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RESUMO

O chumbo (Pb) é um metal pesado de significante abundéncia no dia a dia do homem,
mas seu manejo inapropriado tem acarretado sua liberacdo no meio ambiente, fazendo
com que se acumule nos ecossistemas e termine afetando a saide do homem e vegetais
de forma generalizada. No Brasil e na Regido Nordeste hd casos de contaminacdo de
areas por este metal, o que evidencia a busca por solugdes para sua remogao e possivel
reutilizagdo. O milho (Zea mays L.) é uma cultura herbicea anual com grande
importancia para o Brasil, especialmente para o Nordeste, onde representa o maior
consumo no pais. Os mecanismos de a¢do do chumbo nesta planta ainda se encontram
pouco elucidados. O objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos bioquimicos e
fisiolégicos do chumbo sobre dois genétipos de milho, BRS — 5033 e BRS — 5011. As
sementes foram germinadas em vermiculita sendo diariamente irrigadas com dgua, por 7
dias. Posteriormente, as plantulas germinadas foram transferidas para a solu¢do nutritiva
de Hoagland e transportadas para casa de vegetacdo. Apds 7 dias de hidroponia, aplicou
— se uma solucdao de 0,5 mM de EDTA — Pb em alguns grupos. Avaliou — se a
concentracdo de chumbo, os fatores de translocacdo e bioconcentracdo de Pb, teores de
célcio e zinco em raizes caules e folhas, e parametros fisiologicos em 7 e em 14 dias,
mostrando perfis diferenciais em cada gendtipo. Nao houve diferenca entre os fatores
dos gendtipos. O Pb também inibiu a massa seca e a area foliar de ambos os gendtipos,
com distintos valores para raizes, colmos e folhas, quando comparados a seus controles.
A eficiéncia do fotossistema II, a taxa de transporte de elétrons do PSII, a fotossintese
liquida, a transpiracdo e a condutancia estomdtica dos dois genétipos foi inibida por Pb
quanto a seus controles, ao passo que a concentragdo intercelular de CO, aumentou com
14 dias. As atividades enzimdticas antioxidantes em ambos os gendtipos mostraram
resultados distintos entre raizes e folhas. Assim, pode — se observar que os dois
gendtipos foram significantemente inibidos por chumbo, e por seus valores de TF e

BCF podem ndo ser adequados para a fitorremediacao.

Palavras — chave: Chumbo; Zea mays L; ICP-OES; IRGA; Enzimas Antioxidantes.



ABSTRACT

Lead (Pb) is a heavy metal with significant abundance in everyday life, but its
inappropriate handling has caused its release into the environment, making it
accumulate in ecosystems and ending up affecting human and plants health. There are
reported cases of lead contamination of areas in Brazil and in the Northeastern Region,
what highlights the importance of the search for solutions for its removal and possible
reutilization. Maize (Zea mays L.) is an anual herbaceous crop with great economic
importance to Brazil, especially for the Northeastern Region, where its greatest
consumption is found. The mechanisms of action of the metal on this plant are not very
clear yet. The goal of this work was to analyze the biochemical and physiological
effects of Pb on two maize genotypes, BRS — 5033 e BRS — 5011. The seeds were sown
in vermiculite, being daily watered for 7 days. Later, the seedlings were transferred to a
Hoagland nutrient solution and taken to a greenhouse. 7 days after hidropony, a 0.5 mM
solution of EDTA — Pb was applied in some groups. The lead content, the translocation
and bioconcentration factors, other ions contents and physiological parameters in 7 and
14 dias in roots, shoots and leaves showed differential profiles in each gendtipo. It was
not observed any differences among the factors of the genotypes. Lead also inhibited the
dry mass and the foliar areas of both genotypes, with distinct values for their parts when
compared to their control groups. The eficiency of the photosystem II, the electron
transfer rate of PSII, the net photosynthesis, the transpiration and the stomatal
conductance were inhibited in both gendtipos by Pb. The antioxidant activities in both
genotypes showed differential results between roots and leaves. Thus, it can be inferred
that both genotypes were significantly inhibited by lead, and for their factor values were

low they might not be suitable for phytoremediation.

Keywords: Lead; Zea mays L.; ICP-OES; IRGA; Antioxidant Enzymes.
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INTRODUCAO

O chumbo (Pb) é um metal pesado proveniente de residuos industriais ,
aditivos de combustiveis, agrotéxicos, descarte indevido de baterias automobilisticas
dentre outras fontes e ao ser liberado no meio ambiente torna-se gradativamente
acumulado. Além de particulas que contaminam a atmosfera, esse metal pode ser
acumulado no solo e nas dguas. Na agricultura, o chumbo proveniente de agrotdxicos
pode também ser levado por dguas das chuvas que ao serem carreadas no solo ampliam
a contaminagdo, acarretando aumento gradativo da toxicidade levando a perda de
plantacdes e/ou a plantacdes contaminadas dentre outros efeitos. Ademais, a crescente
urbanizagdo aliada a falta de tratamento adequado em esgotos pode levar a impactos

significativos nos rios € nos solos.

No homem, o Pb afeta vérios 6rgdos e sistemas, sendo que as alteracdes
subcelulares e os efeitos neuroldgicos sobre o desenvolvimento parecem ser os mais
criticos, podendo levar até a morte. Em plantas, os efeitos do Pb variam desde a inibi¢ao
da germinagdo, em determinadas espécies, a inibicdo do crescimento e dos processos

de transpiracdo e fotossintese.

A contaminagdo 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 Unidio Européia.
(CHEN et al., 2014; GOLEKAR; PATIL; BARIDE, 2013; JENNINGS, 2013; US EPA,
2013)

No Brasil, ja em 2004, um levantamento realizado pelo Ministério da Saude,
identificou 703 &reas contaminadas principalmente com chumbo, cddmio e mercurio
(BRASIL, 2004; BRASIL, 2007). Os estudos relacionados com a toxicidade do Pb em
plantas € limitado e em decorréncia da diversidade das espécies vegetais estudadas ha
diversidade também nos resultados publicados (HU et al., 2012; HUSSAIN et al.,
2013). Os mecanismos de defesa das plantas em relacdo aos metais pesados,

particularmente o Pb, ainda ndo estao completamente elucidados.

O milho é uma planta anual, cultivada mundialmente, tendo como maiores
produtores os Estados Unidos, a China e o Brasil. O milho € usado ndo s6 no setor

alimenticio, mas também em aplicagdes biotecnoldgicas. Considerando a importancia



da cultura do milho e a ameaca de solos contaminados com Pb mundialmente, faz-se

necessdrio avaliar o efeito toxico do Pb nesse vegetal.

2. FUNDAMENTA(;AO TEORICA
2.1 — O Chumbo

O chumbo é um elemento quimico representado com as letras Pb em virtude
do seu nome em latim ser Plumbum (Lenntech, 1998; RSC, 2011). Consiste de um
metal representativo do grupo 14 e 6° periodo da tabela periddica. Seu ndimero atdmico
€ 82, sua massa atdmica média € 207,2 g/mol e sua densidade 11.34 g/cm3 a 20° C.
Apresenta coloragdo branco-azulada tornando-se acinzentada quando exposto ao ar
atmosférico. E altamente maledvel, macio e mau condutor de eletricidade, porém
bastante resistente a corrosdo. Apresenta geralmente nimeros de oxidacdo de valores +2

ou +4 em seus compostos.

A utilizacdo do Pb data do século I a.C. e esta relacionada com a civilizacio
do Império Romano por explorar extensivamente os depositos de Pb devido sua facil
extracdo e ductilidade. Na Roma Antiga, era extensivamente utilizado, seja em sistemas
de esgoto, utensilios domésticos ou até como adocante de vinhos de ma qualidade, num
processo chamado sapa (do latim sapio, sabor). A preparacdo dessa bebida (sapa)
consistia no leve aquecimento do vinho em recipientes de chumbo, o qual reagia com
acido acético, componente do vinho, gerando acetato de chumbo (PbAc,), conhecido
como “o ag¢ucar do chumbo” (RIVA et al., 2012). Entretanto, devido aos efeitos danosos
provocados pelo Pb tal prética foi posteriormente abandonada (Século XVII). Apesar do
médico alemdo Ulrich Ellenbog (1440 — 1499) em 1473 ter adotado medidas
preventivas contra os maleficios do Pb, particularmente para os mineradores, durante
o Renascimento Cultural o chumbo ainda era utilizado em tintas usadas em obras de
arte, como nas telas dos famosos pintores Rembrandt (1606 — 1669) e Francisco Goya
(1746-1828), cujas mortes podem ter sido devido ao envenenamento com esse metal.
(FRIEDMAN et al., 2007; RIVA et al., 2012). J4 no século XIX, em plena Revolu¢do
Industrial, continuava-se a usar metais em sistemas de produgdo, acarretando um
aumento do nuimero de operdrios envenenados. Dai, surgiu o maior interesse dos

médicos pelo assunto e o médico francés Louis Tanquerel des Planches (1810-1862)



escreveu um tratado intitulado: “ Traité des maladies de plomb ou saturnines “ onde

detalhava sintomas da intoxica¢do crénica por Pb (PEARCE, 2007; RIVA et al., 2012).

A despeito dos beneficios do uso de Pb na histéria da humanidade , sabe-se
que esse metal ndo possui nenhuma funcdo bioldgica conhecida em seres vivos
(MAESTRI et al.,, 2010). Hoje, o Pb € reconhecido como elemento de grande
preocupacdo por diversas instituicoes de regulamentacdo envolvendo registro,

avaliacdo, autorizacao e restri¢do para uso de elementos quimicos.

O Pb € considerado a segunda substincia mais toxica na natureza, seguida
do arsénio, com base na frequéncia de sua toxicidade, ocorréncia e potencial para a
exposicdo humana (ATSDR, 2003). As principais fontes de chumbo sdo baterias acidas
de automoveis, efluentes de baterias, residuos industriais, na mineracao e smelting de
galenas (minérios de chumbo), na agropecudria como agrotoxicos e como aditivos de

combustiveis (SHARMA ; DUBEY, 2005).

A contaminacdo por chumbo é um problema de alcance mundial. Golekar,
Patil e Baride (2013) relatam a contaminagdo de dguas subterraneas, em duas regides
urbanas, por metais pesados, dentre eles o chumbo, decorrente do despejo inadequado
de residuos liquidos de atividades agricolas e do uso de combustiveis fosseis. Segundo
Jennings (2013) o valor de referéncia RGV (Valor guia regulatério) especifica a
quantidade maxima que um poluente pode estar presente no solo sem acionar uma
resposta regulatoria. Contudo, embora as jurisdigdes concordem quanto aos poluentes
que devem ser regulamentados, esses valores raramente concordam no tocante aos
valores de suas magnitudes. O Pb é o elemento que apresenta maior nimero de RGVs
(409), somente nos Estados Unidos, o que revela o grau de importancia desse poluente.
Chen et al (2014) avaliaram a concentragdo de metais pesados (chumbo, cddmio e
cromo) em plantas cultivadas em uma regido da China onde ha intensa producdo de
baterias 4cidas de chumbo e constataram uma intensa acumulagdo de chumbo em

vegetais folhosos, como Brassica chinensis L, espinafre e repolho.

No Brasil, foram identificadas 703 areas cuja populacao foi exposta a solos
contaminados (BRASIL, 2004). Dentre os poluentes mais comuns, os metais pesados
representam 11,3% dessas dreas, principalmente chumbo, cromo e mercirio (BRASIL,
2007). No Estado de Sdo Paulo, a Regidao dos Lagos de Santa Gertrudes é uma das areas

contaminadas por metais pesados, uma consequéncia do manejo e descarte inadequado



de residuos liquidos e sélidos de industrias de revestimentos ceramicos. Tal pratica
acarreta o comprometimento da qualidade da 4dgua do manancial responsavel pelo
abastecimento de sete municipios do interior paulista e de mais de 650 mil habitantes
(OLIVEIRA; MORITA, 2008). Em Santo Amaro, na Bahia, pessoas que vivem
préoximas a um local de fusd@o de chumbo, que processa principalmente galena (PbS),
tétm sido afetadas por elementos téxicos como Pb e Cd (ANDRADE LIMA;
BERNADEZ, 2011).

O chumbo nos seres vivos costuma causar danos generalizados. No homem,
os efeitos variam de disfuncdes neuropsicoldgicas, disfungdes renais (glicostria e
aminoaciduria) caracteristicas do envenenamento por chumbo (saturnismo) e reducdo
na producdo de anticorpos e globulinas formadoras de plaquetas (GIDLOW, 2004). Por
inibir a enzima d4cido-aminolevulinico-desidratase (ALA-D), responsavel pela
conversdo do 4cido aminolevulinico a porfobilinogénio (PBG), um precursor de
grupamentos heme, o chumbo acarreta um decréscimo na producdo de hemoglobina em
hemdcias (MOREIRA; MOREIRA, 2004; SHAIK; SULTANA; ALSAEED, 2014).
Além disso, sabe — se que criancas sdo mais suscetiveis aos efeitos toxicos do chumbo
que adultos por razdes neurolégicas, metabélicas e comportamentais (JAROSINSKA;

PEDDADA; ROGAN, 2004).

2.1.1 Efeitos Bioquimicos e Fisiologicos do Chumbo nas Plantas

Virios estudos mostram que o chumbo acarreta disfungdes na absor¢do de
nutrientes pela planta (GOPAL; RIZVI, 2008; SHARMA; DUBEY, 2005). Embora os
mecanismos de acdo do chumbo ainda ndo estejam totalmente elucidados, sabe — se que
esse metal pesado afeta a obteng@o de sais minerais nas plantas. Sabe — se também que a
exposicdo ao chumbo reduz a concentracdo de cations divalentes como Ca®, Fe™,
Mg**, Mn** e Zn** em 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 ndo se descobriu a origem
dessa diminui¢do: se proveniente do bloqueio da absor¢@o de nutrientes pela raiz, se ha
um decréscimo da translocacdo dos nutrientes das raizes para as partes superiores ou
uma modificacdo na distribuicao desses elementos pela planta. O efeito do Pb sobre a
acumulagdo de sais minerais nas raizes é dependente da espécie e da magnitude do

estresse aplicado. O efeito do Pb na acumulagcdo de minerais na parte aérea, na maioria



dos casos, segue 0 mesmo padrao das raizes. (GOPAL; RIZVI, 2008; KOPITTKE et al.,
2007).

A redugdo na absorcdo de nutrientes provocada pelo chumbo pode ser
consequéncia de uma competi¢c@o entre ions que apresentam raios atdmicos de tamanhos
semelhantes ao do chumbo ou de modificagdes nos processos fisiologicos das plantas.
Um exemplo de competi¢do entre ions foi mostrada por Sharma e Dubey (2005) entre
potassio (K*) e Pb que apresentam raios atdmicos 1,33 Ael129 A respectivamente e
portanto o Pb pode ter acesso a planta através dos canais de K*. No tocante as alteracdes
fisiolégicas das plantas pode-se citar modificacdes no metabolismo celular, causada por

mudancas nas atividades enzimdticas e na estrutura da membrana pelo Pb.

O efluxo de fons K pelas raizes, em presenca de Pb, pode ser explicado
pela alta sensibilidade da K™ - ATPase e grupos tiéis (- SH) de proteinas de membranas

celulares a esse metal (SHARMA; DUBEY, 2005) .

No entanto, sabe — se que o Pb ndo acarreta o efluxo de nitrogénio (N). O
decréscimo no teor de N inorgdnico na planta pode ser causado pela inibicdo da
atividade da nitrato redutase, a principal enzima envolvida no processo de assimilagdo

de nitrogénio pela planta (XIONG; ZHAO; LI, 2000).

Os efeitos do Pb nas plantas variam desde a inibi¢do da germinacdo, em
determinadas espécies, a inibi¢do 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 disfungdes no ciclo celular da planta na condensagdo da cromatina, na
organizagdo dos microtibulos como a C — Mitose devido ao bloqueio da anafase
causado pela ndo despolimeriza¢do dos microtibulos do fuso mitético, um efeito similar
ao observado pelo mecanismo da colchicina, e também na organizacio do
citoesqueleto, que seria uma das causas da inibicdo do crescimento da planta (KAUR et
al., 2014; SAMARDAKIEWICZ; WOZNY, 2005; YUCEL et al., 2008). Assim, o Pb
reduz o crescimento das raizes pela restricdo da divisdo celular e elongacdo celular,
processo dependente tanto da divisdo celular como de fons K" (MALKOWSKI et al.,
2002)



A inibi¢do da fotossintese é um sintoma caracteristico da toxicidade do
chumbo em plantas, podendo causar distor¢ao da ultraestrutura do cloroplasto e inibi¢ao
da sintese de pigmentos fotossintéticos e enzimas da etapa clara e do Ciclo de Calvin
(LIU et al., 2008). A fotossintese ¢ bem mais sensivel a metais pesados que quaisquer
outros processos bioquimicos em plantas. Sabe-se que, na etapa clara da fotossintese, o
PSII é muito mais suscetivel aos efeitos deletérios do chumbo que o PSI
(ROMANOWSKA et al., 2012). Em adi¢do, o chumbo inibe ndo s6 o complexo
oxidante da d4gua (WOC), mas também bloqueia o transporte de elétrons da quinona A
(Qa) para a quinona B (Qp) (BELATIK; HOTCHANDANI; CARPENTIER, 2013).
Além disso, o chumbo acarreta a inibi¢do 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 inibicdo de proteinas associadas aos fotossistemas. Romanowska et al.(2012)
demonstraram que, em presenga de Pb, os tilacoides de células da bainha e do mesofilo

de milho ativavam a fosforilacdo das proteinas do PSIIL.

Foi observado que o Pb afetava distintamente os fotossistemas (PSII) das
células dos referidos tecidos. O PSII fosforilado, nas células do mesofilo, realizou sua
atividade regularmente, enquanto que nas células da bainha, foi inibido. Esses sdo
alguns dos mecanismos regulatdrios essenciais para a manutencdo da atividade
fotossintética. A magnitude da toxidade e dos mecanismos que influenciam o aparato
fotossintético dependem do sistema in vitro ou in vivo , assim como da idade das plantas
utilizadas. (PATRA et al., 2004). Sabe — se que o chumbo reduz a atividade
fotossintética, ndo sO pela inibicio de enzimas e compostos associados aos
fotossistemas como também pela reducdo dos teores de clorofila (ROMANOWSKA et
al., 2012; WU et al., 2008).

Além da fotossintese, o chumbo acarreta efeitos indesejaveis nos processos
associados a transpiracao celular. Sabe-se que a abertura e o fechamento dos estdmatos
sdo controlados pelo 4cido abscisico (ABA), um fitormonio (ROELFSEMA;
HEDRICH, 2005). Foi reportado que a presenca de chumbo acarreta um grande
acimulo de ABA nas raizes e na parte aérea (CENKCI et al., 2010), levando ao
fechamento estomatal (MOHAN; HOSETTI, 1998). Tal fechamento limita a troca
gasosa com o ar atmosférico e a perda de dgua por transpiracdo (PARYS et al., 1998).
Yang, Zhang e Wang (2004) relataram que o movimento estomatal era afetado pelo Pb

através de canais de dgua (aquaporinas) ou canais de fons nas células estomatais. Além



disso, ha relatos de que a RuBISCO ¢ inibida também por chumbo, reduzindo assim sua
capacidade carboxilativa (POURRUT et al., 2011) e dessa forma contribuindo para o

aumento da concentragdo intercelular de CO,.

2.1.2 Biodisponibilidade do Chumbo

Em solos alcalinos ou neutros os metais tém sua solubilidade reduzida pois
quando se combinam com carbonatos e hidroxidos geram precipitados. O processo de
calagem (técnica de adicdo de carbonato de cdlcio ao solo para correcdo de pH) pode
reduzir significativamente a solubilidade de Pb no solo, pelo aumento do pH e
consequente interagdo do chumbo com bases, fosfatos e carbonatos, compostos
geralmente insoliveis de chumbo (KABATA - PENDIAS, 2011).

Metais pesados soluveis, trocdveis e quelatados sdo 0s que possuem maior
mobilidade no solo e comandam sua fitodisponibilidade e migra¢do. H4 uma intensa
correlagdo entre a concentracdo de um metal nas plantas e o conteddo de sua espécie
moével no solo. O Pb € considerado um metal ndo biodisponivel para a planta, o que
significa que ndo € facilmente absorvido pela planta sem que haja combinag¢do com
agentes complexantes (ZEITOUNI, 2003).

O transporte de ions dentro de tecidos e 6rgdos vegetais é dependente de
varios processos: movimentacao no xilema, no floema, acumulacio e imobilizagdo. A
quelacdo de cétions é um importante fator para o abastecimento de nutrientes para as
plantas, assim como para a translocacdo dos ions nas plantas. A solubilidade dos
complexos metélicos € uma funcdo tanto da forca de ligacdo como da mobilidade do
complexo formado, que por sua vez € determinada pelo tamanho do grupo orgéanico
envolvido. Entretanto, vérios fatores controlam a mobilidade dos metais nas plantas,
como pH, potencial de reducdo, competicao com outros cations, hidrélise e formacdo de
sais e bases insoliveis. A complexagdo destes ions com acidos organicos (4cido citrico,
aminodcidos, etc) evita a imobilizacdo dos cédtions no xilema, permitindo assim sua
translocagdo para as partes superiores (KABATA - PENDIAS, 2011).

Com o intuito de se aumentar a biodisponibilidade de chumbo no solo e sua
consecutiva translocacdo da raiz para a parte aérea, tem sido proposta a ligacdo do Pb a
agentes quelantes sintéticos como o &cido etilenodiamino-tetra-acético (EDTA) e 4cido
dietilenotrinitro-penta-acético (DTPA). Dentre diversos agentes quelantes, o EDTA ¢é
considerado o mais eficiente na solubilizacdo do chumbo, por dissolver os ions de

chumbo adsorvidos a particulas do solo, aumentando assim a movimentacdo do metal



para as raizes por difusdo e favorecendo sua translocagdo até as partes superiores

(SAIFULLAH et al., 2009).

2.2 O Milho

O milho (Zea mays L.) é uma cultura herbacea, anual, economicamente
cultivada e acredita-se que seja a planta mais comercialmente importante origindria das
Américas. Sabe-se que é uma das culturas mais antigas do mundo, com evidéncias

arqueoldgicas de seu cultivo c.a 5000 anos (DUARTE, 2000).

Conforme classificacdo taxondmica, o milho (Zea mays L.) € um organismo

pertencente ao reino Plantae ou Metaphyta, divisio Magnoliophyta, classe_Liliopsida,

ordem Poales, familia Poaceae, subfamilia Panicoidae, tribo Maydae, género Zea e
espécie Zea mays. E considerada a espécie botinica com maior diversidade genética
natural, com uma grande quantidade de variedades inter-raciais e genes sequenciados
(SRB, 2001). Seus graos sao, usualmente, amarelos ou brancos, podendo abranger uma
gama de tonalidades avermelhadas a pretas. A massa individual do grdo encontra-se na
faixa de 250-300 mg e, com base na massa seca, sua composi¢ao nutricional é 72% de
amido, 9,5% de proteinas, 9% de fibras e 4% de lipidios (PAES, 2006; RANUM;
PENA-ROSAS; GARCIA-CASAL, 2014), suprindo uma energia de 365 kcal/100 g,
além de possuir a maioria das vitaminas B e minerais essenciais (RANUM; PENA-
ROSAS; GARCIA-CASAL, 2014). Independe de processos de refinamento, pois a
casca de seus graos é rica em fibras e sais minerais (Abimilho, 2011; Ranum et al.,

2014).

O milho é uma planta monocotiledonea de metabolismo C4. Plantas que
apresentam esse tipo de metabolismo de assimilagdo do carbono possuem dois tipos
especiais de células: as células da bainha do feixe vascular e do mesofilo. As células da
bainha s@o cercadas por um anel externo, que sao as células do mesofilo. As células da
bainha exibem cloroplastos arranjados centrifugamente que apresentam graos de amido
e cloroplastos aleatoriamente posicionados, com tilacéides empilhados. Essa estrutura
dimorfica peculiar, chamada anatomia Kranz (do alemao kranz, coroa) promove a
compartimentalizacdo celular especifica das enzimas envolvidas nesse metabolismo,

fundamental para o fornecimento de CO, para a via C4. O carbono € transferido do



carbono 4 do malato para o carbono 1 do 3-fosfoglicerato (3PG), e esse processo foi
elucidado quando as funcdes das células do mesofilo e da bainha foram identificadas. A
fosfoenolpiruvato-carboxilase (PEPCase) e a piruvato-fosfato-diquinase (PFDK) sao
restritas as células do mesofilo, ao passo que as descarboxilases e as enzimas do Ciclo
de Calvin, como a Ribulose — Bisfosfato Carboxilase — Oxigenase (RuBISCO), estdo
limitadas as células da bainha. As células do mesofilo captam o CO, atmosférico, que é
rapidamente convertido a fon hidrogenocarbonato (ou bicarbonato) pela enzima
anidrase carbonica. Em seguida, o fon bicarbonato € utilizado como substrato pela
enzima PEP-carboxilase, formando oxalacetato e liberando ion fosfato. Assim, a
carboxilacdo primdria nas plantas C4 ¢é catalisada pela PEP-carboxilase, diferentemente
das plantas C3, cuja carboxilacdo ¢ mediada pela Rubisco. Vale lembrar também que o
metabolismo C4 recebe esse nome porque o primeiro composto gerado pela fixacdo do
CO, é o oxalacetato, um composto de 4 carbonos. Logo apds a producdo do
oxalacetato, esse composto serd convertido a malato pela enzima malato desidrogenase,
reoxidando NADPH a NADP". O malato, por sua vez, através de difusdo, penetrard nas
células da bainha, onde serd utilizado pela enzima mélica para a producdo de CO; e
piruvato, através da redugdo de NADP" a NADPH. O CO, gerado desta reagdo serd
utilizado no Ciclo de Calvin, presente nesta célula, e o piruvato passard por reagdes,
migrando novamente para as células do mesofilo e sendo convertido a PEP, reiniciando
o ciclo C4. Esse tipo de metabolismo apresenta vantagens como a supressdo da
fotorrespiracdo (atividade oxigendsica da RuBISCO), mas em contrapartida realiza
maior consumo energético que plantas C3, pois a regeneracdo do aceptor primario, PEP,
consome duas moléculas adicionais de ATP para executar duas reagdes endergdnicas: a
catalisada pela piruvato-fosfato-diquinase e pela adenilato-quinase, complementada pela
hidrdlise exergdnica de pirofosfato pela pirofosfatase (PPase), gerando 2 moléculas de
fosfato inorganico. Desse modo, o requerimento total de energia para a fixacao de CO,
pela acdo em conjunto dos ciclos C4 e de Calvin é de 5 ATPs mais 2 NADPH por CO,
fixado (TAIZ; ZEIGER, 2002).

O milho é cultivado mundialmente, mas h4 grande diversidade de producao
nos paises. Estima-se que, em 2012, a producdo total de milho foi de 875.226.630
toneladas, oriunda dos Estados Unidos (31%), China (24%) e Brasil (8%) referente a
producio total de milho (RANUM; PENA-ROSAS; GARCIA-CASAL, 2014). Sua

N

utilizacdo abrange diversos setores, desde o alimenticio a produgdo de biofilmes e
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embalagens biodegraddveis (PAES, 2006). Outra utilizacdo do milho também tem sido
para a producdo de etanol destinado a combustivel automobilistico (BRASIL, 2007;
RANUM; PENA-ROSAS; GARCIA-CASAL, 2014), motivo pelo qual tem sido
aumentada sua producdo nos Estados Unidos (BRASIL, 2007). Além disso, mostra
aplicagdo biotecnoldgica como espécie fitorremediadora, extraindo metais pesados do
solo e possibilitando sua reutilizacdo futuramente (GHEJU; STELESCU, 2013;
SUTHAR; MEMON; MAHMOOD-UL-HASSAN, 2014).

No Brasil, aproximadamente 4% da producdo total de milho (cerca de 1,6
milhdes de toneladas) tem sido direcionada ao consumo humano e 10% a industria
alimenticia, a qual transforma o milho em produtos como farinha, xaropes, amido e
outros. A Regido Nordeste destaca-se por apresentar o maior consumo do cereal no pais,
exibindo consumo per capita anual de 11 kg, valor 40% maior que a média nacional,
que é de 7,7 kg (PAES, 2006). Conforme dados de 2006 da Associacdo Brasileira das
Indistrias de Milho, a principal utilizacio do milho no Brasil foi destinada a
alimentacdo avicola, constituindo 48,21% do consumo total, seguida da suinocultura,
com 29,43%. No Nordeste, os principais avicultores estdo nos estados do Ceard e
Pernambuco, grandes mercados consumidores de milho na regiao (CARNEIRO et al,

2006).
2.3. Fitorremediacao

A contaminacdo por metais pesados no meio ambiente tem se mostrado um
sério problema mundial. A mobilizacdo destes metais por extragdes de minérios e
imediato processamento para diversas aplicagdes acarreta a liberacdo desses poluentes
no meio ambiente. O acimulo de metais pesados nos ecossistemas terrestres e
aqudticos representa um risco a saide ambiental e humana, pois os metais pesados
tendem a sofrer um fend6meno conhecido como biomagnificacio, ou seja, aumento da
concentracdo do metal em tecidos de seres vivos (bioacumulagdo) através da passagem
de um nivel tréfico menor para um maior. No solo, os metais pesados causam efeitos
toxicoldgicos na microbiota presente, o que pode induzir um decréscimo populacional
nessas comunidades e nas suas atividades (ALI; KHAN; SAJAD, 2013; KHAN et al.,
2010).

Os métodos fisicos e quimicos possuem limitagdes como alto custo, trabalho

intenso, distirbios da microbiota nativa do solo e mudangas irreversiveis nas
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propriedades do solo, podendo gerar poluicdo secunddria. Assim, faz-se necessdria a
busca por desenvolvimento de metodologias de remediacdo rentdveis, eficientes e ndo
danosas ao meio ambiente. A fitorremediacdo surge como um método alternativo,
ecologicamente correto e de baixo custo para solucionar o problema da polui¢do dos

metais pesados (ALI; KHAN; SAJAD, 2013).

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 pesados,
radioisétopos e poluentes orginicos (compostos aromdticos polinucleares, etc.). E uma
estratégia de baixo custo-beneficio, eficiente, ecoamigdvel e de remediacdo movida por
energia solar. O conceito de fitorremediagdo foi sugerido por Chaney, em 1983, onde
phyto € um prefixo de origem grega que significa planta e remedium de origem latina,
significando “remog¢do ou corre¢do de um mal” (ALI; KHAN; SAJAD, 2013). A
metodologia € esteticamente agraddvel e possui grande aceitacdo, sendo apropriada para
aplicacdo em amplos locais onde métodos convencionais de remediacdo ndo sdo

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

A fitorremediagdo € subdividida em 5 estratégias ou técnicas: fitoextracao (
também chamada de fitoabsor¢do ou fitoacumulagdo), fitofiltragdo, fitoestabilizacdo,
fitovolatilizacdo e fitodegradacdo (ALKORTA et al., 2003). Dentre estas técnicas, a
fitoextragdo € a mais utilizada para a remocdo de metais pesados do solo, sedimentos ou

dgua (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 . 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 pesados,
sdo chamadas metalofitas. As metaldfitas sd@o divididas em 3 categorias:
metaloexcludentes, metaloindicadoras e hiperacumuladoras (ALI; KHAN; SAJAD,
2013).
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Metaloexclusoras acumulam metais na raiz € ndo permitem a translocacao
para as partes aéreas (SHEORAN; SHEORAN; POONIA, 2011). Assim, essas plantas
possuem baixo potencial fitoextrator, mas podem ser boas fitoestabilizadores
(BARCELC); POSCHENRIEDER, 2003). Metaloindicadoras acumulam metais pesados
na parte aérea. Conforme o nome (metalindicadora) essas plantas refletem as
concentracdes do metal pesado no substrato (SHEORAN; SHEORAN; POONIA,
2011). Hiperacumuladoras sdo plantas que absorvem quantidades elevadas de um ou
mais metais pesados do solo. Em adicdo, os metais pesados ndo ficam retidos nas raizes,
mas sdo translocados para o caule e acumulados em 6rgdos acima do solo, como as
folhas, a concentragdes de 100 a 1000 vezes maior que as encontradas em espécies nao -
acumuladoras, nao exibindo nenhum sintoma de fitotoxicidade. Embora seja uma
caracteristica distinta, a hiperacumulacdo também faz uso da hipertolerancia, uma
propriedade crucial que permite as plantas evitar a intoxicacdo por metais pesados
(ALIL; KHAN; SAJAD, 2013). Aproximadamente 25% das plantas hiperacumuladoras
descobertas pertencem a familia Brassicaceae, particularmente aos géneros Thlapsi &

Alyssum (ALL; KHAN; SAJAD, 2013).
2.3.1 Eficiéncia da Fitoextragao

A eficiéncia da fitoextracdo pode ser quantificada pelos cdlculos dos fatores
de bioconcentracdo (BCF) e de translocacdo (TF). O fator de translocagdo 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 bioconcentracdo
fornece a capacidade da planta em acumular o metal com relacdo a concentragdo do
metal no substrato (ISLAM; UZ-ZAMAN; RAHMAN, 2013). Um hiperacumulador
ideal deve possuir parte aérea com uma elevada capacidade de acumulacdo de metais
pesados, elevada biomassa, rdpido crescimento e valores de BCF e TF superiores a

1(DAS; GOSWAMI; TALUKDAR, 2014).

2.4 Espécies Reativas de Oxigénio e Sistema Antioxidante nas plantas

H4 aproximadamente 2,7 bilhdes de anos atrds, o oxigénio molecular surgiu no
meio ambiente quando seres fotossintetizantes passaram a realizar a oxidagcao da dgua

para geracdo concomitante de elétrons e do O, . Além de O,, a vida aerdbica acabou
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originando também as indesejadas espécies reativas de oxigénio (EROs ou ROS, em
inglés) (GILL; TUTEJA, 2010; HALLIWELL, 2006). As EROs sao 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, 2010). Dentre as
EROs, pode-se citar o perdéxido de hidrogénio (H,0,), radical superéxido (O;’), o

radical hidroxila (OH-) e o oxigénio singleto (021) (PANDA; CHOUDHURY, 2004).

O equilibrio entre a producdo e o combate as EROs pode ser perturbado por
diversos estresses abidticos e bidticos, como metais pesados, salinidade, seca e outros.
Esse desequilibrio leva a um subito aumento no teor intracelular de EROs (Figura 1),
danificando estruturas celulares (GILL; TUTEJA, 2010). O superéxido é formado na
etapa fotoquimica da fotossintese, quando o O, produto da oxida¢do da molécula de
agua pode receber elétrons oriundos dos fotossistemas (FOYER; NOCTOR, 2005).
Através de uma série de reacOes, o superoxido pode gerar perdxido de hidrogénio,
radicais hidroxila e outras EROs (KHAN; SINGH, 2008; MAHAJAN; TUTEIJA, 2005).
O oxigénio singleto ('O, é o primeiro estado eletrénico excitado do O, e é uma ERO
incomum por ndo estar associado a transferéncia de elétrons para o O,. A formacio do
'0, na fotossintese danifica severamente os fotossistemas I (PSI) e II (PSII) assim como
todo o aparato fotossintético (GILL; TUTEJA, 2010). Além de danificar o aparato
fotossintético, outros efeitos nocivos das EROs sdo a peroxidagcdao lipidica de
membranas celulares ou de organelas, danos a dcidos nucléicos, oxidacdo de residuos de
aminodcidos, como arginina, histidina, lisina, prolina, cisteina e metionina, acarretando

a inativacdo das proteinas (FOYER; NOCTOR, 2005; GILL; TUTEJA, 2010).

Fig. 1 Geracao das EROs por transferéncia de energia

Superomde Peroride
 mdiul _ dmm
e ] 1
10, 0, > O + O
Singletoxygen  Dioaypen
H'l ZH‘l
Fet

i ] H,0, OH'
Pertnydrenyl Hydeopen "

radiral prroxide

Wy I Ceneration of ROS by enegy ransfer

Fonte: (GILL; TUTEJA, 2010)
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As espécies reativas de oxigénio em células de organismos aerdbicos, que
acarretardo o estresse oxidativo, sdo um dos principais produtos da toxicidade dos
metais pesados, 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 inducdo por chumbo das enzimas antioxidantes
depende do tipo, da forma especifica do metal e da duragdo ou magnitude do tratamento
(GUPTA et al., 2009; ISLAM; UZ-ZAMAN; RAHMAN, 2013; SINGH et al., 2010). A
inibi¢do enzimdtica por Pb é consequéncia da afinidade de chumbo por grupos tidis (-
SH) na estrutura da enzima (GUPTA et al., 2009; SHARMA; DUBEY, 2005). A
inativacdo se dd por uma ligacdo no sitio catalitico ou em qualquer outro lugar na
proteina, gerando uma estrutura tercidria modificada. Em adi¢do, o chumbo também
interage com metaloenzimas, além de bloquear a absor¢do de minerais como zinco,
ferro, manganés, etc., que sdo elementos essenciais para o funcionamento dessas
enzimas. O chumbo e outros metais pesados que também sdo cétions bivalentes
(cddmio, mercurio, etc.) podem inibir competitivamente essas enzimas por substituicao
dos cofatores metdlicos, 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 superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX), etc., e também ndo-enzimaticos como glutationa reduzida (GSH),
acido ascérbico (reduzido), carotenoides e tocoferdis (GILL; TUTEJA, 2010; SINGH et
al., 2008).

A superéxido dismutase (EC 1.15.1.1) representa a primeira linha de defesa
contra os efeitos toxicos de EROs. Ela catalisa a eliminacdo do ion superéxido (Oy),
dismutando dois fons superoxido a peroxido de hidrogénio e a oxigénio molecular (O;)

como mostra a equacao abaixo:

Figura 2 - Reagdo Catalisada pela SOD.
0 + 0 + 2Ht — 2H-505 + O,

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

de potassio (GILL; TUTEJA, 2010).

Acredita-se que a ascorbato peroxidase (EC 1.11.1.11) seja a principal
enzima guardid contra as EROs, estando envolvida no consumo de H,O; nos ciclos
dgua — agua, (em cloroplastos) e glutationa — ascorbato (diversos compartimentos

celulares). A APX catalisa a seguinte reacao:

Figura 3. Reacfo catalisada pela APX.

H,05 + AA — 2H;0 + DHA

Fonte: GILL;TUTEJA, 2010.

A APX € uma enzima que possui um grupamento heme como grupo
prostético (KITAJIMA, 2008; SHIGEOKA et al., 2002). As APX sao classificadas
conforme sua localizacdo 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
(cAPX) e APX de membrana mitocondrial (mAPX) (GILL; TUTEJA, 2010;
LISENBEE; HEINZE; TRELEASE, 2003; SHIGEOKA et al., 2002). A APX apresenta
maior afinidade para H,O; (da ordem de micromolar, 10° M) do que a CAT (da ordem
de milimolar, 10~ M), podendo possuir um papel crucial no combate as EROS durante
estresse. Foi comprovado que, em Brassica juncea, e em trigo (Triticum aestivum), a
APX em folhas teve sua atividade aumentada sob estresse com cadmio (Cd) (GILL;

TUTEIJA, 2010).

As catalases (EC 1.11.1.6) s@o enzimas tetraméricas que t€m como grupo
prostético um grupamento heme (GILL; TUTEJA, 2010), com mondmeros contendo
aproximadamente massa molecular de 55 kDa catalisando, em plantas e animais, a

dismutacdo do H,O, a H,O e O, (MHAMDI; NOCTOR; BAKER, 2012). A CAT possui
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uma das mais elevadas taxas de rurnover 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, (GILL; TUTEJA, 2010). A CAT catalisa a seguinte reagdo:

Figura 4: Reacdo catalisada pela CAT.
I
HQOI — HJD -+ ,‘[202

Fonte: GILL:TUTEJA, 2010.

As isozimas da CAT sd@o espacial e temporalmente reguladas e podem
responder diferencialmente a luz. 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 (CATI, CAT2 e CAT3),
localizados em  diferentes cromossomos, diferencialmente  expressos e
independentemente regulados. As enzimas CAT1 e CAT2 s3o encontradas nos
peroxissomos e no citosol, enquanto CAT3 estd localizada na mitocondria (GILL;

TUTEJA, 2010).

Além do sistema enzimdtico, varios compostos de baixo peso molecular
atuam no combate as EROS tais como o aminodcido prolina, que além de osmdlito,
funciona como um potente removedor de '0, e OH, além de inibir a peroxidagao
lipidica. O a-tocoferol é 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 protecdo necessaria

contra as EROs e indiretamente contra os estresses que geram estresse oxidativo.



antioxidantes.

Fig. 5 — EROs e mecanismos de defesa

% 0, +H,0 H,0 + GSSG

oH

Fonte: (GILL; TUTEJA, 2010).
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3. OBJETIVOS

Geral: Avaliar bioquimica e fisiologicamente os efeitos do chumbo (Pb) em gendtipos

de Zea mays L. dotados de diferentes graus de tolerancia a salinidade.

Especificos:

» Identificar as condi¢des experimentais 6timas para o estudo do efeito do chumbo

no desenvolvimento dos genétipos de Zea mays L (BRS-5033 e BRS- 5011);

» Avaliar os efeitos do chumbo nos pardmetros fisiol6gicos ( crescimento, massa
seca, area foliar, concentracdo interna de CO, , condutdncia estomatica,
transpiracdo, taxa fotossintética, taxa de transferéncia de elétrons/PSII,

eficiéncia do PSII) em Zea mays L (BRS-5033 e BRS- 5011);

» Quantificar o teor de Pb em plantas controle e submetidas a estresse por chumbo

(EDTA - Pb 0,5 mM) em genétipos de Zea mays L (BRS-5033 e BRS- 5011);

» Determinar os valores dos fatores de translocacdo (TF) e de bioconcentragio

(BCF) de chumbo em genétipos de Zea mays L (BRS-5033 e BRS- 5011);

» Quantificar o teor de Ca e Zn em plantas controle e submetidas a estresse por
chumbo (EDTA — Pb 0,5 mM) em gendtipos de Zea mays L (BRS-5033 e BRS-
5011);

» Determinar a atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) em genotipos de Zea mays L
(BRS-5033 e BRS- 5011);
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Material Vegetal

Foram utilizadas sementes de dois gendtipos de milho (Zea Mays L.), 5033
e 5011, com diferentes graus de tolerancia a salinidade, resistente e sensivel
respectivamente. As sementes foram adquiridas no Laboratério de Analises de

Sementes (EMBRAPA).

4.2 Germinacao das Sementes

As sementes foram tratadas com solucdo de hipoclorito de sédio 0,5%
durante 5 minutos para desinfeccdo. Apds vdérias lavagens, com dgua para retirada do
hipoclorito, foram embebidas em agua destilada durante 2 horas. Seguidamente, foram
semeadas em copos plasticos (200 mL) contendo vermiculita, sendo diariamente
irrigadas com 50 mL de dgua destilada durante 7 dias. Posteriormente, as plantulas
germinadas foram transferidas para sistema de hidroponia em solucdo contendo:
KNOP[Ca(NO; ), 1.44g/L, KNOs; 0.25g/L, KH, POs 0.25g/L e MgSO, .7H,O
0.246g/L)] com micro nutrientes (FEEDTA 65.7mg/L, H3:BO3; 2.86mg/L, MnCl, .4H,0O
2.84mg/L, NaOs Mo.2H,0 0.286mg/L, ZnSO, .7H,O .22mg/L, CuSO, .5H,O
0.079mg/L e CoSOy4 .7H,0 0.0476mg/L), pH 5,0. O sistema foi continuamente aerado e
mantido em casa de vegetacdo por mais 7 e 14 dias com temperaturas médias de 28.3 +
0.62 °C, umidade relativa do ar média de 75.0 = 1.9% e radiacdo fotossinteticamente

ativa (PAR) de 1200 umol s'm?>.

4.3Aplicacdo do Chumbo

Foram realizados experimentos preliminares com diferentes concentragdes
de nitrato de chumbo Pb(NO3), e EDTA-Pb afim de se determinar a melhor forma e
concentracdo de chumbo a ser aplicada. Apdés 7 dias da semeadura, a solugcdo de
Hoagland foi trocada e o chumbo foi aplicado diretamente nessa solucdo, na
concentracdo de 0,5 mM em presenga de EDTA, permanecendo por 7 e 14 dias. As
plantas controle receberam apenas solucdo nutritiva. Diariamente, os niveis da solug¢do
nutritiva foram restituidos pela adicdo de dgua destilada e o pH monitorado, sendo

mantido em aproximadamente 5,0.
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4.4Coleta do material vegetal

O desenho experimental foi realizado levando em consideracdo a coleta de
plantas dos dois gendtipos (5033 e 5011) 7 e 14 dias ap6s a aplicacio de EDTA-Pb 0,5
mM. Para as andlises dos parametros fisiolégicos, dosagem de fons e atividade das
enzimas antioxidantes, em cada genétipo, utilizou-se um grupo controle € um grupo
tratado, ambos contendo 6 plantas cada.

Para determinacgdo das atividades das enzimas antioxidantes foram coletadas
amostras de raizes e a primeira folha de cada planta. Seguidamente a coleta, raizes e
folhas foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a 20 oC.

Apo6s a coleta do material vegetal, o chumbo presente nas solugdes
nutritivas foi precipitado com hidréxido de sédio (NaOH), concentracdo final de 2 M.
Um dia apds a adi¢do dessa solugdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado,

contendo chumbo, foi coletado em garrafas plasticas e armazenado.

4.5 Parametros Fisiologicos

Os parametros de crescimento massa seca e area foliar foram avaliados. Para
obten¢do da massa seca as amostras foram colocadas em estufa com circulacdo forgcada
de ar a 60 °C (Marconi Brasil) por cinco dias. Sendo seguidamente pesadas em balanca
digital (Tecnal Brasil). A drea foliar foi determinada em integrador de drea foliar Li —
3100 Li-cor Inc Lincoln, Nebraska EUA.

Ja os pardmetros de desenvolvimento avaliados foram taxa fotossintética
liquida, transpiracdo, condutancia estomdtica, concentracio interna de CO, e eficiéncia
efetiva do fotossistema II em auséncia e presenca de EDTA-Pb 0,5 mM. Usando

analisador de gas infravermelho portatil (IRGA, ADC System -Hoddesdon, UK).

4.6 Analise de ions nas plantas

As diferentes partes das plantas (raiz, colmo e folha) de cada condicdo
(controle e presenga de EDTA — Pb 0,5 mM) foram secas em estufa com circulagdo
forcada de ar a 60 °C (Marconi Brasil) por cinco dias e em seguida trituradas em Mini
Processador (Black & Decker Brasil). Em seguida 200 mg de cada amostra foi
submersa em 5 mL de dgua régia (3 mL 65% [v/v] HNOs: 1 mL 37% HCI [v/v]) 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. Apds esfriamento, adicionou-

se 4 mL de 4cido fluoridrico (HF) concentrado e a mistura foi digerida por mais 3 horas.



21

Ap6s digestdo, as amostras ficaram em temperatura ambiente e foram aferidas com dgua

deionizada para o volume final de 25 mL. Terminada a extracdo dos metais, os teores de
2 2 2 . . C

Pb~", Ca”" e Zn"" foram determinados em espectrometria de emissio Optica com plasma

indutivamente acoplado (ICP OES, Perkin Elmer 4300 DV).

4.7 Eficiéncia da Fitoextracao

4.7.1 Fator de Translocagao
Para analisar a capacidade da planta em transportar metais das raizes para a
parte aérea efetuou-se o célculo do fator de translocacio (TF), calculado de acordo com

Islam, Uz-Zaman e Rahman (2013), tendo como férmula:

TF: Concentracdo de Pb na Parte Aérea (Colmo + Folha)
Concentragdo de Pb na Raiz

4.7.2 Fator de Bioconcentracdo
Para a medida da capacidade de concentrar um metal a partir do solo ou
solugdo usou — se o fator de bioconcentracdo (BCF) conforme Islam, Uz-Zaman e

Rahman (2013), calculado como:

BCF(L g™"): Concentracio de Pb na Parte Aérea (Colmo + Folha)
Concentracdo Inicial de Pb no solo ou solugdo

4.8 Analises das Atividades Enzimaticas
4.8.1 Preparo das Amostras

Para obtencdo do extrato enzimatico 150 mg de raizes e folhas de Zea mays
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 Potdssio 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 determinacao das atividades. O teor de

proteinas soldveis totais no extrato foi determinado de acordo com Bradford (1976)
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usando soroalbumina bovina (BSA) como padrdo. Todas as atividades enzimaticas

foram realizadas em microplaca Synergy Mx,(BioTek, USA).

4.8.2 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 reacdo consistiu de 100 pL.
de tampao 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
pL de extrato enzimdtico. As absorbancias foram medidas em espectrofotometro a 560
nm apds 15 min de reacdo. Uma unidade de atividade de SOD (U) foi definida como a
quantidade de enzima requerida para causar uma inibicdo de 50% da taxa de

fotorreduc@o do NBT e os resultados foram expressos em UA mg'1 proteina.

4. 8. 3 Atividade da Ascorbato Peroxidase (APX)

A atividade da APX (APX, EC 1.11.1.1) foi determinada de acordo com
Nakano e Aasada (1981). A solucdo de reag@o consistiu de tampao fosfato de potassio
50 mM (pH 6.0), EDTA 0,05 mM, ascorbato 15 mM, H,O, 30 mM e 30 uL de extrato
enzimatico. A reagdo foi iniciada pela adicdo de H,O, A oxidac¢do do ascorbato foi
medida a 290 nm por 10 minutos. A atividade da enzima foi quantificada usando o
coeficiente de extingdo molar do ascorbato (2.8 mM™ cm™) e os resultados foram

DR
expressos em pmol.mg proteina” min™.

4. 8. 4 Atividade da Catalase (CAT)

A atividade da Catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi medida como descrito em
(HAVIR; MCHALE, 1987), com pequenas modifica¢des. A mistura de reagao (150 uL)
foi composta de tampao fosfato 86 mM (pH 7.0), EDTA 0, 086 mM, H,0, 20 mM e 20
pL 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
H,0O, (36 mM’! cm'l). Os resultados foram expressos em pmol H,O,. mg protel’na‘1

. ]
min .
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4.9 Analise Estatistica
O desenho experimental foi completamente randomizado num arranjo

fatorial do tipo 2 x 2. Os tratamentos (controle & EDTA-Pb) e os tempos (7 e 14 dias)
de cada genétipo foram usados como fatores independentes numa série de andlise de
variancia two-way (Two-way ANOVA), seguida do teste de Tukey. Diferencas foram
consideradas estatisticamente significantes quando P < 0.05 e resultados foram

expressos como as médias de desvio padrao (S.E.M.).
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S. RESULTADOS
5.1 Quantificacio de Chumbo nas Plantas

Os gendtipos de milho, Zea mays L. (5033 e 5011), na presenca e auséncia
(controle) de EDTA-Pb 0,5 mM durante 7 e 14 dias, foram quantificados quanto aos

2 ,
teores de Pb~" nas raizes, colmos e folhas.

Em raizes de 5033, com 7 dias na presenca de EDTA — Pb 0,5 mM foi
revelado um acimulo de 1,21 mg Pb ¢! MS significando um aumento de 40 vezes em
relacdo ao controle. Ao passo que o grupo tratado com chumbo durante 14 dias
apresentou um acumulo de 1,03 mg Pb g'1 MS MS sendo 26 vezes superior a0 grupo
controle. Analisando as plantas tratadas com 14 dias em presenca de EDTA-Pb 0,5 mM
observou-se uma reducdo no teor de chumbo de 14,5% quando comparado a 7 dias de
tratamento (Figura 1A). Os teores de chumbo em raizes de 5011 (Figura 1B), com 7
dias na presenga de EDTA — Pb 0,5 mM revelaram um actumulo de 2,824 mg Pb g'1 MS
significando um aumento de 141 vezes em relagdo ao controle. Ja o grupo tratado com
chumbo durante 14 dias apresentou um acumulo de 3,094 mg Pb ¢! MS MS sendo 155
vezes superior ao controle. A comparacio entre os diferentes dias de tratamento ndo
revelou diferencas estatisticas. Comparando-se o acumulo de chumbo nas raizes dos
dois gendétipos, os valores encontrados para 5011 foram 133% e 200% maiores que os

obtidos em 5033 para 7 e 14, respectivamente.

Em colmos de 5033 (Figura 1C), com 7 dias na presenga de EDTA — Pb 0,5
mM foram revelados um acimulo de 0,154 mg Pb g”' MS significando um aumento de
285 % em relagdo ao controle. Enquanto que grupo o tratado com chumbo durante 14
dias apresentou um acumulo de 0,063 mg Pb g’ MS correspondendo a 57,5 % do
controle. Analisando as plantas tratadas com 14 dias em presenca de EDTA-Pb 0,5 mM
observou-se uma reducdo no teor de chumbo de 59% quando comparado a 7 dias de
tratamento. J4 em colmos de 5011 (Figura 1D), com 7 dias de estresse, o acumulo de
chumbo encontrado foi de 0,289 mg Pb g’1 MS MS, 15 vezes superior ao controle. Com
14 dias de estresse, os colmos de 5011 tratados com EDTA — Pb 0,5mM acumularam
0,493 mg Pb ¢! MS MS correspondendo a um aumento de 25 vezes em relacio ao
controle. Ao contrdrio de 5033, houve um aumento significativo de 70% no acumulo de

chumbo em 14 dias quando comparado a 7 dias. Comparando-se o acumulo de chumbo
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nos colmos dos dois genétipos, os valores encontrados para 5011 foram 88 % e 682 %

maiores que os obtidos em 5033 para 7 e 14, respectivamente.

Folhas de 5033 (Figura 1E), tratadas com chumbo durante 7 dias apresentaram um
acimulo de 0,132 mg Pb ¢! MS MS significando um aumento de 340 % em relacdo ao
controle. Ao passo que o grupo tratado com chumbo durante 14 dias apresentou um
acumulo de 0,050 mg Pb g'1 MS MS correspondendo a 400 % do controle. Analisando
as plantas tratadas com 14 dias em presenca de EDTA-Pb 0,5 mM observou-se uma
reducdo no teor de chumbo em 62% quando comparado a 7 dias de tratamento. Nas
folhas de 5011 (Figura 1D), com 7 dias de estresse, o acumulo de chumbo encontrado
foi de 0,176 mg Pb g'1 MS MS, correspondendo a 340% do controle. Com 14 dias de
estresse, as folhas de 5011 tratados com EDTA — Pb 0,5mM acumularam 0,329
mg.Pb.g"' MS sendo 8 vezes superior ao seu controle. Ao contrario de 5033, houve um
aumento significativo de 87 % no acimulo de chumbo em 14 dias quando comparado a
7 dias. Comparando-se os dois gen6tipos quanto ao acumulo de chumbo nas folhas, os
valores encontrados para 5011 foram 33 % e 558 % maiores que os obtidos em 5033

para 7 e 14, respectivamente.
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Figura 6 - Teores de chumbo nos genétipos de milho 5033 e 5011
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Legenda:(A) Teor de chumbo nas raizes de 5033 com 7 e 14 dias de estresse. (B) Teor de chumbo nas
raizes de 5011 com 7 e 14 dias de estresse. (C) Teor de chumbo nos colmos de 5033 com 7 e 14 dias de
estresse. (D) Teor de chumbo nos colmos de 5011 com 7 e 14 dias de estresse. (E) Teor de chumbo nas
folhas de 5033 com 7 e 14 dias de estresse. (F) Teor de chumbo nas folhas de 5011 com 7 e 14 dias de
estresse. O teor de chumbo estd expresso em mg Pb ¢! de massa seca e as medidas foram realizadas em
ICP-OES com plantas de 21 e 28 dias submetidas ou néo a estresse com EDTA-Pb 0,5 mM. A andlise de
variancia de dois sentidos (two-way ANOVA) seguido pelo teste de Tukey foram realizados para
determinagdo de diferengas estatisticas com P<0,05 e os resultados expressos como desvio padrdo das
médias (SEM). Letras mintsculas diferentes representam significincia estatistica quando se compara
controle e EDTA-Pb 0,5 mM dentro do mesmo cultivar. Letras maidsculas diferentes representam
significincia estatistica quando se compara controle e EDTA-Pb 0,5 mM entre os dois cultivares. Letras
minusculas ou maidsculas iguais significam que ndo ha diferenca entre as comparagdes, portanto, ndao ha
significancia estatistica.
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5.2 — Fatores de Translocacao (TF) E Bioconcentracao (BCF)

A Tabela 1 mostra os valores obtidos para os fatores de translocagao (TF) e
bioconcentracdo (BCF) nos dois genétipos (5033 e 5011). O valor de TF no gendtipo
5033 foide 0,2 ¢ 0,1 com 7 e 14 dias de estresse respectivamente. No gen6tipo 5011 os
valores de TF obtidos foram respectivamente de 0,2 e 0,3 com 7 e 14 dias de estresse.

Ja o BCF foi inferior a 1 em ambos gendtipos com 7 e 14 dias de estresse.

Tabelal — Fatores de Translocagéo e Bioconcentragdo nos genotipos de Zea mays L.

Teores de Pb TF BCF
(mg Pb/g de MS) (Lgh
Raiz Colmo Folha
7 dias 1,208 0,154 0,132 0,2 0,002
5033
14 dias 1,034 0,063 0,050 0,1 0,001
7 dias 2,824 0,289 0,176 0,2 0,004
5011
14 dias 3,094 0,493 0,176 0,3 0,007

5.3 Quantificacdo de Elementos Essenciais na Presenca de EDTA-Pb 0,5 mM

Os elementos essenciais Ca**, Zn**, Cu** foram quantificados em presenca e
auséncia (controle) de EDTA-Pb 0,5 mM durante 7 e¢ 14 dias nas raizes, colmos e

folhas dos genétipos de milho, Zea mays L. (5033 e 5011).
5.3.1 — Teor de Cdlcio

Em raizes de 5033, tratadas com EDTA — Pb 0,5 mM durante 7 dias,
observou-se um teor de célcio de 1,80 mg.Ca. g'1 MS significando um aumento de 251
% em relacdo ao controle. Ao passo que as plantas tratadas com chumbo durante 14
dias apresentaram um teor de célcio de 0,43 mg Ca g' MS sendo 75 % inferior ao
controle. Analisando as plantas tratadas com EDTA-Pb 0,5 mM durante 14 dias,
observou-se uma reducdo no teor de calcio de 76 % quando comparado a 7 dias de
tratamento (Figura 7A). O teor de cdlcio em raizes de 5011 (Figura 7B), com 7 dias na
presenca de EDTA — Pb 0,5 mM foi de 3,28 mg Ca g"' MS significando um aumento de
16 vezes em relag@o ao controle. J4 nas plantas tratadas com chumbo durante 14 dias o
teor de cdlcio foi de 1,21 mg Ca g MS correspondendo a uma redugio de 87,5 % em

relacdo ao controle. Nesse genotipo a reducdo no teor de cdlcio em plantas tratadas
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durante 14 dias foi de 63,2 % em relagao as plantas de 7 dias de tratamento (Figura 7B).
Comparando-se o teor de cdlcio nas raizes dos dois genétipos tratados com EDTA — Pb
0,5 mM, os valores encontrados para 5011 foram 82,4 % e 178,3 % maiores que os

obtidos em 5033 para 7 e 14, respectivamente.

Colmos de 5033 (Figura 7C), com 7 dias na presenca de EDTA — Pb 0,5
mM apresentaram um teor de célcio de 1,22 mg Ca g MS significando um aumento de
172,3 % em relacdo ao controle. Enquanto que em colmos de plantas tratadas durante
14 dias, o teor de célcio foi de 0,62 mg Ca g’ MS MS correspondendo a uma reducio
de 44 % em relacdo ao controle. Analisando as plantas tratadas durantes 14 dias em
presenca de  EDTA-Pb 0,5 mM, observou-se uma redu¢do no teor de célcio de 49%
quando comparado a 7 dias de tratamento. J4 em colmos de 5011 (Figura 7D), com 7
dias de estresse, o teor de cilcio (2,65 mg Ca g MS) foi 12 vezes superior ao controle.
Com 14 dias de estresse, os colmos de 5011 tratados com EDTA — Pb 0,5mM
apresentaram um teor de calcio de 0,15 mg Ca g'1 MS sendo 98,5% inferior ao
controle. Nesse gendtipo a reducdo no teor de cédlcio em plantas tratadas durante 14
dias foi de 94,2 % em relacdo as plantas de 7 dias de tratamento (Figura 7D).
Comparando-se o teor de cdlcio, na presenga de EDTA-Pb 0,5 mM nos dois genétipos,
os valores encontrados para 5011 foram 117 % maiores € 75,2 % menores que 0s

obtidos em 5033 para 7 e 14, respectivamente.

Folhas de 5033 (Figura 7E), tratadas com chumbo durante 7 dias apresentaram
um actimulo de célcio de 1,61 mg Ca g' MS significando um aumento de 14 % em
relacdo ao controle. J4 as folhas de plantas tratadas com chumbo durante 14 dias
apresentaram um acumulo de célcio de 0,42 mg Ca g'1 MS correspondendo a uma
diminui¢do de 52 % quando comparado ao controle. Analisando as plantas tratadas com
14 dias em presenga de EDTA-Pb 0,5 mM observou-se uma redug@o no teor de calcio
em 74 % quando comparado a 7 dias de tratamento. Nas folhas de 5011 (Figura 7F),
com 7 dias de estresse, o teor de célcio encontrado foi de 2,17 mg Ca g'1 MS,
correspondendo a uma reducdo de 33% em relacdo ao controle. Com 14 dias de estresse,
as folhas de 5011 tratados com EDTA — Pb 0,5 mM apresentaram mg Ca g MS
revelando uma diminui¢do de 94% em relacdo ao controle. De forma semelhante a
5033, nas plantas tratadas com EDTA-Pb 0,5 mM houve uma diminuicdo significativa

de 94 % no teor de cdlcio em 14 dias quando comparado a 7 dias. Comparando-se 0s
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dois gendtipos quanto aos teores de cdlcio nas folhas, os valores encontrados para 5011

foram 36 % maior e 69 % menor que os obtidos em 5033 para 7 e 14, respectivamente.

Figura 7 - Teores de Célcio nos gendtipos de Zea mays L. submetidos ou ndo a EDTA — Pb 0,5 mM
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Legenda:(A) Teor de cdlcio nas raizes de 5033 com 7 e 14 dias de estresse. (B) Teor de célcio nas raizes
de 5011 com 7 e 14 dias de estresse. (C) Teor de cdlcio nos colmos de 5033 com 7 e 14 dias de estresse.
(D) Teor de calcio nos colmos de 5011 com 7 e 14 dias de estresse. (E) Teor de célcio nas folhas de 5033
com 7 e 14 dias de estresse. (F) Teor de cdlcio nas folhas de 5011 com 7 e 14 dias de estresse. O teor de
célcio estd expresso em mg Ca g”' de massa seca e as medidas foram realizadas em ICP-OES com plantas
de 21 e 28 dias submetidas ou nao a estresse com EDTA-Pb 0,5 mM. A andlise de variancia de dois
sentidos (two-way ANOVA) seguido pelo teste de Tukey foram realizados para determinacdo de
diferencas estatisticas com P<0,05 e os resultados expressos como desvio padrdo das médias (SEM).
Letras mintisculas diferentes representam significancia estatistica quando se compara controle e EDTA-
Pb 0,5 mM dentro do mesmo cultivar. Letras maidsculas diferentes representam significancia estatistica
quando se compara controle ¢ EDTA-Pb 0,5 mM entre os dois cultivares. Letras minudsculas ou
maidsculas iguais significam que ndo ha diferenga entre as comparagdes, portanto, ndo ha significancia
estatistica.
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5.3.2 —Teor de Zinco

O teor de zinco determinado nas raizes de 5033 (Figura 8A), de plantas tratadas
com EDTA — Pb 0,5 mM durante 7 dias, foi de 0,09 mg Zn g’ MS significando um
aumento de 50 % em relag@o ao controle. Ja nas raizes de plantas tratadas com chumbo
durante 14 dias apresentaram um teor de zinco de 0,1 mg Zn g'1 MS correspondendo ao
dobro do controle. Analisando o teor de zinco em raizes de plantas tratadas com EDTA-
Pb 0,5 mM durante 14 dias, observou-se um aumento no teor de zinco de 11 % quando
comparado a 7 dias de tratamento, mas sem diferencas estatisticas (Figura 4A). O teor
de zinco em raizes de 5011 (Figura 8B), com 7 dias na presenca de EDTA — Pb 0,5 mM
foi de 0,101 mg Zn g’1 MS. Ja na auséncia de EDTA-Pb durante 7 dias o valor de zinco
foi igual a zero. Nas raizes das plantas de 5011 tratadas com chumbo durante 14 dias o
teor de zinco foi de 0,08 mg Zn g’1 MS correspondendo a um aumento de 60% em
relacdo a seu controle. Nesse gen6tipo a reducdo no teor de zinco em plantas tratadas
durante 14 dias foi de 21 % em relacdo as plantas de 7 dias de tratamento (Figura 4B).
Comparando-se o teor de zinco nas raizes dos dois gendtipos, os valores encontrados
para 5011 foram 12 % maiores que os de 5033 com 7 dias de estresse, € 20 % menores

que os obtidos em 5033 para 14 dias.

Colmos de 5033 (Figura 8C), com 7 dias na presenca de EDTA — Pb 0,5
mM apresentaram um teor de zinco de 0,07 mg Zn g'1 MS, ndo mostrando variacdo em
comparacao com seu controle, visto que o mesmo exibiu igual valor para o teor de zinco
em 7 dias. Ja em colmos de plantas tratadas durante 14 dias, o teor de zinco foi de
0,049 mg Zn g'1 MS correspondendo a um aumento de 63% em relacdo a seu controle.
Analisando as plantas tratadas durantes 14 dias em presenca de EDTA-Pb 0,5 mM,
observou-se uma redu¢do no teor de zinco de 30 % quando comparado a 7 dias de
tratamento. J4 em colmos de 5011 (Figura 8D), com 7 dias de estresse, o teor de zinco
encontrado foi de 0,154 mg Zn g'1 MS, correspondendo a 156% do controle. Com 14
dias de estresse, os colmos de 5011 tratados com EDTA — Pb 0,5mM apresentaram um
teor de zinco de 0,04 mg Zn g’ MS correspondente a um aumento de 33% em relagio
ao seu controle. Nesse genotipo a reducio no teor de zinco em plantas tratadas durante
14 dias foi de 74 % em relagdo as plantas com 7 dias de tratamento (Figura 4D).
Comparando-se o teor de zinco nos dois genotipos, os valores encontrados para 5011

foram 120% maior e 18 % menor que os obtidos em 5033 para 7 e 14, respectivamente.
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As folhas de 5033 (Figura 8E), tratadas com chumbo durante 7 dias
apresentaram um actimulo de zinco de 0,05 mg Zn g’ MS, ndo exibindo variacdo em
relacdo ao controle. J4 as folhas de plantas tratadas com chumbo durante 14 dias
apresentaram um acumulo de zinco de 0,051 mg Zn g'1 MS, correspondendo a um
aumento de 27% em relagdo a seu controle. Analisando as plantas tratadas com 14 dias
em presenca de EDTA-Pb 0,5 mM observou-se um aumento no teor de zinco de 2 %
quando comparado a 7 dias de tratamento. Nas folhas de 5011 (Figura 8F), com 7 dias
de estresse, o teor de zinco encontrado foi de 0,126 mg Zn g'1 MS, correspondendo a
320% do controle. Com 14 dias de estresse, as folhas de 5011 tratadas com EDTA — Pb
0,5 mM apresentaram 0,05 mg Zn g MS, exibindo um aumento de 25% em relagio a
seu controle. Comparando-se o teor de zinco nas folhas de 5011 com 7 e 14 dias de
estresse observou-se uma diminuicdo de 60 % no teor de Zinco em 14 dias.
Comparando-se os dois genodtipos quanto aos teores de zinco nas folhas tratadas com
EDTA-Pb, os valores encontrados para 5011 foram 152% maiores e 2 % menores que

os obtidos em 5033 para 7 e 14, respectivamente.
5.3.3 — Teor de Cobre

O elemento essencial cobre foi quantificado em presenca e auséncia
(controle) de EDTA-Pb 0,5 mM durante 7 e 14 dias nas raizes, colmos e folhas dos
genoétipos de milho, Zea mays L. (5033 e 5011). A presenca de cobre ndo foi detectada

em nenhum dos trés 6rgaos analisados para ambos os genotipos.
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Figura 8 - Teores de zinco nos genétipos de Zea mays L. submetidos ou ndo a EDTA — Pb 0,5 mM
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Legenda:(A) Teor de zinco nas raizes de 5033 com 7 e 14 dias de estresse. (B) Teor de zinco nas raizes
de 5011 com 7 e 14 dias de estresse. (C) Teor de zinco nos colmos de 5033 com 7 e 14 dias de estresse.
(D) Teor de zinco nos colmos de 5011 com 7 e 14 dias de estresse. (E) Teor de zinco nas folhas de 5033
com 7 e 14 dias de estresse. (F) Teor de zinco nas folhas de 5011 com 7 e 14 dias de estresse. O teor de
zinco estd expresso em mg Zn g ' de massa seca e as medidas foram realizadas em ICP-OES com plantas
de 21 e 28 dias submetidas ou ndo a estresse com EDTA-Pb 0,5 mM. A andlise de varidncia de dois
sentidos (two-way ANOVA) seguido pelo teste de Tukey foram realizados para determinacdo de
diferengas estatisticas com P<0,05 e os resultados expressos como desvio padrao das médias (SEM).
Letras minusculas diferentes representam significincia estatistica quando se compara controle e EDTA-
Pb 0,5 mM dentro do mesmo cultivar. Letras maidsculas diferentes representam significancia estatistica
quando se compara controle e EDTA-Pb 0,5 mM entre os dois cultivares. Letras mintsculas ou
maidsculas iguais significam que nio hd diferenca entre as comparagdes, portanto, ndo hd significincia
estatistica.
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5.4 — Parametros Fisiologicos

Os parametros fisiolégicos massa seca (MS), drea foliar (AF), eficiéncia
quantica do PSII (®PSII), taxa de transporte de elétrons no PSII (ETR), taxa
fotossintética liquida (Pn), transpiragdo (E), condutancia estomatica (Gs) e concentragao
intercelular de CO, (Ci) foram avaliados nos gendétipos 5033 e 5011 na presenga ou ndo

de EDTA-Pb 0,5 mM, com 7 e 14 dias de tratamento.

5.4.1 Massa Seca e Area Foliar

A andlise dos parametros de crescimento nos genétipos, 5033 e 5011, foi
avaliada através de medidas de massa seca e drea foliar. As Figuras 9 e 10 mostram as
plantas de Zea mays L. submetidas ou ndo ao tratamento com EDTA-Pb 0,5 mM.

Em raizes de 5033, tratadas com EDTA — Pb 0,5 mM durante 7 dias, os
valores de massa seca foram similares ao controle. Ja as plantas tratadas com chumbo
durante 14 dias apresentaram uma reducdo da massa seca de 61,3% em relacdo ao
controle. Analisando as plantas de 5033 tratadas com EDTA-Pb 0,5 mM durante 14
dias, observou-se um aumento da massa seca de 71 % quando comparado a 7 dias de
tratamento (Figura 11A). Nas raizes de 5011 (Figura 11B), com 7 dias na presenca de
EDTA — Pb 0,5 mM a massa seca foi de 0,474 g sendo semelhante ao grupo controle.
Ja nas plantas tratadas com chumbo durante 14 dias a massa seca das raizes foi de 0,551
correspondendo a uma reducdo de 50 % em relagdo ao controle. Nesse genotipo 0s
valores de massa seca para as plantas tratadas com 7 e 14 dias foram similares (Figura

11B).
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Figuras 9 — Plantas de Zea mays L. com 21 dias submetidas ou néo a estresse com EDTA-Pb 0,5 mM.

Legenda: (A) 5033 na auséncia de EDTA-Pb 0,5mM (B) 5033 na presenca de EDTA-Pb 0,5mM com 7
dias de estresse. (C) 5011 na auséncia de EDTA-Pb 0,5mM (D) 5011 na presenca de EDTA-Pb 0,5mM
com 7 dias de estresse.
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Figuras 10 — Plantas de Zea mays L. com 28 dias submetidas ou ndo a estresse com EDTA-Pb 0,5 mM.

Legenda: (A) 5033 na auséncia de EDTA-Pb 0,5mM (B) 5033 na presenca de EDTA-Pb 0,5mM com 14
dias de estresse. (C) 5011 na auséncia de EDTA-Pb 0,5mM (D) 5011 na presenca de EDTA-Pb 0,5mM
com 14 dias de estresse.
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Figura 11 - Massas secas dos genétipos de Zea mays L., submetidos ou ndo a estresse com EDTA-Pb 0,5

mM..
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Legenda: (A) Massa seca das raizes de 5033 com 7 e 14 dias de estresse. (B) Massa seca das raizes de
5011 com 7 e 14 dias de estresse. (C) Massa seca dos colmos de 5033 com 7 e 14 dias de estresse. (D)
Massa seca dos colmos de 5011 com 7 e 14 dias de estresse. (E) Massa seca das folhas de 5033 com 7 e
14 dias de estresse. (F) Massa seca das folhas de 5011 com 7 e 14 dias de estresse. A massa seca estd
expressa em g e as medidas foram realizadas com plantas de 21 e 28 dias submetidas ou ndo a estresse
com EDTA-Pb 0,5 mM. A andlise de variincia de dois sentidos (two-way ANOVA) seguido pelo teste de
Tukey foram realizados para determinagdo de diferengas estatisticas com P<0,05 e os resultados
expressos como desvio padrdo das médias (SEM). Letras minudsculas diferentes representam significancia
estatistica quando se compara controle e EDTA-Pb 0,5 mM dentro do mesmo cultivar. Letras maidsculas
diferentes representam significancia estatistica quando se compara controle ¢ EDTA-Pb 0,5 mM entre os
dois cultivares. Letras mindsculas ou maidsculas iguais significam que ndo ha diferengca entre as
comparagdes, portanto, ndo hd significancia estatistica.
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Colmos de 5033 (Figura 11C), com 7 dias na presenca de EDTA — Pb 0,5
mM apresentaram um valor de MS de 0,31 g significando um diminuicao de 34 % em
relacdo ao controle. Enquanto que em colmos de plantas tratadas durante 14 dias, o
valor de MS foi de 0,536 g correspondendo a uma reducdo de 63 % em relagdo ao
controle. Analisando as plantas tratadas durantes 14 dias em presenca de EDTA-Pb 0,5
mM, observou-se um aumento na MS de 73% quando comparado a 7 dias de
tratamento. J4 em colmos de 5011 (Figura 11D), com 7 dias de estresse, a MS foi de
0,509 g sendo 46% inferior ao controle. Com 14 dias de estresse, os colmos de 5011
tratados com EDTA — Pb 0,5mM apresentaram MS 71% inferior ao controle. Nesse
gendtipo os valores de MS para as plantas tratadas com 7 e 14 dias foram similares
(Figura 11D). Comparando-se a MS, na presenca de EDTA-Pb 0,5 mM nos dois
genotipos, os valores encontrados para 5011 foram 64 % e 25 % maiores que os obtidos
em 5033 para 7 e 14, respectivamente.
Folhas de 5033 (Figura 11E), tratadas com chumbo durante 7 dias apresentaram
MS de 0,701 g significando um redug@o de 50 % em relagdo ao controle. Ja as folhas
de plantas tratadas com chumbo durante 14 dias apresentaram MS de 1,303 g
correspondendo a uma diminui¢@o de 57 % quando comparado ao controle. Analisando
as plantas tratadas com 14 dias em presenca de EDTA-Pb 0,5 mM observou-se um
aumento de 86 % na MS quando comparado a 7 dias de tratamento. Nas folhas de 5011
(Figura 11F), com 7 dias de estresse, o valor de MS foi de 0,741 correspondendo a uma
reducdo de 60% em relacdo ao controle. Com 14 dias de estresse, as folhas de 5011
tratadas com EDTA — Pb 0,5 mM apresentaram MS de 1,437 g revelando uma
diminuicdo de 68% em relacdo ao controle. De forma semelhante a 5033, nas plantas
tratadas com EDTA-Pb 0,5 mM houve um aumento de 94 % na MS em 14 dias quando
comparado a 7 dias. Comparando-se os dois gendtipos quanto a MS nas folhas, os
valores encontrados para 5011 foram similares aos obtidos em 5033 para 7 e 14 dias,

respectivamente.

No tocante a area foliar (AF) as plantas de 5033, com 7 dias de tratamento
apresentaram uma inibi¢ao de 35% em relac@o ao controle, ao passo que com 14 dias de
tratamento a AF foi de 495,830 cm’, correspondendo a uma redugdo de 56% em
comparagdo ao controle. Ao se comparar a AF de 5033 nos diferentes dias de
tratamento, registrou-se um aumento de 98% em 14 dias comparado a 7 dias de

tratamento (Figura 12A).
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Assim como 5033, as folhas de 5011 mostraram uma redugao de 35% em
relac@o ao controle (Figura 12B) com 7 dias de tratamento, apresentando AF de 383,405
cm® J4 com 14 dias a AF do grupo tratado com chumbo foi de 518,19 cm?,
correspondendo a uma inibicdo de 60% em rela¢do ao controle. Comparando os valores
de AF nos diferentes dias de tratamento com chumbo em 5011, constatou-se um

aumento de 35% em 14 dias com relagdo a 7 dias, mas sem diferenca estatistica.

Comparando se AF de 7 dias de tratamento com chumbo dos dois genétipos,
observou-se que nas folhas de 5011 a AF foi 53% maior que a de 5033. J4 com 14 dias

a AF nos dois genotipos foi semelhante.
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Figura 12 - Area foliar dos genétipos de Zea mays L., submetidos ou nio a estresse com
EDTA-Pb 0,5
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Legenda: (A) Area foliar das plantas de 5033 com 7 e 14 dias de estresse. (B) Area foliar das plantas de e
5011 com 7 e 14 dias de estresse. A drea foliar estd expressa em cm” e as medidas foram realizadas com
plantas de 21 e 28 dias submetidas ou nio a estresse com EDTA-Pb 0,5 mM. A andlise de variancia de
dois sentidos (two-way ANOVA) seguido pelo teste de Tukey foram realizados para determinagio de
diferencas estatisticas com P<0,05 e os resultados expressos como desvio padrao das médias (SEM).
Letras minusculas diferentes representam significincia estatistica quando se compara controle e EDTA-
Pb 0,5 mM dentro do mesmo cultivar. Letras maidsculas diferentes representam significancia estatistica
quando se compara controle e EDTA-Pb 0,5 mM entre os dois cultivares. Letras minudsculas ou
maidsculas iguais significam que ndo ha diferenga entre as comparagdes, portanto, ndo ha significancia
estatistica.

5.4.2 - Eficiéncia Quéntica do PSII (® PSII)

Com 7 dias de tratamento, a eficiéncia quantica do PSII nas plantas de 5033
(Figura 13A) foi de 0,240, representando uma reducdo de 41% em relagdo ao controle.
Ja em 14 dias de tratamento, a @ PSII foi de 0,102, correspondendo a uma redugdo de
70% em relagdo ao controle, com diferenca estatistica. Ao se comparar a ® PSII de
5033 nos dois tempos de tratamento, registrou-se uma inibicdo de 57,5% em 14 dias
comparado a 7 dias de tratamento. Em 5011, com 7 dias de tratamento, a eficiéncia

quantica do PSII (Figura 13B) exibiu valor de 0,163, uma inibicdo de 60% em relacao
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ao controle. Em 14 dias de tratamento, a @ PSII de 5011 foi de 0,17, representando uma
reducdo 47% em relacdo ao seu respectivo controle. A @ PSII em 5011 nos diferentes

dias de tratamento, 7 e 14 dias, foram similares.

Ao se comparar a @ PSII de 7 dias de tratamento com chumbo dos dois
gendtipos, observou-se que a eficiéncia quantica de 5033 foi 47% maior que a de 5011.

Ja com 14 dias de tratamento, a @ PSII de 5011 foi 66% maior que a de 5033.
5.4.3 — Taxa de Transporte de Elétrons no PSII (ETR)

No gendtipo 5033, em 7 dias de tratamento, a taxa de transporte de elétrons
no PSII (Figura 13C) foi de 105,116 pmol m™ s, correspondendo a uma reducdo de
41% em relacdo ao controle. Em 14 dias de tratamento, a ETR foi de 45,107 pmol m?2s
L representando uma inibi¢do de 70% em comparagcdo ao controle. Ao se comparar a
ETR de 5033 nos dois tempos de tratamento, observou-se uma inibicao de 57% em 14
dias comparado a 7 dias de tratamento. Em 5011, com 7 dias de tratamento, a taxa de
transporte de elétrons no PSII (Figura 13D) mostrou valor de 71,406 pmol m? s,
representando uma inibi¢do de 60% em relacdo ao controle. Em 14 dias de tratamento, a
ETR de 5011 foi de 74,830 pmol m> s'l, mostrando uma reducdo de 47% em

comparacao ao controle. Nesse gendtipo os valores de ETR para as plantas tratadas com

7 e 14 dias foram similares.

Ao se comparar a ETR nos dois genodtipos com 7 dias de tratamento, 5033
revelou ter ETR 47% maior que a de 5011. J4 com 14 dias de tratamento, a ETR de
5011 foi 66% maior que a de 5033.

5.4.4 Taxa Fotossintética liquida (Pn)

Em 5033, com 7 dias de tratamento, a taxa fotossintética (Pn) (Figura 13E)
foi de 22,214 pmol de CO, m™s™, correspondendo a uma reducdo de 42% em relagio
ao controle. Em 14 dias de tratamento, a Pn foi de 9,896 umol de CO, m™ s‘],
representando uma inibi¢do de 71% em comparacdo ao controle. Ao se comparar a Pn
de 5033 nos dois tempos de tratamento, observou-se uma inibi¢do de 56% em 14 dias
comparado a 7 dias de tratamento. Em 5011, com 7 dias de tratamento (Figura 13F), a
Pn mostrou valor de 19,371 umol de CO, m> s'l, correspondendo a uma inibi¢do de

54% em relacdo ao controle. Em 14 dias de tratamento, a taxa fotossintética de 5011 foi

de 14,264 pmol de CO, m™? s, mostrando uma reducdo de 53% em comparagdo ao
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controle. Ao se comparar a Pn de 5011 nos diferentes dias de tratamento, verificou-se
uma inibi¢do de 27% em 14 dias comparado a 7 dias de tratamento, mas sem diferenca
estatistica. J4 a taxa fotossintética nos dois gendtipos com 7 dias de tratamento, revelou
que o valor de Pn para 5033 foi 14% maior que a de 5011 enquanto que com 14 dias de

tratamento, a taxa fotossintética de 5011 foi 44% maior que a de 5033.

Figura 13 — Eficiéncia quantica do PSII, taxa de transporte de elétrons no PSII e taxa fotossintética
liquida dos genétipos de Zea mays L. submetidos ou ndo a estresse com EDTA-Pb 0,5 mM..
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Legenda: (A) Eficiéncia quantica do PSII em 5033 com 7 e 14 dias de estresse. (B) Efici€ncia quantica
do PSIT em 5011 com 7 e 14 dias de estresse. (C) Taxa de transporte de elétrons no PSII em 5033 com 7
e 14 dias de estresse. (D) Taxa de transporte de elétrons no PSII em 5011 com 7 e 14 dias de estresse. (E)
Taxa fotossintética liquida em 5033 com 7 e 14 dias de estresse. (F) Taxa fotossintética liquida em 5011
com 7 e 14 dias de estresse. As medidas foram realizadas com plantas de 21 e 28 dias submetidas ou ndo
a estresse com EDTA-Pb 0,5 mM. A andlise de variincia de dois sentidos (two-way ANOVA) seguido
pelo teste de Tukey foram realizados para determinagdo de diferengas estatisticas com P<0,05 e os
resultados expressos como desvio padrao das médias (SEM). Letras minudsculas diferentes representam
significancia estatistica quando se compara controle e EDTA-Pb 0,5 mM dentro do mesmo cultivar.
Letras maiusculas diferentes representam significancia estatistica quando se compara controle e EDTA-
Pb 0,5 mM entre os dois cultivares. Letras mindsculas ou maidsculas iguais significam que ndo ha
diferenca entre as comparagdes, portanto, ndo ha significancia estatistica.
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5.4.5 Transpiracdo (E)

Em 5033, com 7 dias de tratamento (Figura 14A), a transpiracao (E) exibiu
valor de 3,637 mmol de H,O m™ s™, representando uma inibi¢do de 38% em relacdo ao
controle. Em 14 dias de tratamento, a E em 5033 foi de 1,472 mmol de H,O m? s'l,
correspondendo a uma inibi¢ao de 51% em comparagdo ao controle. Ao se comparar a
transpiragdo de 5033 nos dois tempos de tratamento, constatou-se uma inibi¢ao de 60%
em 14 dias comparado a 7 dias de tratamento. Em 5011, com 7 dias de tratamento, E
(Figura 14B) exibiu valor de 3,914 mmol de H,0O m? s'l, correspondendo a uma
inibicdo de 32% em relagdo ao controle. Em 14 dias de tratamento, a transpira¢do de
5011 foi de 1,692 mmol de H,O m> s'l, mostrando uma reducdo de 25% em
comparacdo ao controle, contudo sem diferencas estatisticas. Ao se comparar a E de
5011 nos diferentes dias de tratamento, verificou-se uma inibicdo de 57% em 14 dias
comparado a 7 dias. Ja a transpiragdo em 7 dias de tratamento revelou ser similar nos

dois genotipos, enquanto que com 14 dias de tratamento, a transpiracao de 5011 foi

15% maior que a de 5033.
5.4.6 Condutincia Estomdtica (Gs)

Em 5033, com 7 dias de tratamento (Figura 14C), a condutancia estomaética
(Gs) exibiu valor de 0,268 mol de H,O m> s'l, representando inibicdo de 45% em
relacdo ao controle.. Em 14 dias de tratamento, o valor de Gs foi de 0,141 mol de H,O
m? s, correspondendo a uma inibicdo de 58% em comparagdo ao controle. Ao se
comparar a condutincia estomética de 5033 nos dois tempos de tratamento, constatou-se
uma inibi¢do de 48% em 14 dias comparado a 7 dias de tratamento. Em 5011, com 7
dias de tratamento, Gs exibiu valor de 0,206 mol de H,O m?> ! (Figura 14D),
correspondendo a uma inibigdo de 56% em relacdo ao controle. Em 14 dias de
tratamento, a condutancia estomatica de 5011 foi de 0,164 mol de H,O m? s'l,
mostrando uma reducdo de 41% em comparacdo ao controle. Ao se comparar a Gs de
5011 nos diferentes dias de tratamento, verificou-se uma inibicdo de 21% em 14 dias

comparado a 7 dias de tratamento, mas sem diferencas estatisticas.

Ja a condutancia estomdtica em 7 dias de tratamento nos dois gendtipos
revelou que o valor de Gs em 5033 foi 30% maior que o de 5011, enquanto que com 14

dias de tratamento, a Gs de 5011 mostrou valor 16% maior que a de 5033.
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5.4.7 Concentragao Intercelular de CO; (Ci)

Em 5033, com 7 dias de tratamento (Figura 14E), a concentracio
intercelular de CO; (Ci) exibiu valor de 25,602 umol de CO, mol'l, mostrando aumento
de 12% em relagdo ao controle, sem diferencas estatisticas. Em 14 dias de tratamento, o
valor de Ci foi de 261,043 umol de CO, mol'l, correspondendo a um aumento de 37%
em comparagdo ao controle. Ao se comparar a concentragao intercelular de CO, em
5033 nos dois tempos de tratamento, verificou-se um aumento de 920% em 14 dias
comparado a 7 dias. Em 5011, com 7 dias de tratamento (Figura 14F), o valor de Ci foi
de 24,446 pmol de CO, mol! sendo semelhante ao seu controle. Em 14 dias de
tratamento, a concentracio intercelular de CO, em 5011 foi de 267,373 umol de CO,
mol™, mostrando um aumento de 52% em comparacdo ao controle. Ao se comparar a
concentracdo intercelular de CO; de 5011 nos diferentes dias de tratamento, verificou-se
um aumento de 1000% em 14 dias. Comparando-se os dois genétipos a concentracao

intercelular de CO; nas plantas tratadas com 7 e 14 dias foram similares
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Figura 14 - Transpiracio, condutancia estomdtica e concentragdo intercelular de CO, nos gendtipos de
Zea mays L. submetidos ou ndo a estresse com EDTA-Pb 0,5 mM..
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Legenda: (A) Transpiracdo de 5033 com 7 e 14 dias de estresse. (B) Transpiracdo de 5011 com 7 e 14
dias de estresse. (C) Condutancia estomatica de 5033 com 7 e 14 dias de estresse. (D) Condutincia
estomatica de 5011 com 7 e 14 dias de estresse. (E) Concentragao Intercelular de CO, de 5033 com 7 e
14 dias de estresse. (F) Concentragdo Intercelular de CO, de 5011 com 7 e 14 dias de estresse. As
medidas foram realizadas com plantas de 21 e 28 dias submetidas ou ndo a estresse com EDTA-Pb 0,5
mM. A andlise de varidncia de dois sentidos (two-way ANOVA) seguido pelo teste de Tukey foram
realizados para determinacdo de diferengas estatisticas com P<0,05 e os resultados expressos como desvio
padrido das médias (SEM). Letras mintsculas diferentes representam significincia estatistica quando se
compara controle e EDTA-Pb 0,5 mM dentro do mesmo cultivar. Letras maitisculas diferentes
representam significancia estatistica quando se compara controle e EDTA-Pb 0,5 mM entre os dois
cultivares. Letras mintisculas ou maitsculas iguais significam que néo ha diferenga entre as comparacdes,
portanto, ndo hd significancia estatistica.
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5.5 Atividade das ennzimas antioxidante
5.5.1 — Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD em raizes no gen6tipo 5033 (Figura 15A), apds 7 dias
de tratamento com EDTA-Pb 0,5 mM apresentou valor de 73,251 UA mg™' de proteina,
o que corresponde a um aumento de 137% em relacdo a seu controle. Em 14 dias de
tratamento, o valor da atividade da SOD foi de 33,590 UA mg'1 de proteina, mostrando
uma reducdo da atividade de 36% em relacao as raizes do controle. Ao se comparar a
atividade da SOD em 5033 nos diferentes dias de tratamento, verificou-se uma inibicao
de 54% em 14 dias comparado a 7 dias de tratamento. No gendtipo 5011, a atividade da
SOD nas raizes (Figura 15B), apés 7 dias de tratamento com EDTA-Pb 0,5 mM,
mostrou valor de 5,234 UA mg’1 de proteina, representando uma inibi¢cao de 74% em
relacdo ao controle. Com 14 dias de tratamento, o valor da atividade da SOD foi de
6,433 UA mg"' de proteina, constatando-se uma reducdo da atividade de 81% em
relacdo ao controle. Ainda em raizes de 5011, em grupos tratados com EDTA — Pb 0,5
mM, comparando-se a atividades da SOD em 7 e 14 dias, observou-se um aumento na

atividade de 23% em 14 dias com relag@o a 7, mas sem diferenca estatistica.

Ao se comparar a atividade da SOD em raizes com 7 dias de tratamento
com EDTA — Pb 0,5 mM nos dois gendtipos, observou-se que a atividade de 5033 foi
1300% maior que a de 5011. J4 com 14 dias de tratamento, a atividade da SOD em 5033

mostrou valor 422% maior que a de 5011.

Em folhas do genétipo 5033 (Figura 15C), A atividade da SOD ap6s 7 dias
de tratamento com EDTA-Pb 0,5 mM mostrou valor de 7,492 UA mg'1 de proteina, o
que corresponde a um aumento de 135% em relacdo a seu controle. Com 14 dias de
tratamento, o valor da atividade da SOD foi de 22,046 UA mg" de proteina, exibindo
uma reducdo de atividade de 214% em relacdo as folhas do seu controle. Ao se
comparar a atividade da SOD em 5033 nos diferentes dias de tratamento, verificou-se
um aumento de 194% em 14 dias comparado a 7 dias. Em folhas de 5011 (Figura
15D), a atividade da SOD, apés 7 dias de tratamento com EDTA-Pb 0,5 mM. exibiu
valor de 7,962 UA mg™' de proteina, correspondendo a um aumento de 487% em relacio

ao controle.
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Figura 15 — Atividade da SOD nos genétipos de Zea mays L. submetidos ou ndo a estresse com EDTA-

Pb 0,5 mM..
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Legenda: (A) Atividade da SOD nos raizes de 5033 com 7 e 14 dias de estresse. (B) Atividade da SOD
em raizes de 5011 com 7 e 14 dias de estresse. (C) Atividade da SOD nas folhas de 5033 com 7 e 14 dias
de estresse. (D) Atividade da SOD nas folhas de 5011 com 7 e 14 dias de estresse. A atividade da SOD
estd expressa em UA mg"' de proteina e as medidas foram realizadas com plantas de 21 e 28 dias
submetidas ou ndo a estresse com EDTA-Pb 0,5 mM. A andlise de varidncia de dois sentidos (two-way
ANOVA) seguido pelo teste de Tukey foram realizados para determinacdo de diferencas estatisticas com
P<0,05 e os resultados expressos como desvio padrdo das médias (SEM). Letras minudsculas diferentes
representam significancia estatistica quando se compara controle ¢ EDTA-Pb 0,5 mM dentro do mesmo
cultivar. Letras maiusculas diferentes representam significancia estatistica quando se compara controle e
EDTA-Pb 0,5 mM entre os dois cultivares. Letras mintdsculas ou maitsculas iguais significam que ndo ha
diferenca entre as comparagdes, portanto, nao ha significancia estatistica.
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Com 14 dias de tratamento, o valor da atividade da SOD foi de 28,168 UA
mg"' de proteina, constatando-se um aumento da atividade em 237% em relagdo ao
controle. Ainda nas folhas de 5011, em grupos tratados com EDTA — Pb 0,5 mM,
comparando-se a atividades da SOD em 7 e 14 dias, observou-se um aumento na

atividade de 253% em 14 dias com relagcdo a 7.

Nas folhas, comparando - se a atividade da SOD nos dois gendtipos com 7
dias de tratamento com EDTA — Pb 0,5 mM, observou-se que a atividade de 5011 foi
similar a de 5033. Ja com 14 dias de tratamento, a atividade da SOD de 5011 mostrou

valor 28% maior que a de 5033.
5.6.2 — Ascorbato Peroxidase (APX)

Com 7 dias de tratamento com EDTA-Pb 0,5mM, a atividade da APX em
raizes do genétipo 5033 (Figura 16A) exibiu valor de 0,435 umol (mg de proteina)‘1
min™, o que corresponde a uma inibi¢do de 68% em relacdo a seu controle. Com 14 dias
de tratamento, o valor da atividade da APX foi de 0,427 pmol (mg de proteina)” min™,
mostrando uma reducdo de atividade de 22% em relacdo ao controle. Nesse genotipo os
valores da atividade para as plantas tratadas com 7 e 14 dias foram similares. = No
genotipo 5011, a atividade da APX nas raizes (Figura 16B), apos 7 dias de tratamento
com EDTA-Pb 0,5 mM, foi de 0,619 umol (mg de protefna)'1 min'l, representando uma
inibicdo de 47% em relacdo ao controle. Com 14 dias de tratamento, o valor da
atividade da APX foi de 0,269 pmol (mg de protefna)'1 min™', constatando-se uma
reducdo de atividade de 63% em relacdo ao controle. Ainda em raizes de 5011, em
grupos tratados com EDTA — Pb 0,5 mM, comparando-se a atividades da APX em 7 e
14 dias, observou-se uma reducdo de 57% em 14 dias com relacdo a 7. Ao se comparar
a atividade da APX em raizes de 7 dias de tratamento com chumbo nos dois genotipos,
observou-se que os valores de atividade da APX de 5011 foram 43% maiores que os de
5033. Ja com 14 dias de tratamento, a atividade da APX das raizes de 5033 foi 59%

maior que a de 5011.
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Figura 16. Atividade da APX nos genétipos de Zea mays L. submetidos ou ndo a estresse com EDTA-Pb

0,5 mM..
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(A) Atividade da APX em raizes de 5033 com 7 e 14 dias de estresse. (B) Atividade da APX em raizes de
5011 com 7 e 14 dias de estresse. (C) Atividade da APX nas folhas de 5033 com 7 e 14 dias de estresse.
(D) Atividade da APX nas folhas de 5011 com 7 e 14 dias de estresse. A atividade da APX estd expressa
em pmol (mg de proteina)”’ min™' e as medidas foram realizadas com plantas de 21 e 28 dias submetidas
ou ndo a estresse com EDTA-Pb 0,5 mM. A andlise de varidncia de dois sentidos (two-way ANOVA)
seguido pelo teste de Tukey foram realizados para determinacéo de diferengas estatisticas com P<0,05 e
os resultados expressos como desvio padrdo das médias (SEM). Letras mintsculas diferentes representam
significancia estatistica quando se compara controle e EDTA-Pb 0,5 mM dentro do mesmo cultivar.
Letras maiusculas diferentes representam significancia estatistica quando se compara controle e EDTA-
Pb 0,5 mM entre os dois cultivares. Letras mindsculas ou maidsculas iguais significam que ndo ha
diferenca entre as comparacdes, portanto, ndo ha significancia estatistica.
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A atividade da APX em folhas do gendtipo 5033 (Figura 16C) submetidas a
7 dias de tratamento com EDTA-Pb 0,5mM exibiu valor de 0,875 umol (mg de
proteina)’ min™', equivalente a um aumento de 1066% em relagdo a seu controle. Com
14 dias de tratamento em folhas, o valor da atividade da APX foi de 0,499 pmol (mgde
pro‘[eina)'1 min’, representando um aumento de 165% em relacdo ao controle. Ao se
comparar a atividade da APX em 5033 nos diferentes dias de tratamento, verificou-se
uma inibi¢do de 49% em 14 dias comparado a 7. No genétipo 5011, a atividade da
APX nas folhas (Figura 16D), ap6s 7 dias de tratamento com EDTA-Pb 0,5 mM,
mostrou valor de 0,188 umol (mg de protel’na)'1 min™, representando um aumento de
60% em relacdo ao controle. Com 14 dias de tratamento, o valor da atividade da APX
foi de 0,199 pmol (mg de proteina)' min™', constatando-se um aumento de atividade de
129% em relag@o ao controle. Comparando-se a atividades da APX em folhas de 5011
tratadas com EDTA — Pb em 7 e 14 dias, os valores foram similares. Ao se comparar a
atividade da APX em folhas com 7 dias de tratamento, nos dois gendtipos, observou-se
que 5033 foi 365% maior que 5011. J4 com 14 dias de tratamento, a atividade da APX
nas folhas de 5033 foi 125% maior que a de 5011.

5.6.3 — Catalase (CAT)

A atividade da catalase foi avaliada em presenca e auséncia (controle) de
EDTA-Pb 0,5 mM durante 7 e 14 dias nas raizes, colmos e folhas dos gendtipos de
milho, Zea mays L. (5033 e 5011). No entanto tal atividade nado foi detectada em

nenhum dos trés 6rgdos analisados para os dois genotipos.
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5. DISCUSSAO

A concentragdo de chumbo utilizada foi escolhida com base em trabalhos
anteriores de toxicidade do chumbo em milho. Seregin, Shpigun e Ivanov (2004), ao
trabalharem com efeitos e acumulacdo de Cd e Pb em milho, notaram que com 1 e 10
mM de Pb(NOs), a inibi¢c@o era severa em raizes de milho, além de encontrarem varios
tecidos mortos em raizes. Ghani (2010), ao avaliar a toxicidade do chumbo no contetido
de clorofila e nos parametros de crescimento em milho, verificou que 90 uM de
Pb(NOs), (equivalente a 30 ppm) conseguiam inibir a massa seca em 33% e o
comprimento das raizes em 34% no gendtipo Neelam enquanto que no genotipo Deesi,
a MS foi inibida em 25% e o comprimento da raiz em 26%. A concentracdo de 0,5 mM
de Pb(NO3); foi escolhida por representar uma concentragdo de Pb, capaz de evidenciar
a toxicidade do chumbo e também de permitir que a planta conseguisse tolerar ou
sobreviver ao estresse. A adicao de quelantes sintéticos como o EDTA favorece ndo s6
uma maior solubilidade de Pb no solo, como também aumenta sua absor¢do pela raizes
e impede que o chumbo sofra imobilizacio ou complexacdo no xilema ou floema
(SAIFULLAH et al., 2009). Assim, aplicou — se uma concentracdo de EDTA similar
aquela do Pb(NO3),, permitindo quelacdo e maior absor¢do do chumbo pela planta. Hu
et al. (2012) mostraram que plantas dotadas de tolerancia a estresses abidticos (seca e
salinidade)como as xerofitas Salsola passerina L. Bunge e Chenopodium album. podem
exibir também tolerancia a metais pesados como o chumbo. Desse modo, os gendtipos
BRS — 5033, tolerante a salinidade, e BRS — 5011, suscetivel a salinidade (AZEVEDO
NETO et al., 2004), foram escolhidos a fim de se avaliar se ha alguma correlacdo entre

a resisténcia a salinidade e resisténcia a chumbo em plantas.

O conteudo de Pb foi maior nas raizes dos dois genétipos, que nos colmos e
folhas. Isto pode ser explicado principalmente pelo fato da raiz ser a principal barreira
contra a translocacdo de elementos indesejaveis pela planta, como o chumbo e outros
metais pesados sem funcdo bioldgica. A parede celular das células de raizes possuem
mecanismos de defesa especificos contra a translocacdo de metais pesados, como
agentes complexantes, precipitantes, de troca idnica e de efluxos (HU et al., 2012).
Outra possivel explicacdo € que a endoderme das raizes deve funcionar como uma
segunda barreira contra a entrada de metal pesado, sendo as estrias de Caspary o

principal fator limitante da translocacdo de Pb (SHARMA; DUBEY, 2005).
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Os valores de TF e de BCF de ambos os genétipos foram menores que 1.
Isso significa que os gendtipos 5033 e 5011 ndo foram adequados para a fitoextracao,
pois plantas fitoextratoras geralmente apresentam valores de TF e BCF acima de 1. Uma
possivel explicagdo da baixa translocacdo é que, conforme supracitado, a endoderme
das raizes pode agir como uma segunda barreira contra a translocagdo de metal pesado.
Suthar, Memon e Mahmood-Ul-Hassan (2014), ao analisarem a capacidade fitoextratora
de Zea mays L. e Sesbania aculeata, com ou sem o acréscimo de EDTA, verificaram
que os valores de BCF de milho foram todos abaixo de 1, sugerindo que S. aculeata seja

mais propicia a fitoextragdo que o milho.

No tocante ao conteido de Ca em raizes, colmos e folhas nos dois
genotipos, houve uma reducdo da concentracdo deste ion nos grupos tratados com
EDTA —Pb 0,5 mM de 7 para 14 dias. Isso se deve possivelmente ao fato de que os ions
Pb causam disfung¢des tanto por suas caracteristicas fisicas quanto quimicas: o Pb pode
tanto competir com fons Ca®™ em proteinas transportadoras de membrana como inibir a
atividade de canais de célcio dependentes de voltagens (WANG et al., 2007). Além
disso, alguns autores sugerem que a entrada de Pb na planta se deve em parte a canais
de Ca** permedveis (POURRUT et al., 2008; WANG et al., 2007). Estudos realizados
por Doncheva et al. (2013) relataram a comparacdo entre os efeitos de 0.1 mM
Pb(NOs), e 0.1 mM EDTA - Pb em duas espécies de girassois, mostrando que o chumbo
quelatado ou ndo causou disfuncdes nas plantas, como vazamento de eletrdlitos e

também reducdo significativa do conteido de célcio.

A concentracdo de zinco nos dois gendtipos mostrou perfis distintos para
raizes, colmos e folhas. Em raizes de 5011, nos dois tempos, os valores de zinco foram
superiores a 1 mg Zn g’1 raiz. Zinco e chumbo possuem muitas formas de acesso a
célula em comum, como as proteinas membranares H+ - ATPases (OLSEN;
PALMGREN, 2014), proteinas CDF (Cation Diffusion Facilitators) (GUSTIN; ZANIS;
SALT, 2011) e proteinas P;g-ATPases (SMITH; SMITH; ROSENZWEIG, 2014).
Contudo, 0os mecanismos que acarretaram o aumento exacerbado de Zn em raizes de
5011 ainda nao foram elucidados. Embora o Zn seja um cofator enzimético e o segundo
metal de transicdo mais abundante nas plantas, logo apds o ferro, os valores de Zn
encontrados nos dois gendtipos mostraram-se acima dos requeridos pela planta, que se

encontram na faixa de 25 a 150 mg Zn/kg de massa seca, contetidos de Zn acima de 400
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mg caracterizam toxicidade (MALIK et al, 2011). Até entdo, ndo hd trabalhos que

mostrem que o chumbo promove a entrada a de zinco nas plantas.

Quanto a inibicdo do teor de cobre ocasionada por chumbo nos dois
genotipos, nos tecidos e tempos estudados, uma possivel explicacdo seria que cobre e
chumbo estariam competindo pela entrada nas células através de transportadores de
membrana, ou que possivelmente o Pb estaria causando um efluxo do fon Cu, pelo fato
do mesmo também ser bivalente (SEREGIN; SHPIGUN; IVANOV, 2004). A absor¢do
ou o efluxo de fons € dependente da espécie vegetal ou do estresse aplicado (GOPAL;
RIZVT, 2008). Estudos de Seregin e Ivanov (2001) mostraram que o contetdo de Cu em
raizes de milho, arroz e couve foi reduzido na presenca de ions Cd**. Por outro lado,
Paiva et al. (2003) verificou que, em ipé-roxo (Tabebuia impetiginosa) a absorcdo de
Cu®* ndo era inibida por chumbo, mas que o Pb afetava o transporte deste

micronutriente até a parte aérea.

O chumbo inibiu as massas secas de raizes, colmos e folhas e a area foliar
nos dois genétipos, mostrando perfis semelhantes de inibicdo. Embora a raiz,
dependendo da concentracdo de Pb, seja a parte geralmente mais afetada (LIU et al.,
2008), colmos e folhas também mostraram evidente reducdo de massa seca. Uma das
possiveis explicacdes para a reducdo da massa seca e da biomassa em geral pode ser as
disfun¢des nos processos de divisdo e elongacdo celular (MALKOWSKI et al., 2002;
SAMARDAKIEWICZ; WOZNY, 2005; YUCEL et al., 2008) por chumbo. Além disso,
a planta gastaria mais ATP para combater o estresse do que para sua utilizacdo no
crescimento (HU et al., 2012). A quelagdao de Pb com EDTA facilitou o acesso de Pb as
folhas, possivelmente causando inibi¢cdo da sintese de clorofila e reducao da area foliar.
Virios trabalhos relatam a inibicdo de parametros de crescimento em plantas (GHANI,
2010; GOPAL; RIZVI, 2008; GUPTA et al., 2009; HUSSAIN et al., 2013; KOPITTKE
et al., 2007). Ghani et al. (2010) reportaram que a concentragdo de 90uM de Pb(NO3),
(30 ppm) conseguiu inibir a massa seca dos genétipos de Zea mays L. Neelam & Deesi
em 57% e 52%, respectivamente. Gupta et al. (2009) constataram que o genoétipo de
milho BR-3060, com 7 dias de exposicao a 200 uM de Pb(NOs3), sofreu inibi¢do da
massa seca de 40% quando comparado a seu controle. Hussain et al. (2013) constataram
que plantulas de Zea mays L. tiveram as massas secas de raizes e partes aéreas inibidas

em 70 e 90%, respectivamente, numa solu¢cdo 200 mM de Pb(NOs3),.
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Os parametros fisiologicos eficiéncia quantica do PSII (®PSII), taxa de
transporte de elétrons no PSII (ETR) e taxa fotossintética liquida (Pn) foram inibidos
pelo chumbo de formas distintas nos dois gendtipos. 5033 exibiu maior resisténcia ao
Pb com 7 dias, mas ao fim de 14 teve esses pardmetros foram mais inibidos que em
5011. Por outro lado, 5011 mostrou — se bastante afetado ja com 7 dias, mas ao fim de
14 dias conseguiu tolerar melhor o estresse, ndo exibindo reducdo desses parametros
como 5033. A eficiéncia quantica do PSII representa a efici€ncia na qual a luz absorvida
pelo PSII € usada para redu¢@o da Quinona A (BAKER, 2008). Desse modo, uma das
possiveis explicacOes para a inibicdo deste parametro € uma possivel inibicdo ou
alteracdo das proteinas LHCII ocasionada pelo chumbo. Além disso, uma reducio dos
teores de clorofila também poderia reduzir a eficiéncia quantica do PSII. Kaur et al.
(2010) mostraram que plantas de trigo (Triticum aestivum) submetidas a uma
concentracdo de Pb(NOs), de até 2,5 mM exibiram inibicao de ®PSII de 36% quando
comparadas a seu controle. Hu et al. (2014), ao combinar chuva écida (reducio de pH) e
concentracdes de acetato de chumbo II de 0,3 a 1,5 mM conseguiam inibir a eficiéncia
quantica de plantulas de soja (Glycine max). Wu et al. (2008) demonstraram que
elevadas concentracdes de PbCl, (até 2,5 mM) conseguiram inibir a absor¢do de energia
de excitacdo que seria absorvida por LHCII e transferida ao centro de reagao do PSII em
plantulas de espinafre. Romanowska et al. (2012), por outro lado, mostraram que folhas
de milho tratadas com solucdo de SmM de Pb(NOs3), mostraram a ®PSII pouco afetada,

com uma inibi¢@o de apenas 8%.

A taxa de transporte de elétrons do PSII (ETR) também foi inibida por
chumbo. Além de estar relacionada com a ®PSII, essa reducdo pode ser explicada pelo
fato do chumbo possivelmente inibir o complexo oxidante da d4gua (WOC) no PSII ou
mesmo o transporte de elétrons da Quinona A para Quinona B, impedindo assim o fluxo
de elétrons no PSII (BELATIK; HOTCHANDANI; CARPENTIER, 2013). Wu et al.
(2008) mostraram que em plantulas de espinafre borrifadas com solugdes de PbCl, até
25 mM a fotorreducdo de DCPIP pelo PSII, e toda a cadeia de transporte de elétrons no
PSII (de H,O a MV) foi fortemente inibida por Pb. Romanowska et al. (2012)
mostraram que em tilacéides de células de bainha de milho o transporte de elétrons da
dgua para um aceptor exégeno (DCPIP) foi inibido por Pb, e ao aplicar um doador de

elétrons exogeno (DPC) para o DCPIP, verificaram que o transporte de elétrons era
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aumentado, sugerindo que o o transporte de elétrons seja inibido por chumbo no lado

doador de elétrons do PSII, o WOC.

A taxa fotossintética (Pn) também apresentou inibi¢cdo considerdvel nos
dois genétipos. Possiveis explicacdes para estes resultados sdo semelhantes as
explicacdes das inibicbes da ®PSII e do ETR por chumbo, acarretando uma
consequente inibicdo deste parametro (Pn). Stanislawska-Glubiak, Korzeniowska e
Kocon (2014) mostraram que plantas de milho em solos contendo metais pesados,
dentre eles Pb 10uM, apresentavam uma reduc¢do da Pn de até 45% em relacdo ao
controle. Romanowska et al. (2006) mostrou que, plantas de ervilha tratadas com 5 mM
de Pb(NOs),, em alta e baixa luminosidade, mostravam inibi¢des da Pn de 60% e 80%,
respectivamente. Por outro lado, Parys et al. (2014) relataram que folhas de Armeria
maritima em béqueres contendo de 10 a 20 mM de Pb(NO3), mostravam uma inibicao

daPnde 12%.

A condutancia estomdtica (Gs) foi inibida pelo chumbo. Isso se deve
possivelmente a reducdo dos tamanhos das células estomatais, assim como um possivel
acumulo de ABA nestas células (PARYS et al., 1998), fazendo com que o horménio se
ligue a seus receptores e cause o fechamento dos estomatos, reduzindo assim sua
condutancia. Outra possivel explicacdo seria que o Pb, nas células estomatais, causaria
uma disfuncdo nas aquaporinas ou canais de ions responsdveis pelo movimento
estomatal (YANG; ZHANG; WANG, 2004). Kosobrukhov, Knyazeva e Mudrik (2004)
relataram que Plantago major L. tratadas com concentragdes de Pb de 2,25 ¢ 9 mM
mostravam inibi¢do da condutancia estomatica de 27% e 40%, respectivamente. Pereira
et al. (2014) mostraram que, plantas de aguapé (Eichhornia crassipes) submetidas a
concentragdes de Pb até 4 mg/L. mostravam redugdo de Gs de até 50% comparadas a seu
controle. Por outro lado, Rodriguez et al. (2014) mostraram que plantas de ervilha
(Pisum sativum) sob concentragdes de Pb a 500 e 1000 mg/L exibiram inibi¢cdes da

condutancia estomatica, de 9% e 15%, respectivamente.

A transpiracdo também foi inibida por acdo do chumbo. Isso pode ser
explicado pela inibi¢do da condutancia estomdtica: uma vez que a abertura dos
estOmatos estd comprometida, a troca gasosa seria consequentemente inibida. Rodriguez
et al. (2014) em plantas de ervilha (Pisum sativum) sob concentracdes de Pb a 500 e

1000 mg/L exibiram inibi¢des da transpiracao de 16% e 27%, respectivamente. Rossatto
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et al. (2012) mostraram que, em Pluchea sagittalis, concentracdes de Pb de 200 uM e
600 uM conseguiram inibir a transpiracdo em até 32%, mas curiosamente em 400 uM e
1000 uM a inibicdo foi de 22%. Pereira et al. (2014) por outro lado, relataram que
plantas de aguapé em solucdes de Pb de até 4 mg/LL mostraram aumento da transpiragdo

de 10%.

A concentracdo intercelular de CO, (Ci), com inibi¢cdes da condutancia
estomdtica e transpiracdo celular, tenderia a diminuir. Contudo, neste trabalho, a
concentracdo intercelular de CO, foi aumentada por acdo do Pb. Uma possivel
explicacdo para isso seria que a inibicdo causada por chumbo € de natureza bioquimica,
pois este possivelmente estaria inibindo a capacidade carboxildsica da Rubisco,
impedindo assim a fixacdo de CO, para a biossintese de acticares e consequentemente
aumentando a concentragdo do gis na célula estomdtica (POURRUT et al., 2011).
Kosobrukhov, Knyazeva e Mudrik (2004) constataram inibicdo na taxa fotossintética
(Pn) e na eficiéncia da carboxilacdo da Rubisco por Pb de 27% e 38%, respectivamente.
Pereira et al. (2014) também registraram um aumento da concentracdo intercelular de
CO; em aguapé que se manteve constante em altas concentracdes de Pb. Rodriguez et
al. (2014) mostraram que, em 1 g/L. de Pb, plantas de ervilha mostravam Ci 10% maior

que as plantas controle.

No tocante a atividade das enzimas antioxidantes, a superéxido dismutase
constitui a primeira linha de defesa contra as EROs, visto que seu substrato € o ion
superdxido, uma das mais potentes formas de espécies reativas de oxigénio(GILL;
TUTEIJA, 2010). A atividade da SOD decaiu com o passar do tempo em raizes, mas em
folhas, ela tendeu a aumentar. Isso pode ser explicado pelo excesso de chumbo
detectado nas raizes uma vez que todos os cofatores da SOD sdo fons bivalentes que
competir com o chumbo (Cu, Fe, Mn e Zn) e, ou mesmo o aumento excessivo na
concentracdo de Zn nas raizes. Contudo, em folhas, a SOD em ambos os genétipos
conseguiu exibir aumento de sua atividade nos dois tempos corroborando com a ideia de
que o excesso de chumbo afeta a atividade enzimética da SOD. Isso pode ser explicado
pelo fato de que, além de ter acumulado bem menos chumbo que a raiz, as folhas
também sao responsdveis por processos essenciais ao crescimento e desenvolvimento
das plantas, como a fotossintese. Assim, a SOD pdde exercer sua fun¢cdo normalmente
nas folhas. Gupta et al. (2009) relataram que, em plantulas de milho tratadas de 0 a 200

uM de Pb(NOs3), , a atividade da SOD foi aumentada tanto em raizes como em folhas.
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Kaur et al. (2012) mostraram que, em raizes de trigo (7. aestivum), a SOD, sob
concentracdo 2,5 mM de Pb(NOs), teve sua atividade aumentada em 223% com relagcdo
a seu controle. Reddy et al. (2005) mostraram resultados opostos aos encontrados para
SOD neste trabalho: plantas de Macrotyloma uniflorum e Cicer arietinum L. cv
Annogiri, mostraram atividade da SOD aumentada gradativamente conforme a
concentracdo de Pb aumentava (até 2 mM de Pb(NOs), em raizes e folhas.

A ascorbato peroxidase € uma enzima com elevada afinidade para o
peréxido e que possui como grupo prostético um grupamento heme. Embora sua
inibicao possa explicada pelo fato do chumbo bloquear a biossintese de seu grupamento
prostético, comprometendo assim, sua funcionalidade, ela ainda representa uma das
principais defesas antioxidantes das plantas. Nos dois gendtipos, em raizes, sua
atividade foi inibida, enquanto que nas folhas sua atividade foi aumentada. Isso
possivelmente se deve ao fato de que a concentracio de chumbo na raiz foi mais
elevada do que na folha, o que acarretaria uma superproducao de EROs ultrapassando a
capacidade antioxidante desta e de outras enzimas antioxidantes agravando os efeitos
téxicos do metal. A APX em folhas mostrou — se eficiente nos dois genétipos mesmo
sob a presenca de Pb. Pereira et al. (2014) mostraram que, tanto raizes como folhas de
aguapé s6 mostravam variacdo na atividade da APX a partir de concentragdes maiores
ou iguais a 2 mg/L de Pb. Em raizes, a atividade da APX foi inibida a partir dessa
concentracdo, e em folhas, aumentada, corroborando com os resultados supracitados.
Singh et al. (2010) ao estudarem o potencial bioacumulador de Najas indica,
verificaram que de 1 a 7 dias, com o aumento das concentracdes de Pb variando de 1
para 10uM, a APX teve sua atividade inibida. Parys et al. (2014) constataram que folhas
excisadas de A. maritima submetidas a concentragdes de Pb de até 20 mM mostraram

reducdo na atividade da APX de até 33%..

A catalase ndo teve atividade detectada em presenga de chumbo. Uma
possivel explicagdo para esse resultado € que como se trata de uma metaloenzima o
chumbo poderd substituir seu cofator ocasionando uma inibicdo de sua atividade
(SHARMA; DUBEY, 2005) ou mesmo que o chumbo estaria inibindo, em milho, tanto
a atividade da CAT diretamente, como inibindo a biossintese de seu grupo prostético

heme (GILL; TUTEJA, 2010)
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CONCLUSAO

O estresse induzido por metais pesados em plantas bem como o potencial

das plantas em fitorremediar o solo ainda sao dados pouco elucidados.

Foram realizadas abordagens fisiol6gicas (medidas de massa seca, drea
foliar, eficiéncia quantica do PSII, taxa de transporte de elétrons do PSII, taxa
fotossintética liquida, condutancia estomatica, transpiracdo e concentracio intercelular
de CO,) e bioquimicas (avaliacao das atividades antioxidante das enzimas SOD, APX e
CAT), afim de se avaliar os efeitos do chumbo em gendtipos de milho ( Zea mays L.)
dotados de diferentes graus de tolerancia a salinidade, sendo BRS-5033 (tolerante)

e BRS-5011(sensivel).

Observou — se perfil diferencial de absor¢do do chumbo. BRS-5011
acumulou pelo menos trés vezes mais chumbo nas suas raizes que o genétipo 5033. O
teor dos fons Célcio, Zinco e Cobre em presenca de chumbo apresentou um perfil
parcialmente diferente entre os genétipoes. Os parametros fisioldgicos avaliados
mostraram parcialmente o mesmo perfil. As atividades das enzimas antioxidantes
apresentaram perfis semelhantes para BRS-5033 e BRS-5011 salvo os valores das
atividades da SOD nas raizes do gendtipo BRS-5033 (7dias) que foram
significativamente maiores. Ambos o0s gendtipos ndo revelaram potencial

fitorremediador.

Apesar dos genotipos estudados serem reconhecidos por apresentarem
diferentes graus de tolerancia ao estresse salino ndo se pode afirmar o mesmo para o

chumbeo.
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