb* e fatores de translocacéo (TF) e de bioconcentragdo (BCF) em
plantas de feijao-de-corda (Vigna unguiculata), cultivares Sempre Verde (SV) e Setentao
(SET), apos 7 dias em presenca de EDTA-Pb 0,5 mM.

Raiz Caule
SV 2,093 0,195 0,645 0,4 0,01

SET 1,279 0,254 1,834 1,7 0,02

5.4 Efeito do Pb no teor de Ca**e Zn?* nas plantas de Vigna unguiculata

O teor de Ca®**, Zn** e Cu®* foi determinado nas raizes, caules e
folhas de SV e SET em presenca e auséncia de EDTA-Pb 0,5 mM (Figura 16).

Nas raizes de SV o teor de Ca?* nas plantas controle e tratadas foi
2,06 e 0,80 mg.Ca.g™' MS respectivamente. Em SET o teor de Ca®* nas raizes
das plantas controle e tratadas foi 1,74 e 2,54 mg.Ca.g”"' MS respectivamente
(Figura 16A). Comparando-se o teor de Ca*" nas raizes dos dois cultivares
tratados com EDTA — Pb 0,5 mM, o valor encontrado para SV fol 70 % menor
que o obtido para SET (p=<0,05).

Nos caules de SV o teor de Ca®" nas plantas controle foi 3,33
mg.Ca.g' MS, enquanto que nas plantas tratadas foi 4,31 mg.Ca.g’ MS
(Figura 16B). O teor de Ca®* nos caules nas plantas controle de SET foi 4,31
mg.Ca.g' MS, enquanto que nas plantas tratadas foi 5,40 mg.Ca.g’' MS
(Figura 16B). Comparando-se o teor de Ca®* nos caules dos dois cultivares
tratados com EDTA — Pb 0,5 mM, o valor encontrado para SV fol inferior ao de
SET (23%) embora estatisticamente ndo tenha representado uma alteracao
com significancia (p=0,05).

Nas folhas, o teor de Ca®" aumentou nas plantas tratadas com
EDTA-Pb 0,5 mM, tanto em SV (4,55 mg.Ca.g”' MS) quanto em SET (6,32
mg.Ca.g”' MS), quando comparadas aos respectivos controles nos valores de
1,78 e 1,94 mg.Ca.g™' MS sendo tais diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) (Figura 16C). Comparando-se os dois cultivares quanto aos teores de
célcio nas folhas, o valor encontrado para SV foi 39 % menor que o obtido em
SET (p=<0,05).
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O teor de Zn?** nas raizes das plantas de SV, controle e tratadas, foi
0,05 e 0,06 mg.Zn.g"' MS respectivamente e em SET foi 0,04 e 0,09 mg.Zn.g™
MS igualmente nas raizes das plantas controle e tratadas (Figura 16D).
Comparando-se o teor de Zn?* nas raizes dos dois cultivares tratados com
EDTA — Pb 0,5 mM, o valor encontrado para SV foi 48,3 % menor que o obtido
para SET (p<0,05).

. Nos caules, o teor de Zn?* foi similar em ambos cultivares. Em SV o
teor de Zn** nas plantas controle foi 0,05 mg.Zn.g"' MS, enquanto que nas
plantas tratadas o valor obtido foi 0,04 mg.Zn.g™' MS (Figura 16E). J4 em SET
o teor de Zn®** nas plantas controle foi 0,06 mg.Zn.g" MS, enquanto que nas
plantas tratadas o valor obtido foi 0,04 mg.Zn.g"' MS. Comparando-se o teor de
Zn** nos caules dos dois cultivares tratados com EDTA — Pb 0,5 mM, o valor
encontrado para SV foi similar ao encontrado para SET. Por outro lado, nas
folhas dos cultivares os valores de Zn** obtidos na presenca de EDTA-Pb 0,5
mM (Figura 16F) para SV foi 19 % menor que o obtido para SET (p<0,05).

O teor de Cu nas raizes, nos caules e nas folhas de SV e de SET
em plantas controle e tratadas com EDTA-Pb 0,5 mM n&o foi detectado.



71

Figura 16 — Teores de Ca®* e Zn** em raizes (A, D), caules (B, E) e folhas (C, F) de plantas de
feijao-de-corda (Vigna unguiculata), cultivares Sempre Verde (SV) e Setentao (SET), apo6s 7
dias em auséncia (controle) ou presenga de EDTA-Pb 0,5 mM. Letras minusculas diferentes,
em um mesmo cultivar, ou letras mailsculas diferentes, em um mesmo tratamento, diferem
significativamente entre si (p <0,05)
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5.5 Avaliacdo quimiométrica dos ions Ca**, Pb* e Zn** nas plantas
submetidas ou nao ao estresse com EDTA-Pb 0,5 mM.

A Figura 17 mostra a andlise dos Componentes Principais (PCA)
revelando que o metal Pb®" concentra-se principalmente nas raizes de SV e
nas folhas de SET (Figura 17A). A andlise por PCA também revelou correlacédo
direta entre os fons Pb?*, Ca*e Zn?* (Figura 17B).
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Figura 17 - Distribuicdo (A) e correlacdo (B) dos ions Ca®*, Pb®* e Zn*. nas raizes, caules e
folhas de feijao-de-corda (Vigna unguiculata), cultivares Sempre Verde (SV) e Setentao (SET),
apés 7 dias em auséncia (controle) ou presenca de EDTA-Pb 05 mM.
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5.6 Efeito do Pb nos parametros fisiolégicos das plantas de Vigna
unguiculata
As raizes e folhas de SV e de SET foram visualmente afetadas pelo

Pb quando comparadas as plantas controle (Figura 18).

Os parametros fisiolégicos: massa seca (MS), area foliar (AF),
condutancia estomatica (Gs), transpiragdo (E), eficiéncia quéntica do PSII
(®PSII), transporte de elétrons no PSII (ETR), taxa fotossintética liquida (Pn) e
concentracao intercelular de CO., (Ci) foram determinados nos referidos
cultivares em auséncia e presenca de EDTA-Pb 0,5 mM (Figuras 19 e 20).

5.6.1 Massa seca das raizes e da parte aérea e area foliar

O efeito do EDTA-Pb 0,5 mM na massa seca das raizes e da parte
aérea, bem como, na area foliar dos cultivares SV e SET induziu diminuicédo de
ambos parametros (Figura 19). Nas raizes de SV os valores de massa seca
nas plantas controle e nas tratadas com Pb foram 0,33 e 0,17 g

respectivamente, o que corresponde a uma inibicao c.a. 50%. Ja nas raizes de
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SET os respectivos valores nas plantas controle e tratadas foram 0,38 e 0,07 g
revelando uma inibicao de 80% (Figura 19A).

A Figura 19B mostra a inibicdo da massa seca da parte aérea
(caules e folhas) de SV e de SET em presenca de Pb. O valor da massa seca
das plantas controle de SV foi 1,75 g e das tratadas foi 0,72 g , mostrando uma
inibicdo de 58% ao passo que nas plantas de SET os respectivos valores foram
2,16 e 0,32 g correspondendo a uma inibicao 85%.

A Figura 19C mostra a redugé@o da area foliar de SV e de SET na
presencga de Pb. O valor da area foliar nas plantas de SV foi 513,15 no controle
e 207,31 cm?/planta na presenca de Pb, correspondendo a uma inibicdo de
60%, enquanto que em SET os respectivos valores foram 564,86 e 65,04
cm?/planta, correspondendo a uma inibicdo de 89%.

Figura 18 — Raizes e folhas de plantas de feijao-de-corda (Vigna unguiculata), cultivares
Sempre Verde (A, B) e Setentdo (C, D), apds 7 dias em auséncia (controle; linha superior) ou
presenca de EDTA-Pb 0,5 mM (linha inferior).
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Figura 19 — Massa seca das raizes (A) e da parte aérea (B) e da area foliar (C) de plantas de
feijao-de-corda (Vigna unguiculata), cultivares Sempre Verde (SV) e Setentao (SET), apo6s 7
dias em auséncia (controle) ou presenga de EDTA-Pb 0,5 mM. Letras minusculas diferentes,
em um mesmo cultivar, ou letras mailsculas diferentes, em um mesmo tratamento, diferem
significativamente entre si (p <0,05)
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5.6.2 Condutancia Estomatica (Gs).

A condutancia estomética em SV e SET sofreu decaimento em
resposta a EDTA-Pb 0,5 mM quando comparada aos seus respectivos
controles que foram 1,47 e 1,87 mol H,O m?s™ (Figura 20A). Em presenca de
Pb os valores dessa condutancia foram 0,21 e 0,11 mol H,O m?s™, revelando
uma inibicdo de 86% em SV e de 94% em SET. Comparando-se os valores de
condutancia em presenca de Pb verificou-se que a condutancia estomatica em
SV foi o dobro de SET (Figura 20A).

5.6.3 Transpiracao (E)

A Figura 20B mostra a taxa de transpiragcao nas plantas de SV e de
SET em auséncia e presenca de EDTA-Pb 0,5 mM. Os valores das plantas
controle foram 6,3 mmol de H,O m? s™ para SV e 8,4 mmol de H,O m? s para
SET e em presenca de Pb 2,75 e 2,3 mmol de H,O m? s respectivamente,
correspondendo a uma inibicdo da transpiracdo de 55% em SV e de 73% em
SET. Comparando-se os valores da transpiracdo em presenca de Pb verificou-
se que SV foi aproximadamente 20% superior a SET (Figura 20B).

5.6.4 Eficiéncia quantica do PSII (® PSlI)

A eficiéncia quantica do fotossistema Il (PSll) em SV e SET foi
determinada em auséncia e presenca de EDTA — Pb 0,5 mM (Figura 20C). Os
valores obtidos para as plantas de SV, em auséncia e em presenca de EDTA —
Pb 0,5 mM, foram 0,28 e 0,26 respectivamente, ndo apresentando diferenca
significativa entre si. Ja em SET, em auséncia e em presenca de EDTA — Pb
0,5 mM os valores encontrados foram 0,35 e 0,16 respectivamente, o que
corresponde a uma inibicdo de 55%. A eficiéncia quantica do PSIl em
presenca de chumbo foi 40% superior em SV em relacado a SET (Figura 20C).
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5.6.5 Taxa de transporte de elétrons no PSIl (ETR)

A taxa de transporte de elétrons através do PSIl (ETR) foi
determinada nos cultivares SV e SET, em auséncia e presenca de EDTA-Pb
0,5 mM (Figura 20D). Os valores encontrados na condicdo controle foram
120,97 e 151,93 pmol m?s-" para SV e SET , respectivamente. J4 na presenca
de EDTA-Pb 0,5 mM os valores obtidos foram 113,32 e 69,31 pmol m?s-' para
SV e SET, respectivamente, revelando uma diminuicdo na taxa de transporte
de elétrons através do PSIl de 6% em SV e 54% em SET em relacédo aos seus
controles. A taxa de transporte de elétrons no PSII em presenca de EDTA-Pb
0,5 mM foi 40% superior em SV em relagdo a SET (Figura 20D).

5.6.6 Taxa fotossintética liquida (Pn)

A taxa fotossintética liquida foi determinada nos cultivares SV e SET
em auséncia e presenca de EDTA-Pb 0,5 mM (Figura 20E). Os valores
encontrados na condigdo controle foram 25,05 umol CO; m?s” em SV e 31,27
pmol CO; m? s’ em SET. Ja na presenca de EDTA-Pb 0,5 mM os valores
obtidos foram 15,29 umol CO; m?s™ para SV e 8,89 umol CO, m?s™ para SET
revelando uma diminuicdo na taxa fotossintética liquida de 40% em SV e 72%
em SET em relagdo aos seus controles. A taxa fotossintética liquida em
presenca de EDTA-Pb 0,5 mM foi 42% superior em SV em relacdo a SET
(Figura 20E).

5.6.7 Concentracao Intercelular de CO: (Ci)

A concentragao intercelular de CO. (Ci) foi determinada nos
cultivares SV e SET em auséncia e presenca de EDTA-Pb 0,5 mM (Figura
20F).

Os valores encontrados na condi¢ao controle foram 34,02 umol CO;
mol™ em SV e de 32,55 pmol CO2 mol” em SET. J4 na presenca de EDTA-Pb
0,5 mM os valores obtidos foram os mesmos para SV e SET, 24,30 umol de



77

CO, mol™". Comparando-se os respectivos controles com esse valor constatou-

se uma diminuigdo de 30 e de 25% (Figura 20F).

Figura 20 — Condutancia estomatica (A), transpiracao (B), eficiéncia do fotossistema Il (OPSII;
C), taxa de transporte de elétrons no fotossistema Il (ETR; D), taxa fotossintética liquida (E) e
concentracdo intracelular de CO, (Ci; F) de plantas de feijao-de-corda (Vigna unguiculata),
cultivares Sempre Verde (SV) e Setentdo (SET), apdés 7 dias em auséncia (controle) ou
presenca de EDTA-Pb 0,5 mM. Letras mindsculas diferentes, em um mesmo cultivar, ou letras
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5.7 Efeito do Pb na atividade das enzimas antioxidantes nas plantas de
Vigna unguiculata: Catalase (CAT), Ascorbato Peroxidade (APX) e
Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade das enzimas antioxidantes Catalase (CAT), Ascorbato
Peroxidase (APX) e Superdxido Dismutase (SOD) foi determinada nas raizes e
nas folhas dos cultivares SV e SET em auséncia e presenca de EDTA-Pb 0,5
mM (Figura 21).

5.7.1 Catalase

A Figura 21A mostra os valores da atividade da Catalase (CAT) nas
raizes de SV e de SET, em presenca e em auséncia de EDTA-Pb 0,5 mM. A
atividade da CAT em raizes de plantas de SV controle foi 5,06 umol HoO, min
'mg proteina e em raizes de plantas tratadas com EDTA- Pb 0,5 mM foi 5,09
pmol H2O» min'mg proteina revelando que o Pb n&do afetou a atividade da
CAT. Ja no cultivar SET as respectivas atividades foram 1,46 e 3,49 pmol HO»
min"'mg proteina, o que mostra um aumento da atividade da CAT nas raizes de
plantas tratadas com EDTA-Pb 0,5 mM de 138% em relagdo as raizes de
plantas controle.

A Figura 21B mostra os valores da atividade da Catalase (CAT) nas
folhas de SV e de SET, em presenca e em auséncia de EDTA-Pb 0,5 mM. A
atividade da CAT em folhas de plantas de SV controle foi 0,99 pumol H2O, min
'mg proteina e em folhas de plantas tratadas com EDTA-Pb 0,5 mM foi 3,02
umol H20, min"'mg proteina revelando que o Pb aumentou a atividade da CAT
de 204% em relagéo as folhas de plantas controle.

Ja no cultivar SET as respectivas atividades foram 2,41 e 3,74 pmol
H»O» min'mg proteina, o que mostra um aumento da atividade da CAT nas
folhas de plantas tratadas com EDTA-Pb 0,5 mM de 55% em relagéo as folhas
de plantas controle.
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5.7.2 Ascorbato Peroxidase

A Figura 21C mostra os valores da atividade da Ascorbato
Peroxidase (APX) nas raizes de SV e de SET, em presenca e em auséncia de
EDTA-Pb 0,5 mM. A atividade da APX em raizes de plantas de SV controle foi
0,845 pmol H202 min"'mg proteina e em raizes de plantas tratadas com EDTA-
Pb 0,5 mM foi 1,812 pmol H:O. min'mg proteina revelando que o Pb
aumentou a atividade da APX de 114% em relacdo as raizes de plantas
controle.

Ja no cultivar SET as respectivas atividades foram 0,714 e 1,256
umol HzO2 min"'mg proteina, o que mostra um aumento da atividade da APX
nas raizes de plantas tratadas com EDTA-Pb 0,5 mM de 76% em relacdo as
raizes de plantas controle.

A Figura 21D mostra os valores da atividade da Ascorbato
Peroxidase (APX) nas folhas de SV e de SET, em presenca e em auséncia de
EDTA-Pb 0,5 mM. A atividade da APX em folhas de plantas de SV controle foi
0,061 pmol HO» min'mg proteina e em folhas de plantas tratadas com EDTA-
Pb 0,5 mM foi 0,2 pmol H202 min'mg proteina revelando que o Pb aumentou a
atividade da APX de 228% em relacao as folhas de plantas controle.

Ja no cultivar SET as respectivas atividades foram 0,044 e 0,414
umol H»O» min"'mg proteina, o que mostra um aumento da atividade da APX
nas folhas de plantas tratadas com EDTA-Pb 0,5 mM de 840% em relagao as
folhas de plantas controle.

5.7.3 Superoxido Dismutase

A Figura 21E mostra os valores da atividade da superoxido
dismutase (SOD) nas raizes de SV e de SET, em presenca e em auséncia de
EDTA-Pb 0,5 mM. A atividade da SOD em raizes de plantas de SV controle foi
39,92 UA mg™' proteina e em raizes de plantas tratadas com EDTA- Pb 0,5 mM
foi 47,06 UA mg™ proteina revelando que o Pb aumentou a atividade da SOD

de 18% em relagéo as raizes de plantas controle.
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Ja no cultivar SET as respectivas atividades foram 24,83 e 37,24
UA mg’ proteina, o que mostra um aumento da atividade da APX nas raizes
de plantas tratadas com EDTA-Pb 0,5 mM c.a. de 50% em relacdo as raizes
de plantas controle.

A Figura 21F mostra os valores da atividade da Superdxido
Dismutase (SOD) nas folhas de SV e de SET, em presenca e em auséncia de
EDTA-Pb 0,5 mM. A atividade da SOD em folhas de plantas de SV controle foi
7,74 UA mg™ proteina, e em folhas de plantas tratadas com EDTA- Pb 0,5 mM
foi 5,34 UA mg™' proteina revelando que o Pb diminuiu a atividade da SOD de
28% em relacao as folhas de plantas controle. Embora as diferencas entre os
valores das atividades da SOD no controle e em presenca de EDTA-Pb 0,5 mM
nao tenham revelado diferenga estatistica significativa (p=0,05), verifica-se uma
tendéncia de diminuigao dessa atividade em presenga do Pb.

Ja no cultivar SET as respectivas atividades foram 5,14 e 19,76 UA
mg™' proteina, o que mostra um aumento da atividade da APX nas folhas de
plantas tratadas com EDTA-Pb 0,5 mM de 285% em relagdo as folhas de

plantas controle.
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Figura 21 — Atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e
superodxido dismutase (SOD) em raizes (A, C e E) e folhas (B, D e F) de plantas de feijao-de-
corda (Vigna unguiculata), cultivares Sempre Verde (SV) e Setentdo (SET), apds 7 dias em
auséncia (controle) ou presenca de EDTA-Pb 0,5 mM. Letras mindsculas diferentes, em um
mesmo cultivar, ou letras mailsculas diferentes, em um mesmo tratamento, diferem
significativamente entre si (P <0,05)
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5.8 Efeito do Pb na expressao de transcritos das enzimas antioxidantes
nas plantas de Vigna unguiculata: Catalase (CAT), Ascorbato Peroxidade
(APX) e Superodxido Dismutase (SOD) .

5.8.1 Qualidade do RNA

O RNA total foi extraido da porcao final das raizes e da folha mais
jovem dos cultivares de Vigna unguiculata, SV e SET, sete dias apés a
aplicagédo do estresse. A Tabela 4 mostra as quantificagbes obtidas em
espectrofotometro para o RNA total. A qualidade do RNA foi considerada boa
visto que as relacbes 260/280 e 260/230 obtidas revelaram valores que
variaram de 2,08 a 2,14 e de 1,58 a 2,41 respectivamente. A média de
concentracao do RNA total extraido foi de 501,4 ng/u. No tocante a integridade
dos RNAs, os perfis observados em gel de agarose revelaram sua integridade,
vez que foram visualizadas as subunidades 18S e 28S do RNA ribossomal
(Figura 22).

Tabela 4 - Valores médios das concentragoes e relagdes de absorbancia dos RNAs extraidos
de raizes e folhas de plantas de feijao-de-corda (Vigna unguiculata), cultivares Sempre Verde
(SV) e Setentao (SET), apos 7 dias em auséncia (controle) ou presenga de EDTA-Pb 0,5 mM

Tratamentos Média das concentracoes Relacao Relacao

(ng/pL) 260/280 260/230
Raiz Controle SV 96,7 2,08 1,58
Raiz EDTA-Pb 0,5 mM SV 426,2 2,12 1,79
Raiz Controle SET 163,2 2,08 1,63
Raiz EDTA-Pb 0,5 mM SET 397,5 2,11 2,15
Folha Controle SV 779,7 2,13 2,41
Folha EDTA-Pb 0,5 mM SV 7491 2,11 2,39
Folha Controle SET 623,7 2,1 1,97

Folha EDTA-Pb 0,5 mM 796,7 2,14 1,96
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Figura 22 - Gel de agarose (1%), evidenciando as subunidades ribossomais 18 e 28S, dos
RNAs totais extraidos de raizes e folhas de plantas de feijao-de-corda (Vigna unguiculata),
cultivares Sempre Verde (SV) e Setentdo (SET), apos 7 dias em auséncia (controle) ou
presenca de EDTA-Pb 0,5 mM

RCS RSS RC7 RS7 FCS FSS FC7 FS7

RNAr 28S

RNAr 18S

Raiz controle SV( RCS), Raiz estresse SV (RSS), Raiz controle SET (RC7), Raiz estresse SET
(RS7), Folha controle SV (FCS), folha estresse SV (FSS), folha controle SET (FC7) e folha
estresse SET (FS7).

5.8.2 Temperatura de anelamento dos iniciadores especificos (“primers”)

A escolha da melhor temperatura de anelamento, para cada par de
iniciadores especificos, foi realizada com base em um gradiente de
temperatura que variou de 46,6 a 68°C. A Tabela 5 mostra as temperaturas de
anelamento selecionadas para a realizacdo dos ensaios de gPCR. As
temperaturas de menor Ct com curvas sigmoides tipicas foram selecionadas.

Para verificagdo da expressao relativa dos genes das familias
multigénicas das enzimas antioxidantes CAT (VuCATT1 e 2), APX (VuAPX1 a 6)
e SOD (VuSODCu/Zn 1 a 3, VuSODMn 1, VuSODCu/Chap 1, VuSOD Fe 1 a 3)
foram testados os genes constitutivos (EF-1a1, EF-102, , EF-1a3 , EF-1B e f-
BOX). Os genes EF-1 e f-BOX foram selecionados pelo programa GeNorm
(gBase™VS Version 2.4) como os genes de referéncia mais adequados
(Tabelas 5 e 6).

5.8.3 Especificidade dos iniciadores especificos (primers)

A Tabela 5 mostra as sequéncias dos iniciadores especificos dos
genes da SOD (VuSODCu/Zn 1 a 3, VuSODMn 1, VuSODCu/Chap 1, VuSOD
Fe 1 a 3), APX (VuUAPX1 a 6) e CAT (VUCATT1 e 2), juntamente com os genes
f-BOX e EF-1B. A especificidade dos iniciadores especificos foi avaliada por
gPCR utilizando como parédmetro a curva de “melting”. As Figuras 23 e 24

mostram as curvas de “melting” dos genes analisados e revelam a presencga de
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um Uunico pico, evidenciando, desta forma, que apenas um produto foi
amplificado e que nao houve formacao de dimeros de “primers”.

Tabela 5 - Temperaturas de anelamento e sequéncias dos genes das familias multigénica das
enzimas Catalase (CAT), Ascorbato Peroxidase (APX) e Superéxido Dismutase (SOD)

Gene Produto génico Sequéncia dos iniciadores
Temperatura especificos
de (5°-3)
anelamento
Selecionada
VUCAT 1 Catalase 57,6 Fwd
5’"CCTGAAACCCAATCCCAAGTC3’
Rev
5'CCATCCATGTGCCTGTAATCC3’
VuCAT 2 Catalase 57,6 Fwd 5’
GTTCCACAAGATTACAGGCAT3
Rev
5TCTTCCTCCAATAGACACTTCA3
VuCitAPX 1 Ascorbato 60,2 Fwd
Peroxidase 5’ CTACGCAGATTTCTACCAGT?3’
citoplasmatica Rev
5'CATAGCCTTGCCGAACAC3’
VumiAPX 2 Ascorbato 57,6 Fwd
Peroxidase 5" GAATCACGCAGCAAACAAG 3’
mitocondrial
Rev
5’ TCCAATGAATCCTTTCTTCCT 3’
VuPeriAPX 3 Ascorbato 60,2 Fwd
Peroxidase 5’GTCAAACAGATTCCGTTATCCC3’
perixossomal
Rev
5" CAGTTCCTGTTAGCGATGAGT 3’
VustAPX 4* Ascorbato 64,4 Fwd
Peroxidase 5’AGGGCATTGTGATAGATGAATC3’
estromal
Rev
5 CACTTGTTTTTATTCCTTTCCAG3’
VutilaAPX 4 “ * Ascorbato 60,2 Fwd
Peroxidase 5 GGGCATTGTGATAGATGAATC3’
tilacoidal
Rev
5" TGACAGCTCTCTCTTTCCAG 3’
VuciAPX 5** Ascorbato 64,4 Fwd
Peroxidase 5" CAGATACCACCCTCGTTCAG 3’
citoplasmatica
Rev
5’CTTCCAATTATTTCCAAGCCAAC3’
VuciAPX 6 Ascorbato 64,4 Fwd
Peroxidase 5’GATGTTTCTTCAGATTCAGCGG 3’
citoplasmatica
Rev

5’CTGGGAGACAACCTATGAGAG 3

Sequéncia foward (Fwd), sequéncia reversa (Rev). * Splicing alternativo que gera duas
isoformas encontradas em diferentes locais do cloroplasto: estroma e tilacoide. ** Gene
expresso somente em folhas.
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Tabela 6 - Temperaturas de anelamento e sequéncias dos genes da familia multigénica da
enzima superéxido dismutase (SOD)

Gene Produto génico = Temperatura Sequéncia dos iniciadores
de especificos
anelamento (5~ 3)
selecionada
VuSODCu/Zn 1 Superéxido 59,2 Fwd
Dismutase Cu/Zn 5 GGTGCCCTGAGATCACATT 3’
Rev
5 ACCATTTCCGTCCTGACTG 3’
VuSODCu/Zn 2 Superéxido 63,5 Fwd
Dismutase Cu/Zn 5 GTCTCCGTTAGGCTCACTC 3
Rev
5 ATCGTCTTCTTGTGTTAGGGT 3’
VuSODCu/Zn 3 Superéxido 65,3 Fwd
Dismutase Cu/Zn 5" GGTCCTCATTTCAATCCGTT 3’
Rev
5" AAATCTCAGCAACTCCATCC 3’
VuSODFe 1 Superéxido 52,6 Fwd
Dismutase Fe 5 GATGTTGACTTGGATGGTGTG 3’
Rev
5’ GGCTGAAGAGATTTAACCCTG 3’
VuSODFe 2 Superéxido 59,2 Fwd
Dismutase Fe 5’GAATTGTGGAGCGGGAGAAAG 3’
Rev
5’CACCCAAGTCAGCATCACTATC 3’
VuSODFe 3 Superéxido 61,4 Fwd
Dismutase Fe 5’ GTGATATGCCCAAACTAGGTC 3’
Rev
5" AAACTAGCCAAACCCAACCA ¥
VuSOD Superéxido 65,3 Fwd
Cu/Chap1 Dismutase 5’ GCAGCATTCGCCTTCTCTTC 3’
Cu/Chaperona
Rev
5 TGTGGAGAACAGAGGGAGGG 3
Vu SODMn 1 Superéxido 52,6 Fwd
Dismutase 5’ CGTCTCCATATCTTTCCCGA ¥
Manganés
Rev
5’ CCATAGTCGTATTCCAGATCAG 3
f- BOX Proteina da 57,5 Fwd
familia F-Box 5°GCTTATTCAATCCGCTTGTC 3’
Rev
5°GTCCTATAACAGCTTCTCCA 3’
EF-18 Fator de 59,8 Fwd
elongacéo 5’GAGGATAAGAAGGCAGCA 3
Rev

5’AGGCTTAACATCGAGTAGG 3

Sequéncia foward (Fwd), sequéncia reversa (Rev)
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Figura 23 - Curvas de melting obtidas por gPCR usando primers especificos para os genes da
Catalase(CAT) e Ascorbato peroxidase
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VuCATT1: Catalase de Vigna unguiculata (A), VUCAT 2: Catalase Vigna unguiculata (B),
VUCitAPX 1: Ascorbato Peroxidase citoplasmética de Vigna unguiculata (C), VumiAPX 2:
Ascorbato Peroxidase mitocondrial de Vigna unguiculata (D), VuPeriAPX 3:Ascorbato
Peroxidase perixossomal de Vigna unguiculata (E), VustAPX 4: Ascorbato Peroxidase estromal
de Vigna unguiculata (F), VutilaAPX 4’ : Ascorbato Peroxidase tilacoidal de Vigna unguiculata
(G), VuciAPX 5 : Ascorbato Peroxidase citoplasmatica de Vigna unguiculata (H) e VuciAPX 6:
Ascorbato Peroxidase citoplasmatica de Vigna unguiculata ().
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Figura 24 - Curvas de melting obtidas por qPCR usando primers especificos para os genes da
Superoxido dismutase (SOD) e para os genes de referéncia f-Box e EF-13
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VuSODCu/Zn 1: Superédxido dismutase Cu/Zn (A), VuSODCu/Zn 2: Superéxido dismutase
Cu/Zn (B), VuSODCu/Zn 3: Superdxido dismutase Cu/Zn (C), VuSODFe 1: Superéxido
dismutase Fe (D), VuFeSOD 2: Superdxido dismutase Fe (E), VuSODFe 3: Superéxido
dismutase Fe (F), VuCu/ChapSOD 1: Superéxido dismutase Cu/Chaperona (G), VuSODMn 1:
Superéxido dismutase Mn (H), f— BOX : Proteina da familia F-Box () e EF — 1 B: Fator de

elongacao (J).



88

5.8.4 Analise do efeito do chumbo na expressao relativa dos genes das
enzimas CAT, APX e SOD.

5.8.4.1 Expressao relativa dos genes da Catalase (VuCAT 1 e 2)

Os genes membros da familia multigénica da catalase foram
analisados nas raizes e folhas dos cultivares de Vigna unguiculata, SV e SET.
A analise de expressao por qPCR revelou que tanto VUCAT1 como VuCAT2
foram bem expressos nos dois tecidos.

Em SV a andlise da expressao relativa dos genes da enzima
catalase (CAT) na presenca de EDTA-Pb 0,5 mM mostrou que os genes
VuCAT1 e 2 aumentaram sua expressdao nas raizes. O gene VUCATT1
apresentou aumento de expressao relativa 1,4 vezes superior ao controle, ao
passo que VuUCATZ2 revelou-se 3,4 vezes superior ao seu controle (Figura 25A).
Comparando-se a expressao relativa de VuCATT1 e 2 nas raizes de SV
observou-se que VUCATZ2 apresentou o dobro da expressao relativa de
VuCATT1.

Nas folhas de SV ao contrario do que foi observado para as raizes
na presenca de EDTA-Pb a expressao génica de VuCATT1 foi reduzida (1,3
vezes inferior ao controle, aproximadamente) enquanto que a expressao de
VuCAT2, assim como foi observado nas raizes aumentou, sendo 5 vezes
superior ao seu controle (Figura 25B). A analise comparativa de VuCAT1 e 2
nas folhas de SV na presenca de EDTA-Pb mostrou que a expressao génica de
VuCATZ2 foi aproximadamente 4 vezes superior a de VuCAT1. Comparando-se
os dois tecidos estudados (raizes e folhas) os resultados obtidos revelaram que
o gene VUCATT1 foi mais expresso nas raizes, apresentando nesse tecido o
dobro da expresséao verificada nas folhas. Ao contrario o gene VuCAT2 foi 1,5
vezes mais expresso nas folhas do que nas raizes (Figuras 25A e B).

A Figura 25C mostra a expressao génica de VuCAT1 e VuCAT2 nas
raizes de SET. Ao contrario de SV nas raizes de SET VuCAT1 e VuCAT2
foram inibidos, 58 e 41% em relacdo aos seus controles, respectivamente
(Figura 25C). Contudo VUCATT foi 25% mais inibido do que VuCAT2. Ja nas
folnas de SET na presenca de EDTA-Pb esses genes mostraram sua
expressao aumentada, VuCAT1 e VuCAT2 foram 2,4 e 1,7 vezes maiores que
seus controles, respectivamente. Por outro lado nas folhas de SET na presenga
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de chumbo a expressdo génica de VUCAT1 foi 14% superior a VuCAT2
(Figuras 25C e D).

Comparando-se o perfil de expressao dos genes VuCAT1 e VuCAT2
nas raizes e folhas de SET na presenca de EDTA-Pb 0,5 mM, observou-se que
enquanto VuCATT1 nas raizes teve sua expressao inibida nas folhas foi o gene
de maior expressao sendo aproximadamente 3 vezes mais expresso nas folhas
do que nas raizes. O mesmo perfil de expressao foi observado para VuCAT2,
contudo nas folhas a expressao de tal gene foi o dobro do observado para as
raizes.

Comparando-se os cultivares estudados pode-se afirmar que o
padrao de expressao dos genes VUCATT1 e 2, foi distinto nas raizes dos
cultivares, enquanto que VuCAT1 e 2 aumentaram sua expressao nas raizes
de SV em SET ambos foram inibidos. Nas folhas dos cultivares o gene
VuCAT1 foi inibido em SV, ao passo que em SET sua expressao foi induzida.
Ja o gene VUCATZ2 apresentou o mesmo perfil de expressdo em SV e SET, em
ambos cultivares os transcritos aumentaram.

5.8.4.2 Expressao relativa dos genes da Ascorbato Peroxidase (VUAPX 1 a
6)
No tocante a peroxidase do ascorbato (APX) a Figura 26A mostra o

perfil de transcritos nas raizes de SV revelando aumento de expressdo na
presenca de EDTA-Pb 0,5 mM de todos os genes. Contudo o gene VUAPX2
apresentou maior expressdo sendo aproximadamente 5 vezes mais expresso
que seu controle. J& os genes VUAPX1, VuAPX4, VuAPX4' e VUuAPX6
apresentaram um padrdo de expressédo semelhante, com expresséo relativa de
aproximadamente 3 vezes superior aos seus respectivos controles. O gene
VUAPX3 revelou a menor expressao génica contudo sua expressao foi o dobro
da expressao de seu controle.

Nas folhas na presenca de EDTA-Pb 0,5 mM o gene VUAPX5
revelou maior expressdo sendo 3,7 vezes superior ao seu controle. Ja os
genes VUAPX3, VUAPX4’ e VUAPX6 apresentaram expressdo génica de
aproximadamente o dobro de seus respectivos controles.
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Figura 25 - Expresséao relativa dos genes VUCAT1 e 2 em raizes (A, C) e folhas (B, D) de
plantas de feijao-de-corda (Vigna unguiculata), cultivares Sempre Verde (SV) e Setentdo
(SET), apés 7 dias em auséncia (controle) ou presenca de EDTA-Pb 0,5 mM
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A expressao relativa dos genes VuCATT1 e 2 foi avaliada com base na expressao dos genes
constitutivos EF-18 e f-BOX em raizes e folhas de plantas de feijao-de-corda (Vigna
unguiculata), utilizando o programa GeNorm. Os valores de expresséo relativa foram obtidos
utilizando o método do fator de normalizagdo (HELLEMANS et al., 2007).

Por outro lado o gene VUAPX1 na presenga de chumbo apresentou
o mesmo perfil de expressdo detectado nas plantas controle. Ao contrario os
genes VUAPX2 e VuAPX4 mostraram reducéo de sua expressao apresentando
ambos aproximadamente 50% de inibicdo em relacdo aos seus respectivos
controles (Figura 26B).

Em SV comparando-se a expressdo dos genes da APX nos tecidos
estudados (raizes e folhas) constatou-se que o chumbo induziu a expressao
dos genes VUAPX2 e VUuAPX4 nas raizes, ao passo que nas folhas sua
expressao foi inibida. J& os genes VUAPX3, VUAPX4’ e VUAPX6 apresentaram
0 mesmo padrdo de expressdo, tanto nas raizes como nas folhas. Por outro
lado o gene VUAPX1 teve sua expressao aumentada nas raizes, mas nas
folhas sua expressao foi semelhante ao controle (Figuras 26A e B)
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A Figura 26C mostra o perfil de expressao da familia multigénica da
APX nas raizes de SET. Os genes VUAPX4, VuAPX4’ e VuAPX6 mostraram
aumento de expressao, sendo 3,5, 1 e 4 vezes maiores que seus controles. Ja
os genes VUAPX1 e VUAPX3 apresentaram sua expressao génica reduzida
respectivamente em 6 e 20% aproximadamente, com relacdo aos seus
controle. O gene VUAPXZ2 teve sua expressao inibida em 73% pelo chumbo
quando comparado ao controle, contrastando com o perfil de expresséo
observado nas raizes do cultivar SV (Figuras 26A e C).

Nas folhas de SET os genes VUAPX2, VUAPX3, VuAPX4, VuAPX4’
e VUAPX6 apresentaram aumento de sua expressao, sendo respectivamente
3,2, 1,6, 3,7, 1,6 e 3 vezes superiores aos seus controles. Ja os genes VUAPX1
e VUAPX5 foram inibidos em aproximadamente 16 e 56% respectivamente
(Figura 26D).

Em SET na presenca de EDTA-Pb 0,5 mM, a expressao génica de
VUAPX2 e 3 foi diferente em raizes e folhas, enquanto que nas raizes esses
genes apresentaram expressao diminuida nas folhas sua expressao foi
aumentada. Ja os genes VUAPX1, VuAPX4, VuAPX4’ e VuAPX6 apresentaram
o mesmo perfil de expressao tanto nas raizes como nas folhas.

Comparando-se os cultivares estudados pode-se afirmar que o
padrdao de expressdo dos genes VUAPX7 a 3, foi distinto nas raizes dos
cultivares, enquanto que VUAPX1, VuAPX2 e VUAPX3 aumentaram sua
expressao nas raizes de SV e em SET ambos foram inibidos. J& a expressao
génica de VUAPX4, VuAPX4’ e VuAPX6 aumentou nas raizes de ambos
cultivares. Nas folhas dos cultivares o gene VUuAPXT foi igual ao seu controle
em SV, ao passo que em SET sua expresséo foi inibida. J& em SV a expresséo
génica de VUAPX2 e VuAPX4 foi inibida e induzida em SET, ao passo que os
genes VUAPX3, VuAPX4' e VUAPX6 revelaram ter o mesmo padrdo de

expressdao em SV e SET, em ambos cultivares os transcritos aumentaram.
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Figura 26 - Expressao relativa dos genes VuAPX 1 a 6 em raizes (A e C) e folhas ( B e C) de
plantas de feijao-de-corda (Vigna unguiculata), cultivares Sempre Verde (SV) e Setentao
(SET), apés 7 dias em auséncia (controle) ou presenca de EDTA-Pb 0,5 mM.

10 10
< A < B
§ 8 1 § 8
[ <
52 6 nZ 6
g2 835
SE 4 SE 4
g =8
S 2] S 2]
= o
» =]
= o0 o R o o o
NovY o™ L Ny o™ h N
FFEFEFEE & FEFETETE
YooY oY Y ow ¥ ¥YOY OY w oY v
b 10 b 10
R
& C & D
S8 SRR
== = s
> >
(%;g 6 1 c%ﬁ 61
3 g
HR He
ﬂﬂla m:g
g 2 g 2 BI iII ID
o] S
» e
= 0 = 0 -
Ny ™ A > © Ny oS % s D b
F&EFFES FEFEESS
LA SO SO SR YooY OY Y e vV

Controle = EDTA - Pb

A expresséo relativa dos genes VUAPX 1 a 6 foi avaliada com base na expressdo dos genes
constitutivos EF-18 e f-BOX em raizes e folhas de plantas de feijao-de-corda (Vigna
unguiculata), utilizando o programa GeNorm. Os valores de expresséo relativa foram obtidos
utilizando o método do fator de normalizagdo (HELLEMANS et al., 2007).

5.8.4.3 Expressao relativa dos genes da Superoxido Dismutase (VuSOD
Cu/Zn1 a 3, VuSOD Mn1, VuSOD Cu/Chap1, VuSOD Fe1 a 3)

A Figura 27 mostra a expressao relativa da familia multigénica de
SOD nas raizes e folhas de SV e SET, em presenca e auséncia de EDTA-Pb
0,5 mM.

Nas raizes de SV o gene VWwSOD Cu/Zn2 apresentou maior
expressao (aproximadamente 9 vezes maior que o controle) na familia
multigénica da VuSOD Cu/Zn, seguido pelos genes VuSOD Cu/Zn3 e VuSOD
Cu/Znt, 2,4 e 1,3 vezes superior aos seus respectivos controles (Figura 27A).
Ja na familia multigénica da VuSODFe a expressao do gene VuSODFe1, nas
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raizes de SV na presenca de EDTA-Pb, mostrou-se aproximadamente 34
vezes maior que seu controle, revelando maior expressdo dentre todos os
genes analisados. Os genes VuSODFe2 e VuSODFe3 apresentaram
respectivamente expressao 1,3 e 2,2 vezes maiores que seus controles. Por
outro lado a expressao génica de VuSOD Cu/Chap1 foi similar ao seu controle,
enquanto que em VuSOD Mn1 foi aproximadamente 4 vezes superior ao
controle (Figura 27A).

Nas folhas do cultivar SV, na presenca de EDTA-Pb 0,5 mM, o gene
VuSOD Cu/Zn3 apresentou maior expressao génica, sendo 2,5 vezes maior
que seu controle, enquanto que os genes VuSOD Cu/Zn1 e 2 foram inibidos 22
e 94% respectivamente (Figura 27B). Para a familia multigénica VuSOD Fe nas
folhas de SV a expressao génica de VuSOD Fe1 foi aproximadamente o dobro
do controle, ao passo que em VuFeSODS3 foi igual ao controle. J& o gene
VuSOD Fe2 foi inibido pela presenga chumbo, 44% em relagdo ao controle
(Figura 27B). A expressdo de VuSOD Cu/Chap1 nao apresentou diferencas
significativas da condicdo controle, ao passo que WuSOD Mni foi
aproximadamente 3 vezes superior ao controle (Figura 27B).

A analise comparativa da expressao génica em SV nos dois tecidos
(raizes e folhas) na presenca de EDTA-Pb 0,5 mM, revelou que os genes
VuSOD Cu/Zn 1 e 2 apresentaram perfil de expressao distinto, aumentando
nas raizes e diminuindo nas folhas. Ja a expressdo génica obtida para
VuSODCu/Zn3 na presenga do chumbo foi a mesma tanto nas raizes como nas
folhas. Comparando-se o perfil de expressao do gene VuSODFe1 nas raizes e
folhas de SV na presenca de EDTA-Pb 0,5 mM, observou-se que tanto em
raizes como em folhas sua expressédo foi aumentada, contudo VuSODFe1
apresentou expressao 17 vezes maior nas raizes do que nas folhas. Ja o gene
VuSODFe2 teve sua expressao induzida nas raizes e inibida nas folhas na
presenca de EDTA-Pb. Por outro lado a expresséo génica de VuSODFe3 nas
raizes foi induzida pelo chumbo, enquanto que nas folhas o perfil de expressao
nao apresentou diferencas do controle (Figuras 27A e B).

No cultivar SET a andlise da expressao relativa dos genes da SOD
nas raizes revelou que chumbo inibiu a expresséo génica de VuSOD Cu/Zn 1 e
2 em aproximadamente 41 e 28% respectivamente. Ja a expressao génica de
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VuSODCu/Zn3 aumentou na presenca do chumbo sendo o dobro do controle
(Figura 27C).

Ja na familia multigénica VuSODFe a expressdao dos genes
VuSODFe1 e 3, nas raizes de SET foi induzida pela presenca de EDTA-Pb,
sendo respectivamente 8 e 9 vezes maiores que seus controles. O gene
VuSODFe2 apresentou expressao 3,6 vezes maior que seu controle. Por outro
lado a expressdao génica de VuSODCu/Chap1 foi 5 vezes superior ao seu
controle, enquanto que VuSODMn1 foi aproximadamente 46% inferior ao
controle (Figura 27C).

Nas folhas de SET a presenca do chumbo revelou aumento de
expressao de todos os genes (Figura 27D). Os genes VuSOD Cu/Zn 1 a 3
apresentaram respectivamente expressao 4, 2 e 1,4 vezes superior ao controle.
Ja a expressao génica de VuSODFe1 a 3foi respectiva e aproximadamente 1,
4 e 3 vezes maiores que seus controles. J& VuSODCu/Chap1 e VuSODMn1
foram 3 e 5 vezes superiores aos controles (Figura 27D).

Comparando-se o perfil de expressao dos genes VuSOD Cu/Zn 1 e
2 nas raizes e folhas de SET na presenca de EDTA-Pb 0,5 mM, observou-se
que ambos foram inibidos e induzidos pelo chumbo nas raizes e folhas
respectivamente, enquanto VuSODCu/Zn 3 teve sua expressao induzida nos
dois tecidos estudados. Do mesmo modo os genes VuSODFel a 3
apresentaram aumento de expressao nas raizes e folhas, contudo os genes
VuSODFe1 e 3 revelaram respectivamente expressao 4 e 6 vezes maiores nas
raizes. O mesmo perfil de expressao foi observado para VuSODCu/Chap1
contudo nas folhas a expressdo de tal gene foi maior. Por outro lado
aexpressao génica de VuSODMn1 foi nas raizes inibida e nas folhas induzida
pelo chumbo.

Convém salientar que ao contrario de SV nas raizes de SET os
genes VWuSOD Cu/Zn 1 e 2 foram inibidos. Ja o gene VuSODCu/Zn3
apresentou perfil similar nas raizes de SV e SET. A familia multigénica
VuSODFe1 a 3 apresentou 0 mesmo padrao de expressao nas raizes de SV e
SET, contudo em SV o gene VuSODFe1 e VuSODFe3 em SET foram 4 vezes
mais expressos. Por outro lado, VuSODCu/Chap1 com expressao similar ao
controle nas raizes de SV em SET teve sua expresséo induzida pelo chumbo
(Figuras 27A e C). Ja a expressao de VuSODMn1 apresentou perfil distinto
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nas raizes dos cultivares, em SV o chumbo induziu seu aumento ao passo que
em SET sua expressao foi inibida.

Nas folhas dos cultivares, SV e SET, a expressao génica de VuSOD
Cu/Zn 1 e 2 apresentou perfil distinto, em SV o chumbo inibiu sua expresséo,
enquanto que em SET estimulou. Contudo o gene VuSODCu/Zn3 na presenca
do chumbo aumentou sua expressdo em ambos cultivares. Ja a expressao
génica de VuSODFe1 apresentou o mesmo perfil nos cultivares estudados,
enquanto que VuSODFe2 e 3 revelaram ter perfil distinto, em SV o estresse
inibiu sua VuFeSODZ2 enquanto que estimulou em SET. Ja em VuSODFe3 nas
folhas de SV o estresse ndo provocou modificagcdes na sua expressao génica,
ao contrario induziu sua expressao em SET (Figuras 27B e D). O gene
VuSODCu/Chap1 apresentou padrdo diferente nas folhas de SV e SET,
enquanto que em SV sua expressao foi igual ao controle em SET a presenca
de chumbo induziu seu aumento. Por outro lado, VuSODMn1 revelou ter o
mesmo perfil nas folhas dos cultivares (Figuras 27B e D).
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Figura 27 - Expresséao relativa dos genes SOD Cu/Zn 1 a 3, SOD Fe 1 a 3, SOD Cu/Chap1,
SOD Mn1, em raizes (A e C) e folhas (B e D) das plantas de feijao-de-corda (Vigna
unguiculata), cultivares Sempre Verde (SV) e Setentdo (SET), ap6s 7 dias em auséncia
(controle) ou presenca de EDTA-Pb 0,5 mM.
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A expressao relativa dos genes VuSOD foi avaliada com base na expressdo dos genes
constitutivos EF-18 e f-BOX em raizes e folhas de plantas de feijao-de-corda (Vigna
unguiculata) utilizando o programa GeNorm. Os valores de expressao relativa foram obtidos
utilizando o método do fator de normalizagédo (HELLEMANS et al., 2007).
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5.8.5. Analise morfoldgica e ultraestrutural das raizes e folhas de Vigna
unguiculata
A andlise ultraestrutural através de microscopia eletrbnica de

varredura de cortes transversais de raizes de SV revelou que aparentemente o
chumbo ndo provocou alteracées na estrutura das raizes desse cultivar, vez
que as imagens realizadas nas plantas crescidas na auséncia de EDTA-Pb 0,5
mM mostraram-se semelhantes as imagens realizadas nas raizes de plantas
submetidas ao estresse com chumbo (Figuras 28A e B). Da mesma forma que
as plantas de SV as de SET submetidas ao estresse com chumbo nao
revelaram modificacbes estruturais em suas raizes quando comparadas as
plantas controle (Figuras 28C e D). Contudo, a andlise morfoldégica mostrou em
ambos cultivares sintomas de toxicidade nas raizes tais como escurecimento,
aspecto rigido, quebradico e diminuicdo da emissdo de raizes secundarias
(Figuras 29).

Por outro lado a avaliacao ultraestrutural das folhas de SV revelou
nas plantas controle uma superficie foliar lisa, contrastando com as plantas
submetidas ao estresse com EDTA-Pb 0,5 mM que apresentaram maior
acumulo de ceras (Figuras 30A e B). Ja no cultivar SET tal diferenca nao foi
observada entre as plantas controle e as plantas submetidas ao estresse
(Figuras 30C e D). Contudo a andlise comparativa das superficies foliares das
plantas de SV e SET submetidas ao estresse com chumbo mostrou em SV
maior acumulo de ceras, sugerindo diferencas adaptativas entre os cultivares.

No tocante ao numero de estdmatos as Figuras 31A e B mostram
que a superficie foliar das plantas de SV na auséncia de EDTA-Pb 0,5 mM
apresentou maior numero de estdbmatos do que as folhas das plantas
submetidas ao estresse. Ao contrario em SET a andlise da epiderme foliar
revelou um numero de estdbmatos menor nas plantas controle e maior na

presenca do chumbo (Figura 31C).
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Figura 28 — Cortes radiculares de plantas de feijao-de-corda (Vigna unguiculata), cultivares
Sempre Verde (A, B) e Setentao (C, D), apds 7 dias em auséncia (controle; fotos da esquerda)
ou presenga de EDTA-Pb 0,5 mM (fotos da direita).
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Cortes realizados a mao livre 1 cm acima da zona pilifera e micrografias obtidas por microscépio
eletrénico de varredura.
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Figura 29 — Raizes de plantas de feijao-de-corda (Vigna unguiculata), cultivares Sempre Verde
(A, C) e Setentdao (B, D), apdés 7 dias em auséncia (controle; a esquerda) ou presenca de
EDTA-Pb 0,5 mM (a direita).
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Figura 30 — Epiderme foliar de plantas de feijao-de-corda (Vigna unguiculata), cultivares
Sempre Verde (A, B) e Setentéo (C, D), apos 7 dias em auséncia (controle; fotos da esquerda)
ou presenga de EDTA-Pb 0,5 mM (fotos da direita).

det |mag O WD ‘ - - -
M |86.0 ym|10.00 kV|ETD | 3 46! 1.2 mm| Central Analitica UFC - Inspect mm| Central A
7 y F

] »
[ 8/6/2014 | HFW | HV | det |mag O] WD | —————30 ym ————— 6/9/2014 | HFW | HV | det mag O] WD | ——— 30 pym ——
4:31:12 PM |86.0 pm|10.00 kKV|ETD | 3 469 x [11.4 mm| Central Analitica UFC - Inspect|4:40:20 PM |86.0 um|10.00 kV|ETD | 3 469 x [12.4 mm| Central Analitica UFC - Inspect

Cortes realizados a mao livre, evitando-se nervuras e micrografias obtidas por microscopio eletrénico
de varredura.
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Figura 31 — Estbmatos na epiderme foliar de plantas de feijao-de-corda (Vigna unguiculata),
cultivares Sempre Verde (A, B) e Setentao (C, D), apés 7 dias em auséncia (controle; fotos da
esquerda) ou presenca de EDTA-Pb 0,5 mM (fotos da direita).
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Cortes realizados a mao livre, evitando-se nervuras e micrografias obtidas por microscopio eletrénico
de varredura
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6 DISCUSSAO

A poluicao por metais téxicos, em especial o chumbo € um dos mais
agravantes problemas ecolégicos (REDDY et al., 2005; SHU et al., 2012). Uma
vez presente na cadeia alimentar o Pb exerce efeito acumulativo normalmente
desencadeando o fenébmeno denominado de biomagnificacdo ( aumento da
concentragdo de um contaminante a cada nivel da cadeia alimentar). Contudo,
as plantas tém desenvolvido uma variedade de mecanismos de protecao para
lidar com a poluigdo por metais pesados. Na natureza os vegetais apresentam
diferentes graus de tolerancia ao chumbo, mesmo quando pertencem a uma
mesma espécie (WOJCIK; TUKIENDORF, 2014). Nesse cenario, o0 presente
trabalho visou estudar o efeito de diferentes concentracées de Pb (EDTA-Pb e
Pb(NOs)2) na germinagédo e no crescimento e desenvolvimento de plantas de
dois cultivares de Vigna unguiculata, Setentao (SET) e Sempre Verde (SV). SV
& reconhecido como um cultivar altamente produtivo e SET é o produto da
hibridizagdo de SV com o cultivar TVU 59 reconhecido como resistente ao virus
do mosaico severo do caupi (CpSMV) e a uma estirpe de virus do mosaico do
pepino (CMV) (PAIVA et al., 1990). Embora SV e SET tenham caracteristicas
comuns, a divergéncia quanto a resisténcia ao CpSMV e ao CMV poderia
revelar diferentes graus de tolerancia em relagdo a outros estresses e dai a
razdo da escolha desses cultivares.

Varios trabalhos tém evidenciado que o chumbo inibe a germinagao.
Lamhamdi et al., 2011 mostraram que a germinacdo de sementes de trigo na
presenca de Pb(NOs). 3 mM, apos 3 dias, era inibida pelo menos 30%. Yang
et al.,, 2010 mostraram notavel inibicdo da germinacdo de sementes de trigo,
apos 4 dias, com base no comprimento da raiz minimamente estabelecido
como 1 mm. Os autores observaram que na presenca de Pb(NOgs)> 1 mM a
germinacao era levemente estimulada ao passo que nas concentragdes de 2 e
4 mM de Pb(NOs;),, era inibida. Igualmente, Kaur et al (2011) constataram
inibicdo do crescimento da raiz proporcional ao tempo de exposi¢do e também
a concentracdo de Pb(NOs). que decaiu de 44, 59 e 64% em relagcdo ao
controle nos tempos 24, 72 e 120 h na presenca de 8 mg L de Pb. Esses
resultados também foram confirmados para alho (LIU et al. 2009), e tabaco

(AL-KHATIB et al., 2008). Ao contrario, nossos resultados revelaram que o Pb
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quer em presenca ou auséncia de um agente quelante (EDTA) em distintas
concentragées ( 0,2, 0,5, 1,0, 2,0 e 2,5 mM) nao inibiu a germinagao (Figuras 9
a 14). Comparando-se os cultivares SV e SET na presenca de EDTA-Pb*
observou-se que a absorcdo desse ion metalico em SV independe da
concentracao de EDTA-Pb?, na faixa de 0,2 4 2,5 mM, ao passo que em SET a
absorcao de Pb parece ser dependente da dose que aumenta 2,7 vezes na
concentracdo 2,5 mM comparada & 0,2 mM. A quantidade de Pb? em ambos
cultivares foi menor em auséncia do agente quelante mostrando um perfil
semelhante entre os cultivares (Figura 9). Convém salientar que, em ambos
cultivares, o acumulo de Pb?* em auséncia de EDTA foi em média duas vezes
inferior aos respectivos valores em presenca do agente quelante. Assim, o
agente quelante EDTA aumentou a biodisponibilidade do metal para a planta
Contudo, a despeito dessa biodisponibilidade tais resultados retratam um
mecanismo distinto desses cultivares em relagdo a contaminacdo com chumbo.
Sabe-se também que o tegumento previne a entrada de Pb e assim podemos
propor que ha diferencas nos tegumentos dos cultivares tornando SV um
cultivar menos afetado pelo Pb, isto é, mais resistente devido a peculiaridades
de seu aparato tegumentar (SHARMA; DUBEY, 2005). Essas conjecturas
foram ratificadas pela revisdo de Seregin e lvanov (2001) que aponta que a
germinacao € mais tolerante ao estresse provocado por metais pesados em
virtude da baixa permeabilidade do tegumento das sementes. Portanto, nossos
resultados parecem revelar uma nitida diferenca na permeabilidade dos
tegumentos de SV e SET. Em SV a permeabilidade ao Pb ja é maxima na
concentracao 0,2 mM de EDTA-Pb®, dai ndo se verificar uma
proporcionalidade do teor de Pb®* em relacdo ao aumento da concentracdo da
solucdo EDTA-Pb?. J& em SET tal permeabilidade parece menor que a de SV
e detecta-se aumento do teor de Pb em relacdo ao aumento da concentracao
de EDTA-Pb que foi determinada até 2,5 mM.

Obroucheva et al. (1998) mostraram que a emergéncia da radicula
de sementes de milho ndo era inibida na presenca de Pb(NOs)2 102 M o que
pode ser explicado pela impermeabilidade do tegumento (testa) da semente
aos sais de Pb. Contudo, na referida concentracdo o Pb exerceu efeito tdéxico
na elongagcdo da raiz apds a emergéncia da radicula. J& nas plantulas de
Vigna unguiculata com 72 horas esse efeito ndo foi observado. Ndo se verificou
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diferenca no comprimento das plantulas submetidas a EDTA-Pb ou Pb(NOs3)»
em relacao as plantulas controle, numa faixa de concentracado que variou de
0,2 a 2,5 mM (Figuras 10 a 14), embora o grau de permeabilidade nos
tegumentos dos referidos cultivares tenha sido diferente. Independente da
diferenga de permeabilidade do tegumento entre os cultivares como sugerido
observou-se que o teor de Pb detectado nas plantulas de ambos cultivares até
2,0 mM era aproximadamente 0,16 mg Pb.g" MS o que pode justificar a
uniformidade do crescimento das plantulas. Em baixas concentracées de
EDTA-Pb as plantulas de SV macroscopicamente revelaram-se mais robustas
pois estavam com os hipocétilos mais entumecidos. De forma menos
evidenciada ocorreu 0 mesmo em presenca de Pb(NOs3). (Figuras 11 e 12). Ja
o efeito em SET do EDTA-Pb foi similar ao efeito do Pb(NO3). em SV e o Pb
(NO3) 2 foi 0 que se revelou menos eficaz no tocante ao entumescimento dos
hipocétilos (Figuras 13 e 14). Convém salientar que Yang et al. (2010)
mostraram inibigcdo da germinagédo das sementes de trigo na presenca de 2 e 4
mM de Pb(NO3), mas observaram que na presenca de Pb(NO3), 1 mM a
germinacao era levemente estimulada. Nossos resultados parecem concordar
com os achados de Yang et al. (2010) revelando que os cultivares
apresentaram peculiaridades face aos efeitos do EDTA-Pb e Pb(NOs3). nas
plantulas.

Sharma e Dubey (2005), no tocante a captacdo de Pb pelas as
plantas mostraram que as raizes tém capacidade para absorver quantidades
significativas desse metal, restringindo sua translocagao para a parte aérea. A
retencdo de Pb nas raizes esta baseada na ligagdo desse metal em sitios de
troca ibnica nas paredes celulares e precipitagdo extracelular principalmente na
forma de ion carbonato.

Nossos resultados revelaram padrdes distintos de absor¢cédo de Pb
nos cultivares estudados. O cultivar SV acumulou 2 vezes mais Pb em suas
raizes, denotando maior habilidade para tolerar o Pb. Segundo Verkleij e Schat
(1990) a restricdo do movimento ascendente do ion das raizes para a parte
aérea pode ser considerada como um dos mecanismos de tolerancia. Quando
a planta esta sob estresse em presenca de metais pesados, a raiz é o primeiro
ponto de contato e ela possui abundantes sitios de troca i6nica na parede

celular onde os ions metalicos podem se fixar, impedindo, dessa forma, que
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esses ions entrem em contato com outros tecidos (ALLAN; JARRELL, 1989;
BRANQUINHO; BROWN; CATARINO, 1997). Portanto, a reducdo do
transporte de um ion metalico consiste em uma estratégia de resisténcia
desenvolvida pela planta para minimizar os efeitos toxicos do metal pesado.
Ademais, o sequestro do metal téxico por compostos organicos, como as
fitoquelatinas, a compartimentalizacdo em vacuolos ou a imobilizagdo em
tecidos da raiz sdo outras estratégias utilizadas para minimizar os efeitos
danosos dos metais téxicos (ALIl; KHAN; SAJAD, 2013).

Ja o cultivar SET, translocou mais Pb para a parte aérea,
apresentando aproximadamente 3 vezes mais Pb nas folhas quando
comparado a SV (Figura 15). E importante comentar que mesmo acumulando
maior teor de Pb nas folhas, estas ndo apresentaram sintomas de toxicidade
como clorose (Figura 18D). Ouzounidou et al. (1994) observaram que plantas
sensiveis a metais pesados acumulavam 0SS mesmos nha parte aérea
diferentemente das plantas tolerantes. Ja Lasat et al. (2000) mostraram que as
plantas de Thlaspi arvense acumularam Zn preferencialmente nas suas raizes
e a pequena quantidade de Zn?* detectada nas folhas resultou em dramatica
clorose foliar o que evidencia sensibilidade ao metal. Ao contrario, as de
Thlaspi caerulescens (resistente) acumularam o mesmo metal principalmente
nas folhas quando foram tratadas com Zn®* durante 10 dias, condicdes
idénticas as das plantas de Thlaspi arvense. Esses resultados mostram que
nao se pode generalizar estratégias de resisténcia ou tolerancia das plantas em
fungcé@o de caracteristicas especificas como distribuicdo dos metais absorvidos
nas plantas o que deve revelar o grau de diversidade e de complexidade face a
agentes estressores.

Kopittke et al. (2007) verificaram que o cultivar de Vigna unguiculata,
Caloona, acumulou mais Pb em suas raizes do que na parte aérea € néao
apresentou sintomas de intoxicagdo com Pb. Estes autores mostraram através
de analises de microscopia, que o0 Pb se acumulou principalmente na parede
celular e nos espacos intercelulares do cértex e da rizoderme, muito embora
certa quantidade de Pb tenha atravessado a membrana plasmatica alcancando
o simplasto. Resultados similares foram obtidos por Doncheva et al. (2013) em
plantas de girassol (H. Annuus cv 1114 e H. Argophyllus x H. Annuus) onde 0s
maiores teores de Pb foram determinados nas raizes de ambos genotipos.
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Contudo, o cultivar H. annuus cv 1114 foi mais sensivel aos efeitos deletérios
do Pb.

Liu et al. (2003) mostraram diferentes perfis de acumulacdo e de
translocacdo de Pb em 20 cultivares de arroz, reiterando que as plantas,
mesmo dentro de uma mesma espécie podem apresentar modos distintos de
captacao e distribuicdo do Pb. Contudo, Salazar e Pignata (2014) afirmaram
que o Pb é um elemento dificimente acumulado na parte aérea. Nesse
contexto, os resultados antagbnicos em relacao a localizagdo do acumulo de
Pb, encontrado em SV e SET, podem representar um modelo experimental
interessante no presente estudo.

A eficiéncia de fitoextracdo dos cultivares de Vigna unguiculata foi
avaliada pelos calculos dos fatores de translocacao (TF) e de bioconcentracao
(BCF). Ambos TF e BCF sao importantes medidas quando se quer avaliar a
capacidade de fitoextracdo de um vegetal (ALI; KHAN; SAJAD, 2013). Um valor
de TF maior que 1 é indicativo de acumulagdo e transporte de metal para
diferentes partes da planta, enquanto que um valor de TF menor que 1 sugere
estocagem do metal nas raizes. Plantas com fatores de translocacdo e de
bioconcentragcdo maiores que 1 (BCF e TF > 1) tem potencial para serem
usadas em estratégias de fitoextracdo (CHINMAYEE et al., 2012). Por outro
lado, plantas com BCF maior que 1 e TF menor que 1 tem potencial para
serem usadas na fitoestabilizacdo (NOURI et al., 2010).

O valor de TF no cultivar SV foi menor que 1, revelando baixa
habilidade de translocacdo do Pb para a parte aérea, mas indicando a
capacidade desse cultivar em estocar Pb preferencialmente em suas raizes
(Tabela 3). Convém salientar a possibilidade do complexo EDTA-Pb®* se
dissociar liberando Pb®* (SAIFULLAH et al., 2009) o qual poderia se ligar a
cargas negativas resultantes da dissociagdo de grupos carboxilicos de acidos
galacturénicos e glucurdnicos da parede celular dos tecidos radiculares
(rizoderme e cértex). Ademais, as estrias de Caspary presentes na endoderme
restringem o acesso do Pb ao xilema reduzindo sua translocacao para a parte
aérea e estabelecendo uma importante barreira de protecdo ao sistema
(ALVES et al, 2008; SEREGIN et al., 2004; SHARMA; DUBEY, 2005).

Ja em SET o valor de TF foi 1,7 , isto €, duas vezes maior que o
valor encontrado em SV, revelando um perfil distinto de SV, quanto a
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acumulacao do Pb, denotando maior capacidade de translocacao e estocagem
do Pb nas folhas (Tabela 3). De acordo com Saifullah et al. (2009) o complexo
EDTA metal poderia entrar nos vasos do xilema e ser translocado para a parte
aérea das plantas, aumentando a mobilidade do Pb dentro das mesmas
(WENZEL et al., 2003).

Convém salientar que os valores de TF obtidos nos cultivares de
Vigna unguiculata (Tabela 3), reiteram o distinto perfil de acumulagao de Pb
observado nos cultivares SV e SET (Figura 15).

Os dados indicam que tanto SV como SET tém potencial para retirar
o Pb do meio. Tal situacao é favoravel no sentido em que o Pb esta sendo
retirado do meio, "fitorremediacao”.

Os valores de TF e BCF podem revelar a habilidade de um vegetal
para uso na técnica de fitorremediacdo. Valores de TF maior que 1 sugerem
potencial uso dessas plantas na fitoextragéo, vez que as mesmas translocam
metais de modo eficiente para a parte aérea, que posteriormente podera ser
colhida e o metal reciclado. J4 um valor de TF menor que 1 pode ser indicativo
de uma espécie com uso potencial em fitoestabilizacdo ou fitofiltragao
(CHINMAYEE et al., 2012). Por outro lado, o BCF é a medida mais importante
quando se avalia a concentracdao de metais na planta e seu potencial uso como
espécie adequada para fitoextracdo. Em espécies hiperacumuladoras o valor
de BCF pode variar entre 50 e 100, contudo valor maior que 1 ja € indicativo de
acumulacao (ALl; KHAN; SAJAD, 2013). Contudo, além dos valores de TF e
BCF, para se classificar um vegetal como adequado a fitoextragdo ou
fitoestabilizagdo é necessario que esse tenha biomassa significativa, alta taxa
de crescimento, suporte os efeitos toxicos do metal, resista a patégenos, seja
de facil cultivo, tenha boa adaptacdo as variagbes ambientais e ndo seja
consumido por herbivoros, o que evita o acumulo do metal na cadeia alimentar
(ALI; KHAN; SAJAD, 2013). Desse modo, os valores de TF e BCF nao podem
ser 0s unicos fatores a serem considerados quando se pretende classificar uma
planta como apta a fitorremediacdo, mas podem servir como um dos indicativos
para revelar esse potencial (VAN DER ENT et al., 2012). Os valores de BCF
encontrados nas plantas estudadas foram 0,01 em SV e 0,02 em SET (Tabela
3) revelando que os cultivares de Vigna unguiculata nao podem ser

classificados como fitoextratores nem como fitoestabilizadores.
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No tocante a nutricdo mineral, varios estudos tém mostrado que o
Pb afeta a absorcdo de nutrientes pela planta (POURRUT et al., 2011;
DONCHEVA et al., 2013; SHARMA; DUBEY, 2005; WOJCIK; TUKIENDORF,
2014; ZAIER et al., 2014). Kopittke et al. (2007) mostraram que o Pb*
provocou diminuigdo de cations divalentes como Ca®*, Fe ?*, Mg?*, Mn** e Zn**
nas folhas de Vigna unguiculata.

Nossos dados revelaram que o teor de Ca®*" nas raizes do cultivar
SV, tratadas com EDTA-Pb 0,5 mM, foi diminuido em 60% em relacao as
raizes das plantas controle (Figura 16A). Ja o teor de Pb** detectado nessas
raizes foi 2,5 vezes maior que o de Ca*" (Figuras 15A e 16A) Resultados
semelhantes foram encontrados nas plantas de Lathyrus sativus (L.)
submetidas ao estresse com Pb, na auséncia e na presenca de EDTA
(BRUNET et al.,, 2008). Além disso, Antosiewicz (2005) observou que o
aumento no teor de Pb no meio induziu reducao no teor de Ca nas raizes de
monocotiledéneas (Secale cereale e Zea mays) e de dicotiledoneas
(Lycopersicon esculentum e Sinapis alba). Dessa forma, fica claro que o Pb
interfere na absorcdo de Ca. Tal processo pode ser direto quando o efeito
toxico do Pb é consequéncia da inibicdo dos canais de célcio presentes nas
raizes das plantas e indireto quando os fons Ca?* presentes nos sitios de
ligacdo de varias estruturas biolégicas sdo substituidos por ions Pb?* (WOJAS
et al., 2007; ANTOSIEWICZ, 2005). Esses autores mostraram que devido a
reduzida especificidade dos transportadores de calcio, os mesmos podiam
mediar a absorcdo de cations metalicos homélogos, como o Pb?*, através da
membrana plasmatica das células da raiz. White e Broadley (2003) afirmaram
que todos os canais de calcio s&do permedveis a cations mono e bivalentes
contribuindo para a absorgdo de nutrientes essenciais ou de cations toxicos.
Segundo Pourrut et al. (2012), a diminuicdo da absor¢cdo de um nutriente, na
presenca de Pb, pode ser o resultado da competicdo entre ions que possuem
raio atébmico similar ao do Pb ou de mudangas no estado fisiologico da planta.
Nossos resultados foram corroborados com os da avaliacao quimiométrica dos
fons Ca®** e Pb?* que mostrou uma correlagdo indireta entre eles, nas raizes do
cultivar SV, isto é, aumento da concentracdo de Pb®* e decaimento da

concentragdo de Ca** (Figura 17).
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Por outro lado nossos dados também revelaram que o conteudo de
Ca** nos caules de SV nao variou em relagéo as plantas controle a despeito da
presenca de EDTA-Pb 0,5 mM no meio (Figura 16B). Isso pode ser explicado
pela possivel capacidade da planta em conservar o funcionamento dos
transportadores de célcio sob contaminacdo com chumbo (ZAIER et al., 2014).
Esses autores verificaram na haléfita Sesuvium portulacastrum que a presenga
de Pb néao resultou em alteragdes significativas no teor de célcio na parte aérea
das plantas.

Ja nas folhas de SV o teor de Ca®** aumentou na presenca de EDTA-
Pb quando comparado a plantas controle. Convém salientar que o Pb fica mais
retido nas raizes de SV e seu teor na folha é menor (Figura 15C) o que pode
sugerir que a despeito da competicdo do Pb?** com o Ca®** nas raizes o Ca**
que teve acesso as raizes foi transportado para parte aérea.

Segundo Pereira et al. (2010) o EDTA contribui para manter a
concentracdo adequada de Ca na parte aérea das plantas mesmo em altas
concentragoes de Pb o que pode também ser verdadeiro para plantas de SET.

Resultados semelhantes aos dos caules e das folhas de SV foram
observados em SET, onde os teores de Ca** mantiveram-se similares aos dos
controles nos caules e aumentaram nas folhas (Figuras 16B e C). Ja nas raizes
de SV a presencga de Pb causou queda no teor de Ca®** ao passo que em SET
nao se verificou tal efeito (Figura 16A). Esses resultados sao corroborados com
aqueles que demonstraram que o teor de Pb nas raizes de SET é baixo
quando comparado ao das folhas em contraposicdo aos achados em SV
(Figura 15).

O Zn é um elemento quimico de grande valia para os sistemas
bioldgicos, visto que atua como cofator de varias enzimas como, por exemplo,
superoxido dismutase e RNA polimerase. Tal elemento também tem grande
relevancia na manutencdo da integridade dos ribossomos, além de possuir
papel estrutural em alguns fatores de transcricdo. Além disso, 0 zinco participa
da formacdo dos carboidratos e de processos oxidativos nos vegetais
(NAGAJYOTI; LEE; SREEKANTH, 2010). Nossos resultados mostraram que o
teor de Zn?* parece nao sofrer interferéncia pela presenca de Pb em raizes de
SV diferentemente do que se passa com as raizes de SET que revelaram
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aumento do teor de Zn?** em presenca de Pb. Convém relembrar que a
quantidade de Pb nas raizes de SV é maior que nas raizes de SET, isto €, a
relacdo Pb*/Zn** é 2,5 vezes maior em SV do que em SET. Considerando
que os transportadores ibnicos nao apresentam especificidade absoluta, os
ions bivalentes Pb?" e Zn** podem competir pelas proteinas ZIP responsaveis
pelo transporte de Zn?* e de Fe** ( POURRUT, 2012). Sabe-se também que
existem transportadores tipo CDF (facilitadores de difusdo de cations) e HMAs
em diferentes sistemas de membrana das células (membrana plasmaética,
tonoplasto, membrana do cloroplasto) que atuam no transporte de Zn. O Zn é
requerido pelas plantas em pequenas quantidades e o0s transportadores
funcionam na regulacdo do teor desse ion, para manutencdo da sua
concentragao fisiolégica, pois em elevadas concentragées apresenta toxicidade
(MANARA, 2012). Igualmente, as NRAMPs (natural resistance — associated
macrophage protein) estdo envolvidas no transporte de cations bivalentes (
Mn?*, Zn?*, Cu®", Fe?* , Cd**, Ni** ,Co?") podendo também transportar Pb?*.
Segundo Gussarsson (1994), o Pb pode alterar a absor¢cao normal
de nutrientes nas plantas por modificar a permeabilidade da membrana
plasmatica, vez que varios transportadores de cations presentes na membrana
plasmatica das células vegetais sdo potenciais vias de entrada para metais
fitotoxicos como Pb (GUPTA; HUANG; CORPAS, 2013). Contudo, o fato de SV
acumular maior quantidade de Pb nas raizes comparado a SET pode justificar
o diferente perfil de absor¢do de Zn apresentado por ambos cultivares, isto é,
nao alteragdo da absorgcao do Zn em SV e aumento em SET (Figura 16D).
Sendo as raizes o tecido alvo de absorgcao dos diferentes ions pode-
se esperar tal distinta regulacéo. Brunet et al. (2008) verificaram que o acumulo
de Pb nas raizes de Lathyrus sativus L. provocava uma diminuicdo nos teores
ndo somente de Zn** mas também de Ca?*, Cu®* e K. Igualmente, ASHRAF et
al., (2011) verificaram redugé@o nos teores de Zn nas raizes de cultivares de
canola em presenga de Pb. Tais resultados mostram as peculiaridades de
diferentes espécies vegetais. Os teores de Zn?** nos caules de SV e de SET
comparados aos respectivos valores controle revelaram diminuigdo no teor de
Zn** o que indica uma regulacdo distinta comparada as suas raizes (Figura
16E). Resultados semelhantes foram também encontrados por ASHRAF et al.,

(2011) que constataram diminui¢cdo nos teores de Zn na parte aérea de quatro
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distintos cultivares de canola em presenca de Pb. Ja nas folhas de ambos
cultivares nao se verificou diferenca no teor de Zn entre plantas tratadas com
Pb e plantas controle o que denota que o Pb nao interferiu na absorcédo do Zn
em folhas (Figura 16F).

No tocante ao Cu presume-se que os teores desse ion foram abaixo
do limite de deteccao do equipamento utilizado para dosagem dos metais (ICP
OES), vez que tanto nas plantas controle quanto nas plantas tratadas com Pb
os valores foram iguais a zero em raizes, caules e folhas de ambos cultivares.

Considerando o efeito do Pb na absorcdo dos diferentes cations
bivalentes (Ca®* e Zn?*) nos dois distintos cultivares (SV e SET) constatou-se
diferentes efeitos em funcao nao sé dos cultivares mas também dos tecidos
estudados.

Como ja discutido anteriormente, a toxicidade do Pb pode alterar a
absorcédo e a translocacgao ibnica e consequentemente pode induzir alteracdes
em parametros fisiolégicos. No tocante a massa seca, nossos resultados
mostraram inibicdo pelo Pb em SV e SET e tal inibicdo foi semelhante nas
raizes e na parte aérea dos respectivos cultivares mas representou uma maior
susceptibilidade do cultivar SET (valor médio de inibicdo 80%) comparado a SV
(valor médio de inibicao 54 %) (Figura 19). A literatura mostra que plantas
submetidas ao tratamento com Pb apresentam reducdo da massa seca com
consequente diminuicdo de biomassa (ALVES et al., 2008; BRUNET et al.,
2008; GUPTA et al., 2009; HU et al., 2012; KAUR et al., 2011; ROSSATO et al.,
2012; VERMA; DUBEY, 2003; YANG et al., 2010; YUAN et al.,, 2014). A
despeito do grande numero de trabalhos, com diferentes plantas, revelarem
reducdo de suas massas secas em presenca de Pb, Pereira et al. (2010) néao
observaram diferencas significativas da massa seca na parte aérea das plantas
de feijdo de porco (Canavalia ensiformis L.) em presenca de diferentes
concentracdes de EDTA-Pb.

Samardakiewicz e Wozny (2005) constataram que raizes de Lemna
minor L. tratadas com 15 uM de Pb(NOg3), apresentaram inibicdo completa das
etapas da divisdo celular nas células de suas raizes, apds 24 horas. Yucel et
al. (2008) também mostraram que o Pb provoca varias alteragcdes no fuso
mitdtico e induz o surgimento de aberragdes cromossémicas na gimnosperma

P. nigra ssp. pallasiana. Os referidos autores sugerem que a reducdo da
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biomassa na presenca do Pb € decorrente do efeito inibitério desse metal no
processo de divisdo celular. J& com base em medidas de massa fresca,
Kopittke et al. (2007) mostraram que plantas de Vigna unguiculata foram
sensiveis ao Pb e que as raizes foram mais sensiveis que a parte aérea.

Kaur et al. (2012) trabalhando com plantas de trigo mostraram
inibicdo do comprimento das raizes e da parte aérea revelando maior efeito
inibitério do Pb nas raizes. Ja Doncheva et al. (2013) através de medidas de
crescimento relativo a massa fresca mostraram que as folhas de girassol, de
plantas submetidas a tratamento com EDTA-Pb 0,1 mM, apresentavam maior
inibicdo do que as raizes. Convém salientar, que massa seca € uma medida de
crescimento que também pode ser aferida por massa fresca, comprimento e
area foliar.

O Pb também afeta a area foliar provocando sua reducao (KANWAL
et al., 2014; ROSSATO, et al., 2012; SHAKOOR et al., 2014; SHU; ZHANG;
WANG, 2014; ZHAO; YE; ZHENG, 2011). Tal fato parece ser resultante
principalmente da ocorréncia de aberragbes cromossOmicas e de divisdes
celulares anormais. Contudo, a reducdo da area foliar pode ainda estar
relacionada com a inibicdo do processo fotossintético induzido pelo metal
(ALDOOBIE; BELTAGI, 2013; OUZOUNIDQOU et al., 1998). O grau de reducéao
da area foliar em SV correspondeu a 2,5 vezes ao passo que em SET a
reducéao foi 8,7 vezes em relagdo aos respectivos controles (Figura 19C). Tais
resultados foram compativeis com os registrados para a massa seca da parte
aérea em ambos cultivares que revelou uma inibi¢cdo c.a. 30% maior em SET.

Ja em relacdo a condutancia estomatica nossos resultados
mostraram que o estresse provocado pelo Pb afetou drasticamente ambos os
cultivares revelando uma inibicdo de 86% para SV e 95% para SET. Contudo,
SET mostrou-se mais sensivel revelando um valor absoluto correspondente a
metade de SV. Embora tais resultados nao tenham revelado diferenca
estatistica fica clara a tendéncia de maior susceptibilidade aos efeitos do Pb do
cultivar SET como ja detectado nos parametros massa seca e area foliar.
Diversos trabalhos relatam que plantas submetidas ao estresse com Pb
apresentam reducdo da condutdncia estomatica em relacdo a plantas néo
tratadas (KOSOBRUKHOV; KNYAZEVA; MUDRIK, 2004; KANWAL, et al.,
2014; PEREIRA et al., 2014; RODRIGUEZ et al., 2014).
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Sabe-se que o estresse provocado por metais pesados pode afetar o
movimento estomatico pela inibicado das aquaporinas, limitando o fluxo de agua
nas células-guarda dos estdmatos. Yang, Zhang e Wang (2004) mostraram que
o estresse provocado por Pb e Zn afetou o fluxo de dgua nas células-guarda
dos estobmatos levando consequentemente ao fechamento da abertura
estomatica na leguminosa Vicia faba L. pertencente a familia das fabaceas a
mesma de Vigna unguiculata, o que poderia justificar a baixa condutancia
estomatica observada nos nossos cultivares. Sabe-se ainda que a diminuicao
da condutancia estomatica pode estar relacionada com alteracées nos teores
de K* e de Ca®** nas células-guarda e que concentragdes elevadas de Ca?*
inibem a abertura dos estébmatos (ROELFSEMA; HEDRICH, 2005). A despeito
da elevada inibicao da condutancia estomatica em ambos cultivares, as folhas
de SET apresentaram maior teor de Ca?* que as de SV o que pode reiterar a
hipétese de que SET é mais afetado pelo Pb.

A reducdo da condutadncia estomatica nos cultivares de Vigna
unguiculata, SV e SET, também determinou uma reducéo da transpiracao de
modo similar em ambos cultivares. De acordo com Sharma e Dubey (2005), o
Pb induz a reducao da taxa de transpiragcdo uma vez que provoca o declinio de
compostos que estdo associados com a manutencado do turgor das células
diminuindo assim o potencial de 4gua dentro destas. Nossos resultados estao
de acordo com os observados em diferentes espécies vegetais (ALKHATIB et
al.,2011; PEREIRA, et al., 2014; RODRIGUEZ, et al., 2014; ROSSATO et al.,
2012).

Os demais parametros fisiolégicos determinados em SV e SET como
eficiéncia quantica do PSII, taxa de transporte de elétrons no PSIl (ETR) e taxa
fotossintética liquida também foram inibidos pelo Pb.

A eficiéncia quantica do PSII representa a eficiéncia da absorcéo de
luz pelo PSIl usada para redugéao da Quinona A (BAKER, 2008). Sabe-se que o
Pb € capaz de provocar alteragcdes nas proteinas integrantes do complexo
enzimatico do fotossistema |l (PSIl) modificando seu funcionamento
(ROMANOSVSKA et al, 2012; WIOLETA et al., 2015). Além disso, o Pb?* pode
substituir o 4tomo de Mg?*, componente central da molécula de clorofila ou
ainda substituir o Ca?*, no complexo liberador de oxigénio da fotossintese,

resultando em alteracdes estruturais do PSIl bem como causando inibicdo da
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transferéncia de energia nesse fotossistema (QUFEI; FASHUI, 2009). Nossos
resultados revelaram que o Pb alterou de modo distinto a eficiéncia quantica do
PSII  nos cultivares de Vigna unguiculata. A maior inibicdo obtida em SET
(55%) foi compativel com o maior teor de Pb*" detectado nas folhas desse
cultivar. Contudo, em SV, o Pb possivelmente nao alterou o funcionamento do
PSIl o que est4d de acordo com o menor teor de Pb®" encontrado nas folhas
desse cultivar (Figuras 15A e C). Resultados semelhantes foram relatados em
outros trabalhos. KAUR et al., (2012) mostraram que plantas de trigo ( Triticum
aestivum) submetidas a uma concentracao de Pb(NOs3). até 2,5 mM exibiram
c.a. 36% de inibicdo do PSII quando comparadas ao controle. Wu et al. (2008)
mostraram que diferentes concentragcdes de PbCl, (até 2,5 mM) inibiram a
absorcdo da energia de excitagdo que seria captada pelas proteinas LHCII e
transferida ao centro de reacdo do PSIl, em plantulas de espinafre, revelando
os efeitos do Pb nesse fotossistema. Para Hu et al. (2014), a eficiéncia
quantica do PSIlI de plantulas de soja (Glycine max) submetidas ao estresse
combinado, chuva acida e Pb, foi intensamente inibida. Os autores destacaram
que a presenca da chuva acida aumentou a biodisponibilidade do metal
provocando a decomposicdo da clorofla e com isso comprometendo a
absorcdo e a conversdao da energia luminosa no PSIl. Contudo, evidéncias
contrarias foram observadas em folhas de milho tratadas com Pb(NOj). por
Romanowska et al. (2012), onde a eficiéncia do PSII foi pouco afetada pelo Pb,
apresentando inibicdo de apenas 8%, revelando que o Pb pode afetar o
aparato fotossintético dos vegetais de modo variado.

No tocante ao transporte de elétrons através do PSII nosso estudo
mostrou inibicdo semelhante a da eficiéncia do PSIl. Para Mallick e Mohn
(2003) a reducao ou bloqueio parcial do transporte de elétrons do PSIl para o
PSI limita a re-oxidacdo da quinona A (primeiro aceptor de elétrons do
fotossistema Il), levando a uma reducdo da eficiéncia do PSIl. A reducdo da
taxa de transporte de elétrons no PSIl (ETR) pode ser resultante da inibicao
provocada pelo Pb no complexo oxidante da agua (BELATIK; HOTCHANDANI;
CARPENTIER, 2013). Em apoio a essa ideia, Romanowska et al. (2012)
mostraram que em plantas de milho, nos tilacéides das células da bainha, o
transporte de elétrons da dgua para um aceptor exdégeno (DCPIP) foi inibido
por Pb e que ao aplicar um doador de elétrons exégeno (DPC) o transporte de
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elétrons era aumentado, revelando que possivelmente o Pb inibe o complexo
oxidante da agua (doador de elétrons) do PSII, bloqueando assim o fluxo de

elétrons através desse sistema.

Além dos parametros acima citados relacionados a absorcao da luz
e ao transporte de elétrons através do PSIl pode-se também avaliar o efeito da
toxicidade do Pb na fotossintese liquida. Como ja foi discutido, o Pb?* pode
ocupar a posi¢do do Mg?* presente na estrutura policiclica das moléculas de
clorofila a e b, bem como pode substituir o Fe?* das estruturas dos citocromos (
b e f) todos constituintes do aparato fotossintético. Sabe-se também que o
complexo envolvido na quebra da molécula de agua possui Mn®* na sua
estrutura e o Pb?* poderia substitui-lo. Tais possiveis alteracdes justificam a
inibicdo da fotossintese pelo Pb. Ademais, o Pb pode inibir a sintese de
plastoquinona, carotenoides e as enzimas do ciclo de Calvin (LIU et al., 2008;
MISHRA et al., 2006; POURRUT et al., 2011). Assim, a inibicdo da fotossintese
provocada pelo Pb é um sintoma de toxicidade frequentemente relatado em
trabalhos cientificos (ALKHATIB et al., 2011; BELATIK; HOTCHANDANI;
CARPENTIER, 2013; ROMANOWSKA et al., 2012; XIAO et al., 2008; WU et
al., 2008). Nossos resultados confirmaram inibicao na fotossintese liquida (Pn),
em ambos cultivares, sendo a inibigado em SET (72%) mais severa que em SV
(40%) (FIGURA 20E). Esses dados estdo de acordo com os encontrados por
Stanislawska-Glubiak, Korzeniowska e Kocon (2014) em plantas de milho
crescidas em solo contaminado com chumbo, onde a fotossintese foi 45%
inibida em relacdo ao controle. Romanowska et al. (2006) também mostraram
que plantas de ervilha tratadas com Pb(NOg3)2 5 mM apresentaram inibicdo da
fotossintese liquida de 60 e 80%, em alta e baixa Iluminosidade
respectivamente. Por outro lado, Parys et al. (2014) relataram que folhas de
Armeria maritima, em presenca de diferentes concentragdes de Pb(NOs),,
mostraram uma inibigdo da fotossintese liquida dependente da dose, isto €, em
baixas doses de Pb maiores valores da fotossintese liquida e em altas doses
(20 mM) menores valores. Contudo, o decaimento era apenas em torno de
10% 0 que revelava se tratar de uma espécie resistente a toxicidade provocada
pelo Pb.
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No tocante a fixacdo de CO,, esse € um processo também afetado
pelos metais tdxicos em vdrias espécies vegetais (PARYS et al., 2014;
PEREIRA et al., 2014; ) A concentracao intercelular de CO, medida em ambos
cultivares foi semelhante e em presenca de EDTA-Pb 0,5 mM o decaimento
correspondeu a 30% em SV e 25% em SET refletindo pequena alteracao na
concentracao intercelular de CO. (Figura 20F). Por outro lado, Pereira et al.
(2014) observaram, em plantas de aguapé, que a concentragao intercelular de
CO. aumentava e se mantinha constante em concentracbes elevadas de Pb
(4.00 mg L'"). Em todos os parametros fisiolégicos avaliados até entdo ficou
clara uma inibicao pelo Pb mais acentuada em SET quando comparado a SV, o
que permite sugerir um perfil diferencial entre os cultivares estudados. No que
diz respeito a concentracao intercelular de CO. nao se verificou diferenca
significativa entre os mesmos mas a taxa fotossintética liquida em SET foi mais
afetada (72%) que em SV (40%) (FIGURA 20E).Tais resultados revelam um
possivel comprometimento da reagéo de fixagao de CO,, através da RubisCO,
enzima crucial para o processo de fixagao do dioxido de carbono no Ciclo de
Calvin. Kosobrukhov, Knyazeva e Mudrik (2004) j& encontraram redugdo na
eficiéncia da carboxilacado da RubisCO (38%), em presenca de Pb, em
Plantago major como modelo experimental. Em apoio a essa ideia Xiao et
al.(2008) mostraram uma reducéo significativa da atividade de carboxilacdo da
RubisCO em plantas de espinafre submetidas ao tratamento com PbCl,. Do
mesmo modo, Rodriguez et al. (2014) mostraram que, plantas de ervilha
submetidas a concentragdes variadas de PbCl, apresentaram marcada
reducao na atividade da RubisCO mesmo nas menores doses aplicadas de
chumbo e aumento de 10% na concentracéo intercelular de CO,. Convém
salientar, que embora a fotossintese seja um dos processos mais sensiveis ao
estresse provocado por chumbo, os efeitos desse metal sobre as
transformagbes de energia que ocorrem nas plantas ainda nao estédo
completamente elucidados (XIAO et al., 2008). Igualmente, deve-se chamar
atencdo, que a inibicdo exercida por metais (Pb e Cd) a varias enzimas resulta
da interacdo dos ions metalicos com grupos sulfidrila (-SH) presentes na
estrutura dessas moléculas (SEREGIN e IVANOV 2001). Nesse contexto, o
blogueio dos grupos —SH, inibe a atividade das enzimas além de afetar sua
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estrutura terciaria (SHARMA; DUBEY, 2005). Assim, enzimas poderiam ser
afetadas e em particular as do Ciclo de Calvin.

No tocante ao estresse oxidativo, sabe-se que metais téxicos
promovem a geragao de EROs, desencadeando o aumento da atividade das
enzimas antioxidantes (SHARMA; DUBEY, 2005). Contudo, tal efeito ndo pode
ser generalizado e depende da enzima antioxidante, objeto de estudo, da
planta, do tecido, do metal testado etc (PALMA; GUPTA; CORPAS, 2013).
Sabe-se, que o Pb pode tanto aumentar como diminuir a atividade das enzimas
antioxidantes. De um modo geral, nossos resultados revelaram um aumento
das enzimas Catalase (CAT), Ascorbato Peroxidase (APX) e Superéxido
dismutase (SOD) no cultivar SET, independente do tecido, isto €, raiz e folha,
em relagcao aos seus respectivos controles. Ja o cultivar SV mostrou a mesma
tendéncia de aumento dessas atividades, em presenga de EDTA-Pb 0,5 mM,
com excegado da CAT, em raizes, e da SOD, em folhas, onde observou-se
semelhanga e diminuicdo nas respectivas atividades em relagdo aos seus
controles (Figura 21).

A CAT é uma metaloenzima e constitui a principal enzima
antioxidante responsavel pela eliminacdo de peréxido de hidrogénio (H20,)
catalisando sua decomposicdo em agua (H>O) e oxigénio (O2) (PANCHUK;
ZENTGRAF; VOLKOV, 2005). Apesar das raizes de SV apresentarem maior
teor de Pb?* quando comparadas as folhas (Figura 15A e C) constatou-se que
o Pb ndo afetou a atividade da CAT nas suas raizes. Dentre as enzimas
antioxidantes estudadas a CAT aparentemente é a que apresenta maior
atividade. Pode-se sugerir que a atividade da CAT nas raizes de SV apresenta-
se em um patamar de atividade suficiente para proteger a raiz contra o efeito
do EDTA-Pb 0,5 mM, nédo induzindo um aumento da atividade da mesma. Shu
et al. (2012) usando folhas de plantulas de pinhdo-manso, como modelo
experimental, mostraram aumento de atividade da CAT, em baixas
concentragbes de Pb, alcangcando valor maximo numa concentracdo de 3,0
mM, seguida de inibicdo a 4 mM. Wang et al. (2010) observaram também que a
atividade da CAT nas raizes decaiu drasticamente em plantas de Vicia faba
quando tratadas com elevadas doses de Pb. Nesse contexto, Lamhamdi et al.

(2011) observaram aumento da atividade da CAT nas raizes de plantas de
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trigo tratadas com Pb até a concentracdo de 1,5 mM, e posterior inibicdo a
3mM.

Ja em Arabidopsis a atividade da CAT em folhas é maior do que em
raizes e sementes em resposta a producdao de EROs basal (MHAMDI;
NOCTOR; BAKER, 2012). Por outro lado, em presenca de Pb(NO3),, Redy et
al. (2005) observaram que a atividade da CAT foi aumentada tanto nas raizes
como nas folhas das leguminosas Macrotyloma uniflorum e Cicer arietinum, o
que concorda também com os resultados encontrados em SET. Esses
resultados foram também confirmados por Gupta et al. (2009) ao investigarem
o efeito do Pb em plantas de milho. Igualmente, a parte aérea de Hibiscus
esculentus apresentou incremento da atividade na atividade da CAT quando as
plantas foram submetidas a diferentes concentragdes de Pb(NOs). (YOUSSEF;
AZOOZ, 2013). Entretanto evidéncias contrarias foram observadas em plantas
de arroz sob estresse com chumbo onde a atividade da CAT decaiu nas raizes
e na parte aérea foi marcadamente inibida a concentragdes de 1 mM (VERMA;
DUBEY, 2003).

A APX é também uma enzima com elevada afinidade para o
peroxido de hidrogénio (H20,). Desse modo, a APX é considerada uma das
enzimas antioxidantes mais importantes, pois desempenha um papel central e
fundamental ao dar continuidade ao processo de eliminagdo de EROs, vez que
é capaz degradar o H>O,, em agua e oxigénio com maior eficiéncia que outras
enzimas como a CAT. Portanto o aumento da atividade da APX €& um
importante fator a ser considerado para resisténcia ao acumulo de EROs
causados por estresses abidticos (GILL; TUTEJA, 2010). Alguns autores
reportam que plantas submetidas ao estresse com Pb apresentam aumento da
atividade da APX em resposta ao aumento da concentragdo desse metal, que
consequentemente promove a produgdo de EROs (MALAR et al.,, 2014;
SHARMA; DUBEY, 2005; WANG et al., 2010). No presente estudo a atividade
da APX foi aumentada nas raizes e folhas dos cultivares de Vigna unguiculata
(SV e SET) (Figura 21C e D). E importante comentar que os maiores valores
de atividade da APX foram obtidos nos tecidos com maior teor de Pb, isto € nas
raizes de SV e nas folhas de SET. Contudo, comparando-se a atividade da
enzima nos diferentes tecidos (raiz e folha), constatou-se que a atividade da

APX foi maior nas raizes de ambos cultivares. De modo semelhante, Kumar et
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al. (2013) observaram que a atividade da APX aumentou nas raizes da
herbacea Talinum triangulare ap6s 7 dias de estresse Pb(NO3). em diferentes
concentragdes, alcangcando seu maior valor na concentragao de 0,5 mM. Em
apoio a essa ideia, Mishra et al. (2006) verificaram, que a atividade da APX
aumentou nas plantas de Ceratophyllum demerssum submetidas a variadas
concentracdes de chumbo. Entretanto, nas concentragcbes mais elevadas (50 e
100 pM) a atividade da enzima declinou. Os autores concluiram que tal
decaimento pode ser resultante do acimulo do metal na planta. O aumento da
atividade da APX geralmente pode ser considerado como um mecanismo
adaptativo, sendo uma resposta da planta ao aumento de EROs proveniente da
exposicao ao chumbo. O aumento da atividade dessa enzima determina o
consumo efetivo do peroxido de hidrogénio conferindo assim protegéo para a
planta contra o estresse oxidativo desencadeado pelo metal pesado (MALAR et
al.,2014). Yang et al. (2011) observaram o aumento da atividade da APX em
cultivares de trigo submetidos a diferentes tratamentos com chumbo, indicando
que tal enzima exerce papel relevante no controle de EROs induzidas pela
presenca desse metal. Resultados similares foram observados nas folhas de
Vicia faba submetidas a tempos variados de exposicdo ao chumbo na presenca
ou auséncia de quelantes. Contudo, na presenca de EDTA a atividade de tal
enzima diminuiu (SHAHID et al., 2014).

Baseado nos resultados da presente pesquisa pode-se dizer que o
chumbo induziu a atividade da APX, em SV e SET, indicando que tal enzima
tem papel relevante em Vigna unguiculata no processo de detoxificagcdo de
EROs induzidas por esse metal. Os cultivares aqui estudados foram capazes
de responder ao estresse provocado pelo Pb sem comprometer o
funcionamento da enzima mesmo nos tecidos onde a concentracdo do metal foi
mais elevada.

A ativacdo de enzimas antioxidantes é um dos mais eficientes
mecanismos para proteger as células vegetais dos efeitos deletérios
provocados pelo excesso de EROs. Dentre estas, a SOD € uma enzima chave
integrante do sistema de defesa antioxidante dos vegetais contra as EROs
induzidas pelo Pb (MISHRA et al., 2006). Diferentes isoformas de SOD atuam

em diversos locais na célula, como cloroplastos, mitocdndrias, peroxissomos e
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citoplasma. Essa enzima catalisa a dismutacdo do radical superéxido (O27), em
oxigénio (Oz) e perdxido de hidrogénio (H20O2) (GILL; TUTEJA, 2010).

De acordo com Zhang et al. (2007) o aumento da atividade das
enzimas antioxidantes esta relacionado com a tolerdncia ao estresse
provocado por metais pesados. Tem sido amplamente mostrado que
concentragdes variadas de Pbinduzem a producao de EROs desencadeando o
aumento da atividade da SOD. (GAO et al., 2015; GUPTA et al., 2009; HU et
al., 2012; KAUR et al., 2011; LAMHAMDI, et al., 2011; LIU et al., 2009;
MALECKA et al., 2014; ROSSATO et al., 2012; VERMA, DUBEY, 2003; WANG
etal., 2010; WU et al., 2012).

Nossos resultados revelaram que o Pb induziu o aumento da
atividade da SOD nos cultivares de Vigna unguiculata. O aumento de tal
atividade é resultante do aumento da concentracdo do radical superéxido
(MISHRA et al., 2006). A atividade da SOD nas raizes de SV foi maior do que a
observada nas raizes de SET (Figura 21E ). Tal resultado é pertinente vez que
as raizes desse cultivar apresentaram maior teor de Pb®*. Em contrapartida,
nas folhas a atividade da SOD foi maior em SET que por sua vez apresentou
nesse 6rgdo maior teor de Pb®". Esses resultados, tal como observado para a
APX revelaram que o estresse provocado pelo chumbo ndo comprometeu o
funcionamento da SOD, considerada a primeira linha de defesa contra EROs.
Semelhante ao observado nessa pesquisa plantas de Vallisneria natans
apresentaram notaveis incrementos da atividade da SOD ap6s 1 e 2 dias de
exposicao a 75 UM de Pb. Por outro lado, apds quatro dias de exposi¢do ao
metal a atividade da enzima foi reduzida (WANG et al., 2012). J4, em plantas
de trigo sob estresse com Pb(NOs), a atividade da SOD elevou-se
significativamente de modo proporcional ao acréscimo do teor de Pb (YANG et
al., 2011). Do mesmo modo, em plantas de pepino submetidas a diferentes
tratamentos de chumbo a atividade da SOD mostrou-se elevada em todas as
concentragbes (GONCALVES et al., 2009). No presente estudo, a atividade da
SOD foi mais elevada nos tecidos com maior teor de Pb®" revelando que a
presenca do Pb determina a formacdo em excesso de EROs desse modo o
aumento da atividade da SOD foi relevante no sentido de combater os efeitos
adversos ocasionados pelas EROs. Para Alscher, Erturk e Heath (2002) é
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crucial que a SOD remova o anion superdxido, uma vez que as membranas
fosfolipidicas sdo impermeaveis a passagem dessa molécula.

No presente estudo pode-se inferir, portanto que o aumento da
atividade das enzimas antioxidantes CAT, APX e SOD nos cultivares de Vigna
unguiculata submetidas ao tratamento com EDTA-Pb 0,5 mM tém um
importante papel e representa um mecanismo de defesa contra o estresse
oxidativo gerado pelo metal Pb. O mecanismo de consumo de EROs provoca o
decaimento dos danos oxidativos e aumenta a resisténcia a metais. A producao
de EROs influencia a expressao de muitos genes responsaveis pela resposta
genética ao estresse. Além disso, sabe-se que o Pb é responsavel por causar
alteracdes no perfil de expressao das enzimas antioxidantes por aumentar ou,
até mesmo, inibir a sintese delas. (GILL; TUTEJA, 2010).

Para compreender melhor como o Pb interfere no funcionamento
das enzimas CAT, APX e SOD o estudo da expresséo relativa dos genes das
respectivas enzimas também foi realizado.

Nas raizes de SV os genes VUCAT 1 e 2 apresentaram expressao
relativa aumentada. Contudo, a expressao relativa obtida para VuCAT 2 foi o
dobro da registrada para VuCAT 1 (Figuras 25A e B). Entretanto o aumento da
expressdao génica de VUCAT 2 nao foi acompanhado pelo aumento da
atividade da enzima, vez que nas raizes, essa atividade foi semelhante ao
controle. Isto reitera a hip6tese de substituicdo do metal essencial do sitio ativo
da enzima pelo ion Pb?*, culminando na inativagdo da atividade da mesma. E
importante salientar que o excesso de EROs pode também ter provocado a
inibicdo da atividade enzimatica. Outra suposi¢céo para que a atividade da CAT
ndo tenha sido aumentada nas raizes de SV, mesmo quando a expressao de
transcritos foi elevada, € que esse metal tenha provocado mudangas no arranjo
estrutural das subunidades da CAT (SHU et al., 2012). Esses resultados estéao
de acordo com os obtidos para Arabidopsis thaliana onde o gene CAT2
apresentou maior expressao nas folhas sendo o determinante para a maior
atividade da CAT nesse orgdao (MHAMDI; NOCTOR; BAKER, 2012). Esses
autores explicam que CAT 2 apresentou o mesmo perfil de expressao que
genes envolvidos no processo fotossintético, sugerindo que CAT 2
possivelmente esteja relacionado com o estresse oxidativo gerado pelo
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processos de fotorespiracdo. Isto explica o aumento da atividade e da
expressao génica de VUCAT 2 nas folhas de SV que apresentaram menores
teores de Pb?". E importante salientar que VuCAT 1 foi inibido nas folhas desse
cultivar reiterando o relevante papel de VUCAT 2 no controle do estresse
oxidativo nesse tecido.

Ao contrario, em SET os genes VUCAT 1 e 2 apresentaram sua
expressao relativa diminuida nas raizes e aumentada nas folhas desse cultivar.
Tal resultado esta de acordo com o baixo teor de Pb®" detectado nas raizes e
com o maior teor de Pb** registrado nas folhas de SET, mostrando que nesse
cultivar o estresse oxidativo desencadeado pelo metal nas folhas desse cultivar
foi regulado pelo aumento da atividade da CATe da expressao de VUCAT 1e 2.
Convem salientar que nas folhas de SET VuCAT 1 apresentou maior
expressdao que VUCAT 2. Do mesmo modo, plantas de Suaeda salsa que
submetidas ao tratamento com Pb(NO3). também apresentaram aumento da
expressao dos genes da CAT (WU et al., 2013).

No tocante ao perfil de expressdo da familia multigénica da APX
nossos resultados mostraram o aumento da expressao relativa de todos os
genes da APX nas raizes de SV que também apresentaram maior atividade
enzimatica revelando o importante papel dessa enzima no combate ao excesso
de H>O, induzido pelo Pb nesse tecido. Desse modo, podemos dizer que SV
tem maior capacidade para responder aos efeitos tdéxicos do Pb nas raizes, vez
que mesmo apresentando maior teor de Pb®* nesse tecido, todos os genes da
APX foram expressos o que determinou uma maior atividade enzimatica. Nas
raizes de SV o gene VUWAPX 2 apresentou expressao relativa 1,5 vezes
superior aos demais, com excecdo de VUAPX 3 que foi 2,5 vezes menos
expresso que VUAPX 2 (Figura 26A).

Nas folhas de SV os valores de expressao relativa foram menores
do que os obtidos nas raizes, corroborando com os baixos valores de atividade
enzimatica detectados nesse tecido. Contudo, enquanto nas raizes os genes
VUAPX 2 e 4 tiveram sua expresséo induzida pelo chumbo nas folhas sua
expressao foi inibida. Convém salientar que o gene VUAPX 5 sb foi expresso
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nas folhas dos cultivares, representando o maior valor de expressao relativa

nas folhas de SV.

Ao contrario de SV nas raizes de SET o Pb inibiu os genes VUAPX
1, 2 e 3, tal resultado reitera os menores valores de atividade enzimatica da
APX detectados nas raizes de SET quando comparado a SV. Contudo a
atividade da enzima aumentou nas raizes de SET quando comparada ao
controle, revelando que nesse cultivar a expressao génica de VuAPX 4, 4’ e 6
foram responsaveis por esse aumento. Como mostrado na Figura 24D nas
folhas de SET o Pb inibiu a expressdo dos genes VUAPX 1, 4 e 5 . E
importante salientar que VUAPX 1 teve sua expressao inibida pelo Pb tanto nas
raizes quanto nas folhas de SET. Ao passo que VUAPX 2 e 3 foram inibidos
nas raizes mas ndao em folhas. Isso mostra que os genes responsaveis pela
expressao da APX nao sdo os mesmos das folhas.

Tanto em SV como em SET os genes VUAPX 4, 4’ e 6 foram
responsaveis pela expressao da APX nas raizes. Ao passo que nas folhas dos
cultivares o perfil de expressao génica foi distinto. Enquanto que nas folhas de
SV VUAPX 5 foi bem expresso nas folhas de SET tal gene foi inibido. Contudo
VuUAPX 3 e 6 foram expressos nas folhas de ambos cultivares, porém os
valores de expressao relativa de tais genes em SET foram o dobro do obtido
em SV o que possivelmente explica a maior atividade enzimatica detectada nas
folhas de SET.

Nossos dados de expressado génica da APX em Vigna unguiculata
mostraram resultados relacionados com os observados por Hu et al. (2014) em
dois cultivares da monocotiledénea Festuca arundinaceae submetidas ao
tratamento com chumbo. Do mesmo modo, Brunet et al. (2009) observaram o
aumento da expressao relativa de LsAPXc e LsAPXp nas raizes e folhas de
plantas de Lhatyrus sativus submetidas a 96h de tratamento com Pb. Li et al.
(2012) constataram consideravel aumento da expressao relativa de pAPX na
graminea Lolium perenne submetida a tratamento com Pb(NQO3)2 3,2 mM por
4h. Até o presente poucos estudos tratam da variacdo da expressao dos genes
da APX em plantas sob estresse com chumbo.
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Na presente pesquisa os dados de expressdo relativa da familia
multigénica da SOD também foram analisados (Figura 27). Convém salientar
que nas raizes de SV (Figura 15 A), tal como observado para as familias
multigénicas da CAT e APX, nenhum gene teve sua expressao inibida. Desse
modo, € factivel hipotetizar que o cultivar SV foi mais habil em combater os
danos oxidativos provocado pelo chumbo sendo mais resistente ao estresse
provocado por esse metal (GILL; TUTEJA, 2010). Além disso, a atividade
dessas enzimas com excec¢do da CAT, também foi maior nas raizes desse

cultivar do que o observado para SET.

Os genes VuFeSOD1, VuSODCu/Zn2 e VuSODMnN1 apresentaram
maiores valores de expressdo relativa nas raizes de SV sugerindo ter
importante papel na regulacdo da expressdo dessa enzima nesse tecido. E
importante dizer que o gene VuSODFe1 foi 34 vezes mais expresso no grupo
tratamento, revelando maior valor expressao dentre todos os genes analisados.

Nas folhas de SV os genes VuSODMni, VuSODCu/Zn3 e
VuSODFe1 apresentaram aumento de expressao, enquanto que 0S genes
VuSODCu/Zn1 e 2 e VuSODFe2 apresentaram reducao na expressao relativa.
Ja os genes VuSODFe3 e VuSODCu/Chap1 permaneceram inalterados.

Em SET (Figura 27 C), com excec¢ao dos genes VuSOD Cu/zZn 1e 2
e VuSOD Mn 1 que foram inibidos pelo Pb todos os outros apresentaram
expressao relativa aumentada. A SOD Mn presente nas mitocéndrias sédo
consideradas uma das mais importantes isoformas de SOD por serem
essenciais a sobrevivéncia dos organismos aerdbicos e proteger as
mitocdndrias contra as EROs (FERNANDEZ-OCANA et al., 2011). Um dos
efeitos causados pelo Pb em plantas é o aumento da demanda de ATP para
tentar suprir a alta demanda energética exigida para combater os efeitos
toxicos desse metal (POURRUT et al.,, 2011). Um estudo com ervilhas
submetidas a tratamento com Pb revelou consideravel aumento da atividade da
SODMn nas raizes desse vegetal (MALECKA; JARMUSZKIEWICZ;
TOMASZEWSKA, 2001). Esse aumento de expressao é observado em raizes e
folnas de SV, estando a VuSODMn1 entre os trés genes mais expressos
nesses tecidos. Ja para as raizes de SET, a reducdo na expresséo relativa da
VuSODMn1 podera revelar maior vulnerabilidade desse cultivar ao estresse
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causado pelo chumbo. Para Alscher, Erturk e Heath (2002) o aumento da
expressao de SODs podera levar a protecao contra estresses especificos.

Por outro lado, nas folhas de SET (Figura 15 D) todos os genes da
SOD mostraram aumento de expressao, contudo os valores de expressao

relativa foram inferiores aos detectados nas raizes.

Andlise do perfil de expressdo génica nos cultivares de Vigna
unguiculata esta de acordo com os dados de atividade enzimatica obtidos para
a SOD. Portanto, o decréscimo observado na atividade da SOD nas raizes de
SET quando comparado a SV esta relacionado com a reducédo da expressao
relativa de alguns genes (VuSOD Cu/Zn 1 e 2 e VuSOD Mn) nas raizes desse
cultivar. O mesmo fato também pode ser observado nas folhas dos cultivares
estudados, onde SV mostrou reducao da expressao relativa dos genes VuSOD
Cu/Zn 1 e 2 e VuSODFe2 e também menor atividade enzimatica da SOD nas
folhas quando comparado a SET.

Convém salientar que os genes VuSODFe1 e VuSODCu/Zn3 foram
expressos em ambos cultivares tanto em raizes com em folhas, revelando
exercer importante papel no sistema de defesa antioxidante de Vigna
unguiculata.

Nossos resultados estdo de acordo com os observados por Liu et al.
(2009) em plantas de Arabidopsis thaliana submetidas a diferentes
concentragbes de chumbo que apresentaram aumento da expressao relativa
de quatro isoformas de SOD. Sugerindo que o Pb é capaz de ativar o sistema
de defesa antioxidante dos vegetais (MALECKA; JARMUSZKIEWICZ;
TOMASZEWSKA, 2001). Do mesmo modo Malecka et al. (2014) também
observaram aumento da atividade enzimatica da SOD e da expressao relativa
das isoformas SOD Cu/Zn e SOD Mn em raizes de ervilha submetidas ao
tratamento com diferentes metais incluindo o Pb. Para Sharma et al. (2012)
plantas que expressam diferentes isoformas de SOD sao frequentemente mais
resistentes aos estresses abidticos, vez que esta enzima tem um papel central
na defesa antioxidante dos vegetais. Em apoio a essa ideia, Li et al. (2012)
evidenciaram o aumento da expressao génica de trés isoformas de SOD,
CytSOD Cu/Zn, ChISOD Cu/Zn e Mn SOD na graminea Lolium perenne
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submetida a concentracdes distintas de chumbo (3,2 e 0,5 mM Pb(NO3),). Hu
et al. (2014) evidenciaram aumento da atividade da SOD e da expressao de
CytSOD Cu/Zn no cultivar Silverado da graminea Festuca arundinaceae o qual
revelou elevada tolerancia ao Pb.

Pode-se inferir, portanto que o Pb induziu estresse oxidativo que foi
regulado pelo aumento da expressao génica das enzimas antioxidantes CAT,
APX e SOD. Reiterando a hipétese de que o Pb induz a formacdo de EROs
toxicas (POURRUT et al., 2008). Sabe-se que a tolerancia ao Pb depende da
habilidade da planta em manter o equilibrio entre a produg¢do e o consumo de
EROs, baseado na capacidade de defesa de seu sistema antioxidante (HU et
al.,, 2014). Assim pode-se afirmar que os cultivares de Vigna unguiculata
aumentaram a atividade das enzimas antioxidantes sendo capazes de
combater o excesso de EROs provocado pelo Pb.

Além de induzir a formagdo de EROs, sabe-se que o Pb é
responsavel por causar diversas alteracbes na morfologia de raizes, como
alteragdo do tamanho das células do floema e xilema e deformacgao das células
da zona cortical (KAUR et al., 2014). Nesse sentido, procedeu-se uma analise
morfoldgica e anatbmica comparativa das raizes e folhas dos cultivares de
Vigna unguiculata submetidos ou ndo a EDTA-Pb 0,5 mM.

A analise ultraestrutural da superficie das raizes ndao mostrou
nenhum efeito toxico do chumbo especialmente nas células que compdem o
cilindro central (xilema e floema) mesmo SV apresentando maior teor de Pb?*
nas raizes. De forma semelhante as raizes de SET ndo mostraram nenhuma
alteracédo ultraestrutural induzida pelo chumbo (Figuras 28). Contudo, a analise
morfoldgica das raizes dos cultivares revelou sintomas de toxidade provocadas
pelo metal pesado, como redugdo do tamanho, aparéncia escura, rigida e
quebradica (Figuras 29 A, B, C e D) (ALKHATIB et al.,, 2011; SHARMA;
DUBEY, 2005) . Evidéncias contrarias foram obtidas por Kaur et al.(2014) em
plantas de trigo tratadas com diferentes concentracbes de chumbo, onde
consideraveis alteragcdes morfoldgicas e anatdbmicas foram observadas como
distor¢cao das células que integram o parénquima cortical das raizes, perda da
uniformidade do periciclo e da endoderme.
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Ao contrario do observado nas raizes, os cultivares apresentaram
diferencas em suas superficies foliares. Nas folhas de SV submetidas ao
estresse com EDTA-Pb 0,5 mM foi possivel observar grande quantidade de
cera em relacao ao grupo controle e em relacdo as plantas de SET tratadas
com chumbo. J& em SET grupo controle e tratamento ndo apresentaram
diferencas com relacao a distribuicdo de ceras na superficie foliar (Figuras 30).
As ceras sdao compostas de lipideos que formam um filme protetor sobre a
cuticula, reduzindo a perda de agua nao estomatica. Além disso, as ceras
evitam a deposicao de poeira e poluentes atmosféricos sobre a superficie foliar
e constituem protecdo contra patdégenos, estando relacionadas com a
resisténcia a diferentes tipos de estresse ambientais (BRUNET, 2009; KUNST;
SAMUELS, 2003). Desse modo, a maior distribuicdo de ceras na superficie
foliar de SV sugere maior resisténcia ao estresse provocado pelo Pb, numa
tentativa de diminuir a perda de agua que naturalmente ocorre atraves da
superficie foliar. Ademais, as plantas de SV aparentemente reduziram o
numero de estdmatos da epiderme foliar corroborando com essa hipétese.

Resultados similares foram obtidos por Brunet (2009) em plantas de
Lathyrus sativus submetidas a diferentes concentracées de EDTA-Pb, onde um

dos cultivares estudados “Bangladesh” apresentou maior teor de ceras.

Outros trabalhos mostram que o chumbo provoca alteragdes na
anatomia e morfologia das plantas, ALKHATIB et al. (2011) observaram em
plantas de tabaco submetidas a estresse com Pb(NOs)> 0,5 mM que o metal
induziu ao fechamento do estdmatos. No presente estudo os estdmatos
aparentemente diminuiram em SV e aumentaram em SET, especialmente nas
plantas submetidas ao tratamento com Pb. Tal aspecto parece relacionar-se
com a maior resisténcia observada em SV diante do estresse chumbo.

Contudo, mais estudos sao necessarios para comprovar tal afirmagéo.

Apesar de poucos, alguns trabalhos reportam as alteracdes
anatémicas provocadas pelo chumbo em plantas (ALVES et al., 2014; KAUR,
et al.,2013; MOREK; WIERZBICKA, 2004; ZHAO; YE; ZHENG, 2011; ZHENG
et al., 2012).
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Com o desenvolvimento da industria a concentragdo de metais
toxicos no solo vem aumentando aceleradamente. O Pb ndo sendo um
nutriente essencial para 0s vegetais tornou-se um dos poluentes mais
perigosos, uma vez que sua entrada e permanéncia na cadeia alimentar causa
grandes impactos a saude humana (SHU et al, 2012). Como supracitados
muitos estudos tratam sobre os efeitos do Pb no desenvolvimento dos vegetais.
Contudo, apenas as espécies Noccaea rotundifolium e N. caerulescens foram
até hoje relatadas como hiperacumuladoras de Pb (BAKER; REEVES; HAJAR,
1994; REEVES; BROOKS, 1983; SHIMWELL; LAURIE, 1972; ZAIER, et al.,
2014). Desse modo, mais pesquisas sao necessarias para elucidar os
mecanismos bioquimicos e moleculares envolvidos na absorcdo de Pb pelas
plantas, uma vez que estas através da fitorremediagdo podem tornar o solo
adequado ao cultivo.
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7 CONCLUSAO

O estresse induzido por metais tdéxicos em plantas bem como o
potencial das plantas em fitorremediar o solo ainda sdo dados pouco
elucidados. Os cultivares Sempre Verde (SV) e Setentdo (SET) de Vigna
unguiculata acumulam Pb nas raizes e nas folhas, respectivamente.

Os efeitos do Pb foram avaliados nos cultivares de Vigna
unguiculata L. Walp, SV (Sempre verde) e SET (Setentdo), no tocante aos
parametros fisiol6gicos, bioquimicos e das enzimas antioxidantes (CAT, APX e
SOD).

Os cultivares acumularam principalmente nas raizes (SV) e nas
folhas (SET). Os parametros fisiologicos (massa seca, area foliar, eficiéncia
quantica do PSII, taxa de transporte de elétrons do PSII, taxa fotossintética
liquida, condutancia estomatica, transpiragcdo e concentracao intercelular de
CO,) apresentaram parcialmente o0 mesmo perfil.

A atividade das enzimas antioxidantes CAT, APX e SOD nas raizes
e nas folhas de ambos cultivares, em geral, aumentou em presenca de
chumbo.

Com relacdo a expressdo @énica, SV revelou aumento de
expressao para todas as enzimas avaliadas em raizes, enquanto que SET
mostrou reducéo da expressao de VUAPX1, VuAPX4’ e VuAPX5 nas folhas.

A avaliagdo microscopica revelou distribuicao diferencial das ceras
nas folhas desses cultivares sendo encontrada maior produgéo nas folhas de
Sv.

Os cultivares de Vigna unguiculata (SV e SET) exibiram perfil
diferencial nas respostas avaliadas em presenca de chumbo. Sugere-se uma
regulacdo distinta concernente a protecdo contra danos oxidativos e
aparentemente maior tolerancia do cultivar SV. Contudo, nenhum dos
cultivares revelou potencial para a fitorremediagéo.
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