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EPIGRAFE

“Existem muitas hipoteses em ciéncia que
estdo erradas. Isso €é perfeitamente
aceitavel, eles sdo a abertura para achar

as que estao certas”. (Carl Sagan)



RESUMO

EXCESSO DE ESTRONCIO NA FISIOLOGIA DE Pfaffia glomerata
(Spreng.) Pedersen.

AUTORA: CAMILA CAVALHEIRO DA COSTA
ORIENTADOR: FERNANDO TEIXEIRA NICOLOSO

A Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen é uma importante espécie medicinal e tem
sido amplamente utilizada para caracterizar respostas fisiolégicas e bioguimicas em
relacdo ao excesso de diversos metais pesados. Dentre esses, 0 Sr € um metal
comumente encontrado nos solos e em altas concentracbes pode apresentar
potencial nocivo as plantas. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi caracterizar
as respostas bioquimicas e fisiolégicas de dois acessos de Pfaffia glomerata (GD e
JB) submetidos a diferentes concentragdes de estroncio (Sr) (0, 1, 2,5, 5 e 10 mM)
em solugdo nutritiva. As plantas foram multiplicadas in vitro e, posteriormente,
transferidas a um sistema hidrop6nico para aclimatizacdo durante sete dias. ApOs
esse periodo, foram adicionadas as concentracfes de Sr. Apos 21 dias de cultivo
foram avaliados paradmetros de crescimento, bioquimicos de estresse oxidativo e
fotossintéticos. O aumento da concentracdo de Sr reduziu o comprimento da parte
aérea, o numero de folhas, a massa seca de raizes e de hastes apenas do acesso
GD. Os parametros de crescimento de raizes apresentaram diminuicdo no
comprimento, area superficial e volume para ambos os acessos. Na parte aérea, o
acesso GD apresentou maior atividade da SOD e aumento nas concentragdes de
H202 e MDA, mas diminuiu as concentra¢gfes de clorofila a, clorofila b, clorofilas
totais e carotenoides. O acesso JB apresentou aumento nas concentragdes de H202
e MDA na maior concentracdo de Sr e apenas na concentracdo de 2,5 mM de Sr
houve maior acimulo de clorofila a e clorofila b. Nas raizes do acesso GD houve
aumento da atividade da SOD com o aumento da concentracdo de Sr, mas para o
acesso JB houve aumento na atividade da SOD apenas na concentragao de 2,5 mM
de Sr. A concentracdo de H202 aumentou no acesso GD e diminuiu no acesso JB.
Ja a concentracdo de MDA reduziu no acesso GD e para o acesso JB houve
reducdo na concentracdo de 5 mM de Sr. Observou-se também alteracbes no
processo fotossintético do acesso GD, principalmente na maior concentracéo de Sr,
causando reducdo na taxa de assimilacao liquida de CO2, condutancia estomatica,
concentracéo intercelular de COz2, taxa transpiratéria e eficiéncia de carboxilacdo da
rubisco. O acesso GD apresentou as maiores alteragfes nos parametros analisados
e 0 acesso JB se mostrou mais tolerante a altas concentracbes de Sr na solugéo
nutritiva do que o acesso GD, que apresentou severa redugdo de crescimento na
maior concentragao de Sr (10 mM).

Palavras—Chave: Fitorremediacao, Fisiologia, Ginseng brasileiro, Interacdo, Metais
pesados.



ABSTRACT

STRONTIUM EXCESS ON PHYSIOLOGY OF Pfaffia glomerata
(Spreng.) Pedersen.

AUTHOR: CAMILA CAVALHEIRO DA COSTA
ADVISER: FERNANDO TEIXEIRA NICOLOSO

Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen has been widely used to characterize the
physiological and biochemical responses to the excess of various heavy metals, and
also for the use in phytoremediation of areas contaminated by heavy metals. Among
these, Sr is a metal commonly found in soils and that in high concentrations presents
harmful potential to plants.The aimed of this work was characterize two accessions of
Pfaffia glomerata (GD and JB) cultivated in five concentrations of strontium (Sr) (O, 1,
2,5, 5 and 10 mM) in solution nutrion. The plants were multiplied in-vitro culture and
later carried to the hydroponic system and acclimatized in the solution nutrition for
seven days. After this time, concentrations of Sr were added. After 21 days of
culture, growth, biochemical and photossintetic parameters were evaluated. The
increase in Sr concentration reduced shoot lenght, number of leaves, root and stems
dry mass only in the GD acess. The parameters of roots showed decrease in length,
surface area and volume for both acessions. In the shoots, GD access showed
higher SOD activity and increased H202 and MDA concentrations, but decreased
chlorophyll a, chlorophyll b, total chlorophyll and carotenoid concentrations. The JB
access showed an increase in the concentrations of H202 and MDA in the highest
concentration of Sr and only in the concentration of 2,5 mM of Sr there was a greater
accumulation of chlorophyll a and chlorophyll b. In the roots it was observed that in
the GD access increased SOD activity with the increase of the Sr concentration and
for the JB access only in the concentration of 2,5 mM of Sr, an increase in the
concentration of SOD was observed. The H202 concentration increased for the GD
access and decreased in the JB access. The concentration of MDA reduced in the
GD access and for JB access there was a reduction in the concentration of 5 mM of
Sr. It was also observed changes in the photosynthetic process of the GD access,
mainly in the higher concentration of the element, causing reduction in the net
assimilation rate of CO2, stomatal conductance, intercellular CO2 concentration,
transpiratory rate and carboxylation efficiency of rubisco. GD acess showed the
highest changes in the analyzed parameters and the JB access was more tolerant to
high concentrations of Sr in the nutrient solution than the GD access, which showed
a reduction of growth in the highest concentration of Sr (10 mM).

Keywords: Phytoremediation, Physiology, Brazilian Ginseng, Interaction, Heavy
metals.
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1. INTRODUCAO GERAL

O aumento da poluicdo nos ultimos anos tornou os metais pesados uma
preocupacao recorrente aos seres vivos (LIMA et al., 2013). Os metais pesados sao
ions metalicos que normalmente sdo encontrados em baixas concentracées nos
solos (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2011). Essas concentracdes dependem,
principalmente, do material de origem e dos processos de formacao resultantes do
intemperismo e de outros processos pedogenéticos (FADIGAS et al., 2002; KEDE et
al., 2008).

Muitos dos metais pesados que chegam aos seres vivos sao absorvidos por
meio da alimentacdo ou pela agua, e em grandes quantidades podem se tornar
nocivos aos seres vivos (OLIVER, 1997; SCHWANZ et al., 2008). No entanto, nem
todos os metais sdo prejudiciais, alguns sendo essenciais aos seres vivos, tais
como: cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn), cobalto (Co), molibdénio (Mo) e
selénio (Se), enquanto outros, como: arsénio (As), béario (Ba), cadmio (Cd), mercurio
(Hg), chumbo (Pb), estréncio (Sr), titanio (Ti) e uranio (U) ndo apresentam funcdes
conhecidas e, devido as suas caracteristicas, podem apresentar risco efetivo ou
potencial ao meio ambiente, a saude animal e humana e as plantas (AMARAL-
SOBRINHO, 1993; 1998; MOUWERIK et al., 1997).

A introducdo e acumulo de metais como o Sr no meio ambiente pode ocorrer
de diferentes maneiras, tais como: a fertilizacdo dos solos com lodo de esgoto
(LAZO, 2010), a utilizacdo de insumos quimicos agricolas (fertilizantes e pesticidas)
(AVELAR et al., 2011, GUILHERME et al., 2005; MENDES et al., 2010), descarte
inadequado de residuos de metallirgicas e mineradoras (GUPTA; SINHA 2006;
KAVAMURA; ESPOSITO, 2010; LI et al., 2007) e também pelos radionuclideos
provenientes de testes ou acidentes nucleares (DAN et al., 2015). Sendo
intensificados a medida que se aumenta a a¢do antropogénica (COLE et al., 1990)

Diante desse cenario, tem se buscado cada vez mais alternativas para o
tratamento de areas contaminadas, principalmente quando se trata de grandes
extensdes de solos e/ou agua, que necessitam ser removidos ou destruidos, 0 que
se torna impraticavel pelos elevados custos e dificuldades no manejo (BRAGATO,
2006).
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Entre os métodos de biorremediagdo disponiveis, a fitorremediacdo aparece
como uma alternativa pratica, eficiente e de baixo custo. Esse processo consiste na
descontaminacdo de solo ou agua utilizando-se de plantas tolerantes e o
conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas do contaminante (CALGAROTO,
2009; MARQUES et al., 2011; PIRES et al., 2003).

Tendo em vista que nem todas as espécies vegetais desenvolvem-se em
ambientes contaminados, o primeiro passo € a identificacdo das espécies que, além
de apropriadas as condicdes locais, sejam tolerantes ao contaminante (MARQUES
et al.,, 2011), possuindo a habilidade de remové-lo, extrai-lo e/ou mineraliza-lo no
ambiente (PROCOPIO et al., 2009). A eficiéncia do processo de fitorremediacdo é
medida pela reducdo do contaminante no solo ou ha agua em concentracdes abaixo
dos valores de referéncia e tempo requeridos (CUNNINGHAM et al., 1996).

O desenvolvimento das plantas, em geral, é influenciado pela disponibilidade
de nutrientes e pela presenca de metais pesados, onde, alteracdes nesses fatores
refletem diretamente sobre o metabolismo e a producédo de metabdlitos secundarios
(GOBBO NETO; LOPES, 2007). A concentracdo dos nutrientes nas plantas esta
sujeita a fatores internos e externos, como o tipo de solo, a espécie vegetal, o
estadio de maturacdo, o manejo da cultura e clima (McDOWELL et al., 1993) e, além
disso, as concentracbes podem ser alteradas pelas interagbes com outros
elementos, como o aluminio (Al), As, Ba, césio (Cs), ferro (Fe), litio (Li), niquel (Ni),
Pb, rubidio (Rb) e Sr que afetam a absorcdo de outros elementos como calcio (Ca) e
magnésio (Mg) (CHU et al., 2015; KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2011).

O Sr é um elemento naturalmente encontrado na crosta terrestre, pode ser
introduzido por meio da acdo antrépica, aumentando assim as concentracdes
existentes e, apesar de estar presente nos solos, ndo € considerado essencial para
o desenvolvimento das plantas (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2011). O Sr pode
ser encontrado principalmente em rochas igneas maficas, rochas sedimentares
acidas, depdsitos de enxofre, carvao, petréleo, fertilizantes, aguas superficiais e
subterraneas. Nos solos, o Sr estd sob a forma de sais minerais, em niveis que
podem variar bastante (ATSDR, 2004; KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2011,
LAPIDO-LOUREIRO et al., 2000; LAPIDO-LOUREIRO et al., 2008).

Devido ao Sr apresentar caracteristicas quimicas semelhantes a alguns
nutrientes como o Ca, Mg e potassio (K), as plantas acabam por absorver

equivocadamente no lugar desses nutrientes. O excesso de Sr pode causar
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alteracdes fisioldégicas nas plantas, como a formacdo de espécies reativas de
oxigénio e, consequentemente, interferindo no processo fotossintético e na
biossintese das clorofilas, ocasionando reducdo no comprimento da parte aérea,
comprimento de raizes e massa seca de plantas (DEBNATH; MUKHERJI,1982; HE
et al.,, 2012; ISERMANN, 1981; KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2011; LIMA, 2012;
LIMA, 2011; TOSHIHIRO; KENSUKE, 2005; WALLACE, 1971).

A Pfaffia glomerata, ou ginseng brasileiro como é amplamente conhecida, €
uma espécie reconhecida pelas suas caracteristicas medicinais e, por isso, muito
utilizada pela populagéo e industria farmacéutica (MAGALHAES, 2000). Além do uso
como fitoterapico, tem sido muito estudada para o uso como planta fitorremediadora
em éareas contaminadas (CRUVINEL, 2009; OLIVEIRA et al., 2009).
Especificamente, em estudos conduzidos com Pfaffia glomerata submetida a
diferentes metais como o Al, Cd, Pb, prata (Ag), Fe e Zn foi observado que devido a
grande variabilidade genética da espécie, € comum encontrar diferentes niveis de
tolerancia (CARNEIRO et al., 2002; BERNARDY, 2015; FERIGOLO, 2017; KAMADA
et al., 2009; MALDANER et al., 2015; NEIS, 2013; PEREIRA, 2016).

Por isso, uma vez que, a contaminagdo de grandes areas por Sr € provavel, e
associado ao potencial fitoextrator da P. glomerata, se faz necessario a
caracterizacdo dos efeitos do excesso de Sr e a identificacdo da capacidade de
tolerancia de cada acesso, bem como determinar a partir de qual concentracéo o Sr

torna-se limitante para o crescimento dos acessos.

2. PROPOSICOES

2.10BJETIVO GERAL
Caracterizar as alteracdes de parametros de crescimento, fisiologicos e
bioquimicos em plantas de Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen cultivadas na
presenca de estréncio.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

I) Verificar os efeitos do estréncio nos parametros de crescimento (comprimento

da parte aérea, area foliar, nimero de folhas por planta, comprimento de



14

raizes, area superficial radicular, volume de raizes, diametro médio de
raizes, massa seca de folhas, massa seca de hastes, massa seca de
raizes, massa seca total) de plantas de P. glomerata;

II) Verificar os efeitos do estréncio nos parametros bioquimicos (conteddo de
clorofilas a, clorofila b, clorofilas totais, carotenoides, peroxido de
hidrogénio, superoxido dismutase e peroxidacédo lipidica) de plantas de P.
glomerata;

[1I) Verificar os efeitos do estroncio nos parametros de taxa de assimilacéo liquida
de CO:2 (A), condutancia estomética (Gs), concentracdo interna de CO2
(Ci), taxa transpiratéria (E), eficiéncia da carboxilagdo da rubisco (A/Ci) e
eficiéncia do uso da 4gua (EUA) em plantas de P. glomerata;

IV) Distinguir os acessos de P. glomerata (GD e JB) quanto a tolerancia ao

excesso de Sr;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE A ESPECIE Pfaffia glomerata (Spreng.)

Pedersen

O género Pfaffia possui diferentes espécies, as quais pertencem a familia
Amaranthaceae, que sdo muito utilizadas em substituicdo ao Ginseng coreano
(Panax ginseng), o qual pertence a familia Aralidcea. A P. glomerata (Spreng.)
Pedersen é conhecida como ginseng brasileiro devido ao formato de suas raizes.
Dentre os varios nomes como € conhecida estdo: fafia, corongo-sempre-viva,
ginseng brasileiro (devido a semelhanca com o importado), ginseng do Pantanal,
corrente, para-tudo, jacomin-corrente, anador, canela velha e abranda
(MARCHIORETTO, 2008; NASCIMENTO et al., 2007; NICOLOSO et al., 1999;
OLIVEIRA, 1986; RODRIGUES et al., 2000).

A P. glomerata é uma planta nativa e esta distribuida geograficamente por
todo o territério brasileiro e em alguns paises da América do Sul, sendo encontrada
principalmente nas matas ciliares, campos inundaveis e capoeiras
(MARCHIORETTO et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2007; PACHECO et al., 2012;
SIQUEIRA, 1988; SMITH; DOWNS, 1998). No Brasil sdo encontradas cerca de 21
espécies de Pfaffia, dentre elas, as mais estudadas sdo a Pfaffia glomerata
(Spreng.) Pedersen e a Pfaffia paniculata (Mart.)) Kuntze (OLIVEIRA, 1986;
SIQUEIRA, 1988). A espécie P. glomerata € caracterizada por ser um arbusto
perene de aproximadamente 2,0 m de altura (MARCHIORETTO et al., 2010;
OLIVEIRA, 2012) e raizes de formatos variados, que lembram formas humanoides.
A espécie ainda se distingue por apresentar grande adaptabilidade e rapido
crescimento, desenvolvendo-se melhor em regides com temperaturas elevadas
(GOSMANN et al., 2003; VIGO et al., 2004).

No Brasil, € comum o uso de plantas com propriedades medicinais como
alternativa para o tratamento de diversas enfermidades. Com essa finalidade, a P.
glomerata tem sido muito explorada devido ao grande potencial medicinal como
analgésico, antioxidante, ténico, afrodisiaco, para a diabetes, afec¢ces dos sistemas

digestivo, tratamento de doencas cancerigenas e também para melhorar a memaria
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(CORREA et al., 2002; MONTANARI JUNIOR, 2005; MAGALHAES, 2000;
MONTEIRO et al., 2012; NETO et al., 2005; OLIVEIRA et al., 1980; OTOFUJI, 2005;
POTT; POTT, 2007; TESKE; SOUZA et al., 2005; TRENTINI, 2001). Para extracédo
dos fitoterapicos sao utilizadas tanto as folhas quanto as raizes. Porém, as
propriedades farmacoldgicas séo atribuidas principalmente as raizes (MONTANARI
JUNIOR et al., 1999; OLIVEIRA, 1986; RODRIGUES et al., 2000).

Em razdo da ampla aplicagdo da P. glomerata para tratamento de doengas
tem crescido o interesse pela industria farmacéutica em isolar os principios ativos
para producdo de fitoterapicos (RATES; GOSMANN, 2002). Além disso, outro
potencial da espécie P. glomerata é o uso destas plantas na fitorremediacdo de
areas contaminadas. Tal interesse tem crescido em virtude da sua capacidade
fitoextratora e também pela moderada tolerancia que a mesma apresenta por metais
pesados (BERNARDY et al., 2016; NEIS, 2013; PIRES et al., 2003).

3.2 FITORREMEDIACAO E A Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen

A fitorremediacé@o é o uso de plantas com intuito de extrair, reduzir, conter ou
imobilizar ions metalicos, que sdo potencialmente poluidores do solo ou da agua
(AMADO; CHAVES-FILHO, 2015; NASCIMENTO et al., 2009; OLIVEIRA et al.,
2009). A identificacdo de plantas que apresentem tolerancia as altas concentracées
de metais pesados, e que sejam capazes de sobreviver e acumular ions metalicos
apesar dos sintomas de fitotoxidade, sdo essenciais para a ampla utilizacdo da
fitorremediacdo (AMADO; CHAVES-FILHO, 2015). Além dos beneficios com a
remocdo dos contaminantes, 0 uso de espécies vegetais tem auxiliado na
reabilitacdo de areas degradadas, protecdo dos solos a erosdo hidrica e edlica, e a
diminuir a lixiviagado dos contaminantes (ANDRADE et al., 2007).

Esta tecnologia € relativamente pouco explorada, apesar de apresentar
grandes potencialidades de aplicagdo. Tanto no Brasil, quanto em outros paises,
existem solos contaminados que necessitam ser tratados (NASCIMENTO et al.,
2009; RIBEIRO-FILHO et al.,, 2001). E, no geral, as técnicas convencionais
requerem grandes investimentos, pois normalmente € necessaria a utilizacdo de
escavacao, incineragdo, extracdo com solvente e oxido-reducdo, o que tornam as
técnicas convencionais praticamente inviaveis (ASSUNCAO; ROHLFS, 2012;

OLIVEIRA et al., 2009). Ja a fitorremediacao tem sido considerada viavel pelo baixo
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custo, eficiéncia na descontaminacéo, possibilidade de aplicagdo em grandes areas
e capacidade de remediar diferentes tipos de contaminantes ao mesmo tempo
(PIRES et al., 2003; VASCONCELOS et al., 2012) como explosivos, pesticidas,
solventes, oOleo cru, hidrocarbonetos e metais (EPA, 2005). No entanto, apresenta
como fator limitante para sua ampla utilizacdo o crescimento das raizes, uma vez
que, € necessario o contato das raizes com 0 contaminante para que sejam
absorvidos (SILVA, 2016; SINGH, JAIN, 2003).

3.3PROPRIEDADES E DISTRIBUICAO DO ESTRONCIO

Os elementos traco ou metais pesados sdo ions metalicos encontrados
normalmente em concentracdes muito baixas nos solos, plantas, tecidos ou aguas
subterraneas (DUFFUS, 2002; KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001). Muitos desses
aparecem em concentracdes muito baixas, chegando em alguns casos o0s solos
apresentarem concentracfes de ions ndo essenciais superiores a dos dos ions
essenciais (TYLER; OLSSON, 2001, a, b). Sendo assim, o material de origem sobre
o qual este solo se formou, bem como a composi¢éo e o processo de formacgao, sao
componentes fundamentais para a determinar a quantidade de metais pesados
presente (FADIGAS et al., 2002).

Dentre os metais pesados encontrados nos solos, o estrébncio (Sr) é
encontrado em dois estados de oxidacdo ° e *?, mas em condigcGes ambientais
normais, apenas o estado de oxidacdo *? é estavel (ATSDR, 2004; KABATA-
PENDIAS; PENDIAS, 2011; MOUDRAKOVSKI, 2013). Na natureza, é encontrado na
forma mineral de celestita (SrSO4) e estroncianita (SrCOs), e ainda pode estar
associado a alguns minerais de silicatos como impurezas. O elemento € precipitado
na forma de sulfatos e carbonatos, e por ndo ser muito mével no solo, é fortemente
adsorvido por argilas (USGS, 2015). A disponibilidade de Sr nos solos é afetada pelo
pH dos solos, altos valores de capacidade de troca de cations (CTC), teor de matéria
organica e célcio (Ca) permutavel, pois em solos acidos o Sr torna-se mais
disponivel, o que pode acabar favorecendo com que ele seja lixiviado pelo perfil do
solo ou absorvido pelas plantas. Em solos calcarios ou com alta matéria organica, o
Sr tende a permanecer concentrado nas camadas superficiais (GUILHERME et al.,
2005; TSIALTAS et al., 2003).
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O Sr presente na natureza ndo é radioativo. Segundo a Agency for Toxic
Substances and Disease Registry - ATSDR (ATSDR, 2004) ele existe em quatro
formas estaveis (isétopos): 84Sr, 86Sr, 8/Sr, 88Sr e apenas o0 2°Sr é radioativo. O %0Sr
apresenta uma meia vida em torno de 28 anos no meio ambiente, e se origina da
fissdo nuclear do 23%%uranio (**°U) e do 23°chumbo (**°Pb), podendo se formar
também nas explos6es de bombas atdmicas e acidentes nucleares. O Sr é
classificado na tabela peridédica como metal alcalino terroso, e juntamente com ele
estdo o Ca, magnésio (Mg), radio (Ra) e o berilio (Be). O Sr é também o menos
abundante desses metais na crosta terrestre sendo tdo abundante quanto o cloro e o
enxofre (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2011).

Naturalmente, a atividade agricola causa diminuicdo dos teores dos minerais
nos solos, requerendo que esses minerais sejam repostos através da aplicacédo de
fertilizantes (LUZ et al., 2010). Com a finalidade de repor os nutrientes extraidos
pelas plantas séo utilizados fertilizantes industrializados e fertilizantes derivados de
po de rocha (LAPIDO-LOUREIRO; NASCIMENTO, 2009). No entanto, alguns grupos
de rochas que sé&o utilizadas como matéria prima para a fabricacdo desses
fertilizantes, apresentam grande concentracdo de elementos que séo prejudiciais
(VAN STRAATEN, 2007).

Neste contexto, a agcdo antropogénica tem causado aumento significativo da
deposicédo de Sr (COLE et al., 1990), e esse aumento se deve ao crescente uso de
insumos agricolas como lodo de esgoto, fertilizantes fosfatados, calcéario, esterco de
animais e queima de carvao (AVELAR et al. 2011; IPPOLITO; BARBARICK, 2006;
WATTS; HOWE, 2010) e também o descarte inadequado de rejeitos domésticos que
possuem na sua composicdo Sr, sdo fontes em potencial de insercdo desse
elemento no ambiente. O relatério anual da United States Geological Survey (USGS,
2015) relata que nos Estados Unidos (EUA) o Sr é utilizado para fabricacdo de
artefatos para pirotecnia e sinalizadores, imas de ferrite de ceramica, pigmentos,
agentes de enchimento, producédo eletrolitica de zinco, fabricacdo de vidro, fluidos
de perfuracdo para exploracéo, producéo de petréleo e producéo de gas natural.

A respeito da concentracdo encontrada nos fertilizantes, Senesi et al. (1983)
relataram ter encontrado em diferentes formulacfes de nitrato de amoénio, sulfato de
magneésio, sulfato de potassio, superfosfato simples e superfosfato triplo
concentracdes entre 22 e 64 mg kg? de Sr. J& segundo Avelar et al. (2011) em

fertilizantes como o superfosfato simples e superfosfato triplo foram encontradas



19

concentracdes entre 1010 e 24600 mg kg de Sr. Em estudo usando Apatita-Biotita-
Carbonita foi observado que estas rochas apresentavam grandes quantidades de Sr
e Ba em sua composicdo, sendo que estas rochas sdo frequentemente utilizadas
para na fabricacéo de fertilizantes (HEIM et al., 2011). Portanto, o uso frequente de
fertilizantes com quantidades significativas de Sr acarreta na modificacdo da
concentracéo natural dos solos (SENESI et al.,1983).

No contexto mundial a concentragéo de Sr nos solos varia entre 130 e 370 mg
kgl. No entanto, alguns autores relatam que nos solos Europeus essas
concentracdes de Sr chegam a estar em um intervalo entre 8 e 3120 mg kg* na
camada agricultavel (SALMINEN et al., 2005; WATTS; HOWE, 2010). J4 em solos
minerais do norte da Noruega, Myrvang et al. (2016) encontraram concentracdes em
torno de 320 a 1300 mg de Sr kg 2.

No entanto, no Brasil, encontram-se poucos dados referentes as
concentragdes de Sr presentes nos solos. Em levantamento realizado no estado do
Parand/BR a concentracdo de Sr encontrada foi de 36,95 ppm (LICHT, 2005). Ja no
Rio Grande do Sul, estudos apontaram concentracdes entre 2,89 e 3,05 mg kg? nos
solos de Sédo Francisco de Paula/RS (LICH, 2005) e 87,1 mg kg foi encontrado em
liquens de Frederico Westphalen/RS (FIOREZE; SANTOS, 2013). Sendo assim,
apesar dos solos brasileiros ndo apresentarem altas concentracbes de Sr
(FIOREZE; SANTOS, 2013; LICHT, 2001; PEREZ et al., 1996), deve-se levar em
consideracdo que mais de 50% dos fertilizantes utilizados no Brasil sdo importados,
0 que pode causar a introducao de alguns contaminantes através dos subprodutos
gerados da fabricacdo dos mesmos e isso pode vir a causar problemas futuros (LUZ
et al., 2010).

3.4 EFEITOS DO ESTRONCIO SOBRE SAUDE HUMANA

Os maleficios do Sr a saude humana ocorrem em grande parte devido ao
corpo humano ndo ser capaz de diferenciar isétopos estaveis de isétopos
radioativos. Sendo a absorcéo do is6topo de Sr radioativo altamente toxico, e devido
a sua semelhanca com o Ca, o Sr é absorvido pelo corpo e armazenado nos 0Ssos
no lugar do Ca. O organismo humano, assim como as plantas, ndo é capaz de
identifica-lo com precisdo, tornando-se toxico na forma artificial e cancerigeno nas

exposi¢des prolongadas. A exposi¢cdo pode resultar no enfraquecimento dos 0ssos e



20

ainda causar anemia, cancer, leucemia e impedir a coagulacdo adequada do sangue
(ASTDR, 1999; LICHT, 2001, 2005).

Ainda dentre os efeitos danosos do Sr sobre o organismo humano a ATSDR
(2004) relatou que Sr pode prejudicar o crescimento dos 0ssos em criancas, quando
expostas a altos niveis. E quando presente na forma sollvel, o Sr pode ocasionar
pressao alta, irritagdes no estbmago, problemas respiratorios e diminuicdo no ténus

muscular e também danos nos rins, figado e corag¢do (ATSDR, 1995).

3.5 EFEITOS DO ESTRONCIO NAS PLANTAS

Nos solos sédo encontrados uma grande diversidade de ions, aos quais alguns
apresentam certa similaridade nas caracteristicas fisico-quimicas. Tal similaridade
proporciona que os sitios de absorcdo possam ser ocupados por outros ions
(HOLZSCHUH et al., 2011; KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2011; SILVA et al.,
2013). Sendo assim, apesar da capacidade seletiva da membrana plasmatica,
quando se trata de ions metalicos ou metais pesados essa habilidade torna-se um
tanto limitada, e alguns elementos considerados ndo essenciais sdo absorvidos, e
tornam-se toxicos as plantas (BISSANI et al.,, 2008; EPSTEIN; BLOOM, 2006;
MARSCHENER, 1995; TAIZ; ZEIGER, 2017). Segundo Kabata-Pendias; Pendias
(2011) alguns elementos podem interagir com elementos essenciais, como o0 boro
(B), bario (Ba), cadmio (Cd), cobalto (Co), cromo (Cr), césio (Cs), litio (Li), manganés
(Mn), niquel (Ni), chumbo (Pb), zinco (Zn) e o Sr.

A alta correspondéncia entre Sr/Ca ocorre em toda a cadeia alimentar, sendo
mais pronunciada em plantas (BURTON, 1999). Essa interacdo é causa de diversas
alteracdes nos tecidos vegetais, como foi relatado em plantas de mostarda indiana
(Brassica juncea) cultivadas em solucdo nutritiva contendo altas concentracdes de
Sr. As plantas apresentaram grande eficiéncia na translocacdo e,
consequentemente, maior acumulagdo de Sr nas folhas do que nas raizes,
resultando em menor acumulo de biomassa (SU et al., 2007). Em estudo
desenvolvido por Kabata-Pendias; Pendias (2011) sobre a distribuicdo do Sr nos
tecidos vegetais, foi observado que as regides meristematicas apresentavam maior
concentragcdo em comparacdo aos demais tecidos. As regibes meristematicas

apicais apresentaram concentracdes entre 219-662 mg kg* de Sr, seguida pelas
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folhas com 45-74 mg kg* de Sr, as raizes 1,5-131 mg kg de Sr e os grdos com
apenas 1,5-2,5 mg kg* de Sr. Apesar disso, as informacdes sobre a mobilidade do
Sr nos tecidos vegetais sdo divergentes, como relataram Bukovac; Wittewer (1957),
atribuindo a baixa concentracdo de Sr nas folhas de feijdo a baixa mobilidade do Sr
da raiz para os demais tecidos. Ja Seregin; Kozhevnikova (2004) observaram alta
mobilidade do Sr absorvido pelas raizes de milho, pois grande parte do contetdo
absorvido pelas raizes chegou até a parte aérea.

Nesse contexto, foi observado que plantas de milho cultivadas em
concentragcdes crescentes de Sr sob exposicdo prolongada apresentaram menor
crescimento radicular. O Sr foi encontrado principalmente no apoplasto das raizes,
imobilizado no periciclo, paredes do xilema e folhas, sendo atribuido o menor
crescimento radicular a inibicdo da divisdo celular (SEREGIN; KOZHEVNIKOVA,
2004). O crescimento radicular de trés cultivares de arroz (Oryza sativa L.) também
foi inibido quando o tratamento apresentou concentracdo de 450 uM de Sr, mas
guando acrescentado de Ca e Mg junto ao Sr, o efeito sobre as raizes foi amenizado
(WATANABE; OKADA, 2005). J4 em crista de galo (Amaranthus caudatus Linn.) foi
observado reducdo nos parametros de crescimento, como area foliar, massa fresca,
massa seca, comprimento de parte aérea e comprimento de raizes
(KOZHEVNIKOVA et al.,, 2009). Esses parametros estiveram relacionados a
diminuicdo na concentracdo de clorofilas, carotenoides, acucar sollvel e proteinas.
No entanto, a atividade das enzimas antioxidantes, aminodcidos livres, prolina e
nitrato foliar aumentaram (VENKATACHALAM et al., 2016). Sowa et al. (2014)
observaram que a soja (Glycine max) apresentou grande capacidade de absorver o
Sr, e que em altas concentracfes o0 crescimento, massa fresca de brotos e raizes
foram menores. No entanto, baixas concentracdes de Sr ndo apresentam efeito
toxicos as plantas, podendo até estimular o crescimento das mesmas.

Sobre a intera¢des entre o Ca e Sr, Moyen; Roblin (2010, 2013) relataram que
0 excesso de Sr afetou a fisiologia das plantas de milho, onde houve substituicdo
parcial do Ca e em menor proporcdo do Mg. Desse modo, sugere-se que as
interacOes entre Sr e Ca sdo complexas e, embora eles possam competir entre si,
ainda sdo encontradas informacgfes divergentes sobre a capacidade do Sr em
substituir Ca em fun¢des bioquimicas. Segundo Licht (2001) e Kabata-Pendias;

Pendias (2011) ndo é possivel a substituicdo do Ca pelo Sr. No entanto, Cinco et al.
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(1998) e Boussac et al. (2004) relataram que a substituicdo ocorre, e sua eficiéncia é
comparada a desempenhada pelo Ca.

Entre outras alteracdes causadas pelo excesso de Sr, foi observado que em
plantas de milho (Zea mays L.) houve aumento do teor de Sr intracelular e
translocacdo para as folhas, o que acabou afetando o teor de clorofila a e o
acumulo de Ca e Mg nos tecidos vegetais (MOYEN; ROBLIN, 2010). J& em estudo
desenvolvido por He et al. (2012), foi observado acumulo de cristais de Mg, Sr e Ba
precipitados em conjunto com o Ca em ramos primarios de quatro espécies de
acacia.

A capacidade de acumular o Sr estd intimamente ligada a espécie
estudada, como observaram Myrvang et al. (2016) com diferentes espécies de
gramineas, plantas herbaceas e arbustos. As maiores concentracfes de Sr foram
observadas nas espécies de ervas e as menores concentracdes nas gramineas,
sendo que a variagcdo encontrada nas plantas ficou em torno de 10 a 2300 mg de Sr
kg 1. Isso demostra que essa grande variacdo de concentracdo de Sr entre espécies
pode estar relacionada a capacidade de cada espécie em tolerar a presenca de Sr
(HEIM et al., 2011).

As alteracbes causadas pela presenca do Sr sdo o0 aumento no
comprimento de células diferenciadas e reducdo na divisdo celular. Porém, esse
comportamento ndo é observado na presenca de Ca, diminuindo os efeitos
causados pelo Sr (KOZHEVNIKOVA et al., 2009).
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Artigo | — Respostas fisiologicas de dois acessos de Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen cultivadas em diferentes concentracdes de estroncio.
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4. ARTIGO | — RESPOSTAS FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS DE DOIS
ACESSOS DE Pfaffia glomerata (SPRENG.) PEDERSEN CULTIVADAS EM
DIFERENTES CONCENTRACOES DE ESTRONCIO.

Resumo: A Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen tem se mostrado moderadamente
tolerante ao excesso de metais pesados como cadmio, chumbo, arsénio, mercurio,
cobre e zinco. Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo caracterizar as
respostas bioquimico-fisioldgicas de dois acessos de P. glomerata (GD e JB)
cultivados em cinco concentragdes de estréncio (Sr) (0, 1, 2,5, 5 e 10 mM) em
solucdo nutritiva. As plantas foram multiplicadas in vitro e subsequentemente
transferidas ao sistema hidropdnico, onde foram aclimatadas durante sete dias.
ApOs esse periodo, foram adicionadas as concentracdes de Sr. Apds 21 dias de
cultivo foram avaliados os parametros de crescimento, bioquimicos e fotossintéticos.
O aumento da concentracdo de Sr reduziu o comprimento da parte aérea, 0 nimero
de folhas, acimulo de massa seca de raizes e de hastes. Os parametros radiculares
apresentaram diminuicdo no comprimento, area superficial e volume para ambos o0s
acessos, porém o diametro médio de raizes aumentou em ambos os acessos. Nos
parametros bioquimicos da parte aérea do acesso GD, o aumento da concentracao
de Sr causou maior atividade da SOD e concentracbes de H202 e MDA, mas
diminuiu as concentracdes de clorofila a, clorofila b, clorofilas totais e carotenoides.
Ja para 0 acesso JB, houve apenas aumento das concentracdes de H202 e MDA na
maior concentracdo de Sr, bem como de clorofila b em 2,5 mM de Sr em relacdo ao
controle. Nas raizes do acesso GD o aumento da concentracdo de Sr causou
aumento na atividade da SOD e concentracao de MDA, enquanto H202 apresentou
aumento seguido de uma diminuigdo na maior concentracdo de Sr. E o acesso JB
apresentou maior atividade da SOD apenas em 2,5 mM de Sr, a concentracéo de
H202 diminuiu e de MDA aumentou na maior concentracdo de Sr. O aumento da
concentracdo de Sr causou distlrbios no processo fotossintético do acesso GD,
principalmente na maior concentracdo de Sr, onde a taxa de assimilacdo liquida de
COg2, condutancia estomatica, concentracao intercelular de COz, taxa transpiratéria e
eficiéncia de carboxilagdo da rubisco foram fortemente inibidas. Enquanto o JB
praticamente ndo apresentou alteracdo nessas variaveis com o aumento do Sr. O
acesso JB se mostrou mais tolerante as altas concentracdes de Sr na solucao
nutritiva do que o acesso GD, que apresentou severa reducdo de crescimento na
concentracdo de 10 mM.

Palavras-chave: Estroncio, Crescimento, Fotossintese, Estresse oxidativo.
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4.1INTRODUCAO

As plantas requerem diversos nutrientes minerais para crescer e se
desenvolver, juntamente aos nutrientes presentes na solugdo do solo sé&o
encontrados também outros elementos quimicos ndo essenciais, como € o caso do
estroncio (Sr). Esse elemento tem sua disponibilidade sujeita ao material de origem
dos solos ou pela contaminagcdo ambiental resultante da acg&o antropogénica
(KABATA- PENDIAS, 2004; LIMA et al., 2013). O Sr é conhecido por ser um metal
pesado, comumente encontrado nos solos e nas plantas (ISERMANN, 1981).

A maioria dos trabalhos relacionados com o Sr tem avaliado, principalmente,
a concentracao de Sr presente nos tecidos das plantas cultivadas durante diferentes
periodos de tempo em solos contendo Sr isoladamente ou associado a outros
metais. Muito pouco se sabe sobre os mecanismos de absor¢cdo do Sr, bem como
sobre as alteracdes fisioldgicas nas plantas induzidas pelo excesso de Sr (MOYEN;
ROBLIN, 2010).

A absorcéo do Sr pelas plantas parece ocorrer por transportadores de calcio
(Ca) e magnésio (Mg), devido as suas caracteristicas fisico-quimicas semelhantes a
esses nutrientes (MARSCHNER, 2012). Desse modo, 0 Sr engana a seletividade
das membranas e, assim, é absorvido pelo sistema radicular quando presente no
solo (KABATA-PENDIAS, 2004). A absorgéo de elementos ndo essenciais (metais
pesados) pelas plantas desencadeia uma série de desordens metabdlicas, que
resultam na degeneracdo de organelas, inibicdo da respiracdo e fotossintese,
consequentemente, reducdo do crescimento das plantas (JOHN et al.,, 2009;
KOEPPE, 1981).

A Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen ou ginseng brasileiro € uma planta
bastante conhecida pelos seus efeitos medicinais e uso como fitoterapico
(NASCIMENTO et al., 2007). Além disso, tem sido estudada como uma possivel
alternativa para a fitorremediacdo de areas contaminadas por metais pesados
(SKREBSKY et al., 2008). A fafia € uma espécie nativa amplamente difundida no
territorio brasileiro e apresenta grande variabilidade genética (CORREA JR et al.,
2002; MARCHIORETTO et al.,, 2010; SIQUEIRA, 1988). Este fato lhe confere
também caracteristicas adaptativas diversificadas e, com isso, diferentes niveis de

tolerancia a estresses abidticos, como o causado pelos metais pesados tais como
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Cd, Zn, Hg, Pb, As e Cu (CALGAROTO et al., 2016; GOMES et al., 2013; GUPTA et
al., 2013; BERNARDY et al., 2016; NEIS, 2013; MARQUES, 2007; PEREIRA, 2016;
SILVA et al., 2013).

Estudos sobre as potencialidades toéxicas de metais pesados, bem como a
identificacdo de novas espécies vegetais a serem usadas na recuperacdo de areas
degradadas tem ganhado cada vez mais espagco na pesquisa. Sendo assim, o
objetivo do presente estudo foi caracterizar os efeitos de concentracdes crescentes
de Sr (0, 1, 2,5, 5, 10 mM) nos parametros bioguimico-fisiolégicos de dois acessos

de Pfaffia glomerata.

4.2MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Material vegetal utilizado

Foram utilizados dois acessos de Pfaffia glomerata (GD e JB). O acesso GD é
oriundo da colecdo de plantas medicinais da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD), Dourados, MS, sendo que uma exsicata encontra-se no Herbario
DDMS sob o n® 1951. O acesso JB faz parte do acervo de plantas do Jardim
Botanico da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS, o qual
apresenta uma exsicata no Herbario do Departamento de Biologia da UFSM (SMDB
7606).

4.2.2 Condigdes de cultivo

Os dois acessos (GD e JB) foram propagados em cultivo in vitro através de
segmentos nodais com aproximadamente 1 cm de comprimento, oriundos da regiao
mediana de plantas matrizes. As plantas foram cultivadas em tubos de ensaio (25 x
150 mm) com 10 mL de meio de cultivo MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
acrescido com 0,6% de agar, 30 g L' de sacarose e 0,1 g L' de mio-inositol,
segundo a metodologia descrita por Nicoloso et al. (2001). ApGs a inoculagdo dos
explantes, os tubos de ensaio foram mantidos em sala de crescimento, sob
ambiente controlado, com fotoperiodo de 16 horas de luz, composto de luz artificial
fornecida por lampadas fluorescentes branco-frias, e temperatura de 25 * 1°C,

durante 23 dias. Ap6s esse periodo, as plantas foram submetidas a um periodo de
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aclimatacdo por trés dias sem a vedacdo do tubo de ensaio, na mesma sala de
crescimento. Subsequentemente, as plantas foram transferidas para sistema
hidrop6nico onde foram fixadas em placas de poliestireno e acondicionadas em
baldes plasticos (5L) contendo solucdo nutritiva de Hogland modificada, a qual teve
a seguinte composicdo (em mg L1): 85,31 de N; 7,54 de P; 11,54 de S; 97,64 de Ca;
23,68 de Mg; 104,75 de K; 176,76 de CI; 0,27 de B; 0,05 de Mo; 0,01 de Ni; 0,13 de
Zn; 0,03 de Cu; 0,11 de Mn e 2,68 de Fe (FeSO4/Na-EDTA). Foram colocadas trés
plantas em cada pote de cultivo, constituindo assim uma unidade experimental. Apos
acondicionadas, as plantas passaram por um segundo periodo de aclimatacdo de
sete dias, apos isso, fez-se a troca da solucao nutritiva e a adicdo dos tratamentos
contendo 0, 1, 2,5, 5, e 10 mM de Sr, utilizando-se como fonte o cloreto de estréncio
(SrCl2). O pH foi ajustado para 5,5 + 0.1 a cada dois dias com uma solugéo de HCI
ou NaOH (1 M). A solugéo nutritiva foi trocada a cada sete dias. As plantas foram
mantidas em casa de vegetacdo semi-climatizada durante todo o experimento, ao

qual foi conduzido por 21 dias.

4.2.3 Analise de crescimento e producao de biomassa

Utilizou-se uma planta por repeticdo para avaliagdo do comprimento da parte
aérea, através de régua graduada, e contagem do numero de folhas (NF). Apds,
estas plantas foram seccionadas em folhas, hastes e raizes e acondicionadas em
sacos de papel pardo e levadas a estufa a 65° até atingir massa constante, para
posterior pesagem para obtencdo das massas secas de folhas (MSF), de hastes
(MSH), de raizes (MSR) e do total da planta (MST).

A area foliar (AF), comprimento de raizes (CR), area superficial de raizes
(ASR), didametro médio de raizes (DM) e volume de raizes (VR) foram obtidos
através de imagens por scanner. As raizes e as folhas foram suspensas em 0,5 cm
de 4gua em uma bandeja acrilica transparente de 30 x 40 cm? no aparelho scanner
EPSON Expression 11000 equipado com luz adicional TPU. As plantas foram
digitalizadas com ajuste de definicdo de 600 dpi para raizes e 200 dpi para as folhas.
O software WIinRHIZO© Pro 2007 (Regent Instruments, Quebec, Canada) foi
utilizado para analisar as imagens digitalizadas. Cada amostra de raiz foi seca

durante 72 h a 65 °C e pesada para a obtencédo da massa seca (MS) de raiz.
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4.2.4 Parametros bioquimicos

Para anélise bioquimica fez-se a coleta de uma planta de cada repeticdo. As
amostras foram seccionadas em parte aérea e raizes e foram imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer -80°C para

posterior analises.

4.2.4.1 Concentracao de clorofilas e carotenoides

As clorofilas e os carotenoides foram extraidos seguindo o método de
Hiscox e Israeslstam (1979) e calculados com a ajuda da formula de Lichtenthaler
(LICHTENTHALER, 1987). Utilizou-se 0,05 g de material fresco para a
determinacdo. As amostras frescas das folhas foram incubadas a 65°C em
dimetilsulféxido (DMSOQO) até os pigmentos serem completamente removidos. Para a
determinacao da clorofila a, clorofila b e carotenoides, a absorbancia da solugéo foi
medida em 663 e 645 nm e 470 nm, respectivamente, utilizando um
espectrofotdbmetro. A concentracdo dos pigmentos foi expressa em mg g' MF
(massa fresca).

4.2.4.2 Determinacdo da atividade da superdxido dismutase (SOD),
concentracdo de peroxido de hidrogénio (H202) e peroxidacéo lipidica
(espécies reativas ao acido tiobarbiturico - TBARS)

Para determinacao da superoxido dismutase (SOD) foram utilizadas amostras
congeladas contendo 0,5 g de parte aérea e raizes. As amostras de tecidos foram
homogeneizadas utilizando 3 mL de solucéo tampéo de fosfato de sodio 0,05 M (pH
7,8), contendo 1 mM EDTA e 0,5 % Triton X-100. O homogeneizado foi centrifugado
a 13.000 g durante 20 min a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para as avaliagbes de
atividade enzimatica e concentracédo de proteinas sollveis (BRADFORD, 1976; ZHU
et al., 2004).

A atividade da SOD foi avaliada de acordo com o método espectrofotométrico
descrito por Giannopolitis; Ries (1977). Para a reagao, adicionaram-se em tubo de

ensaio 3 mL do mix contendo solucdo tampao de fosfato de potassio 50 mM (pH
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7.8), metionina 13 mM, EDTA 0,1 pM, NBT 75 uM e riboflavina (2 puM). Em seguida
0s tubos foram incubados em lampada fluorescente de 15 Watts durante 15 minutos
sendo entdo realizada a leitura da absorbancia a 560 nm. Por esse método, foi
determinada a inibicdo da reducdo do NBT (p-nitro blue tetrazolium) pelo extrato
enzimatico evitando assim a formacdo do cromoforo. Para efeito de célculo, o
branco da reacao foi considerado como sendo o0s tubos que n&o continham extrato,
exposto e ndo exposto a luz. Uma unidade de atividade enzimatica (U) de SOD foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para obter 50% de inibicdo da
reducdo do NBT pela SOD contida no extrato enzimético. A atividade foi
determinada pelo célculo da quantidade de extrato que inibe 50% da reacdo de NBT
e expressa em U mg proteina.

O peroxido de hidrogénio (H202) foi determinado de acordo com Loreto;
Velikova (2001), sendo que 0,1 g de raizes e parte aérea foram homogeneizadas em
2,0 mL de 0,1% de &cido tricloroacético (TCA) (p/v). Apés, o homogeneizado foi
centrifugado a 12.000 g por 15 min a 4°C e 0,5 mL do sobrenadante foi adicionado
em 0,5 mL de tampao fosfato de potassio (10 mM) (pH 7,0) e 1 mL de KI (1M) e lida
na absorbancia a 390 nm. A concentragdo de H20:2 foi expressa como umol g* MF.

As espécies reativas ao 4cido tiobarbiturico (tbars) na parte aérea e raizes
foram verificadas de acordo com a metodologia do El-moshaty et al. (1993), medindo
os danos celulares através do acumulo de malondialdeido (MDA) como produto final
da peroxidacdo lipidica, pela reacdo com &cido tiobarbitarico (TBA). Foi
homogeneizado 0,5 g de amostra em 4,0 mL de tampao fosfato citrato TFK 0,2 M pH
6,5, apds as amostras foram centrifugados em centrifuga refrigerada a 4°C durante
15 min, 20000 g. Para a determinacdo de tbars, aliquotas 1,5 mL da fracdo do
sobrenadante foi adicionado a um volume igual de &cido tiobarbitarico (TBA) 0,5%
(p/v) e acido tricloroacético (TCA) 20% (p/v) e incubadas em banho-maria a 95°C por
40 minutos. A reacdo foi paralisada em banho de gelo por 15 minutos. Apés
centrifugacéo a 10000 g durante 5 min, em seguida foi determinada a absorbancia a
532 nm, descontando-se a absorbancia inespecifica a 600 nm. A concentragdo de

MDA foi calculada e os resultados expressos em nmol MDA mg* proteina.

425 Parametros fotossintéticos
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As avaliacbes de trocas gasosas foram realizadas na primeira folha
completamente expandida de cinco plantas por tratamento aos 21 dias de cultivo.
Utilizou-se o medidor portétil Infra Red Gas Analyzer (IRGA), marca LI-COR, modelo
LI-6400 XT, utilizando uma radiagdo fotossintética de 1500 pymol m™=2 s e
concentracédo de CO2 de 400 ymol mol?. As leituras foram realizadas entre as 8 e 11
horas da manha. Foram determinadas a taxa fotossintética (A - umol CO2 m2 s1),
condutancia estomatica (Gs - mol H20 m2 s1), concentragdo interna de CO2 (Ci -
umol CO2 mol?) e taxa transpiratéria (E - mmol H20 m s1). A eficiéncia do uso da
agua (EUA) foi obtida pela relagédo entre quantidade de CO: fixado pela fotossintese
e quantidade de agua transpirada. A eficiéncia da carboxilagdo da rubisco (A/Ci)
obtida pela relacdo entre quantidade de CO: fixado pela fotossintese e a

concentracéo interna de COo..

4.2.6 Anélise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, os tratamentos
foram arranjados em esquema bifatorial 2X5, com 4 repeticdes de 3 plantas cada.
Verificou-se a normalidade da distribuicdo dos erros através do teste de Anderson-
Darling e a homogeneidade das variancias dos erros através do teste de Bartlett
(ESTATCAMP, 2012). Apéds, atendido a estes pressupostos, fez-se a analise de
variancia e teste de tukey para os acessos e analise de regressao para as diferentes
concentragdes (SISVAR/ verséo 5.6) (FERREIRA, 2011).

4.3RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Crescimento e producado de biomassa

O acesso GD apresentou diminui¢do linear do comprimento da parte aérea
(CPA) com diminuicdo de 56% na maior concentragdo de Sr, em relacdo ao
tratamento controle (0 mM). Entretanto, o acesso JB ndo apresentou diferenca no
comprimento da parte aérea em funcdo da variagdo das concentracdes de Sr
utilizadas (Figura 1A).

A érea foliar (AF) e o numero de folhas (NF) do acesso GD diminuiram,

respectivamente, em 80% e 31% na presenc¢a da maior concentracdo de Sr, quando
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comparado ao tratamento controle. Para o acesso JB, ndo houve efeito na variagao
das concentracdes de Sr utilizadas (Figura 1C).

No acesso GD, o aumento da concentracdo de Sr causou diminuicdo das
massas secas de folhas (MSF), de hastes (MSH), de raizes (MSR) e do total das
plantas (MST), sendo que na maior concentracdo de Sr (10 mM) houve reducao
nesses parametros em 50%, 74%, 81% e 60%, respectivamente, em comparagao ao
tratamento controle (Figura 2A, 2B, 2C, 2D e 1B). J& para o acesso JB, em geral, o
aumento da concentracdo de Sr ndo reduziu as variaveis MSF, MSH, MSR e MST
(Figura 2A, 2B, 2C, 2D e 1B).

Os acessos diferiram significativamente entre si em varios parametros de
crescimento. O GD, em geral, apresentou maior CPA, MSF, MSH, MSR, MST e AF,
guando comparado ao acesso JB. No entanto, na maior concentracao de Sr (10 mM)
a MST, MSH, NF e AF foram significativamente menores no GD em relagéo ao JB
(Figura 2D, 2C, 1B e 1C).

Figura 1 — Numero de folhas, comprimento da parte aérea e area foliar das plantas de dois acessos
de Pffafia glomerata (GD e JB) em resposta as concentracdes de Sr (0, 1, 2,5, 5 e 10 mM L) na
solugao nutritiva.
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Figura 2 - Massa seca de folhas, massa seca de hastes, massa seca de raizes e massa seca total
das plantas de dois acessos de Pffafia glomerata (GD e JB) em resposta as concentracdes de Sr (0,
1, 2,5,5 e 10 mM L) na solugéo nutritiva
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Assim como observado no presente estudo, o excesso de Sr causou efeitos
negativos no crescimento de diferentes espécies vegetais, tais como mostarda
indiana (Brassica Juncea), milho (Zea mays), soja (Glycine max) e crista de galo
(Amaranthus caudatus L.) (JOHN et al., 2009; MOYEN; ROBLIN, 2010; CHEN et al.,
2012; VENKATACHALAM et al., 2016). Entretanto, nessas espécies verificou-se que
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em baixas concentragdes de Sr as plantas apresentaram ganho nos parametros de
crescimento, tais como em comprimento da parte aérea e MS. Esse aumento da
biomassa tem sido atribuido ao efeito hormético (JUSSELINO-FILHO, 2002), o qual
representa uma supercompensacdo do crescimento em razdo de um desequilibrio
na homeostase dos tecidos (CALABRESE; BLAIN, 2005). Esse efeito também foi
observado em batata (Solanum tuberosum L.) e espécies arbodreas, onde baixas
concentracbes de Cd e Cu proporcionaram maior crescimento das plantas
(GONCALVES et al., 2009; MARQUES, 2016). A reducdo da biomassa mostra-se
comum quando ocorre fitotoxicidade por metais (BARCELO; POSCHENREIDER,
1990).

4.3.2 Parametros biométricos radiculares

Observou-se que os parametros radiculares, tais como comprimento, area
superficial e volume foram afetados negativamente com o aumento da concentracao
de Sr para o acesso GD, apresentando reducdes de 87%, 84% e 80% na maior
concentracédo (10 mM) em relagcéo ao tratamento controle, respectivamente (Figura
3A, 3B e 3C). O acesso JB também foi afetado negativamente a medida que
aumentaram as concentracdes de Sr, chegando a uma reducéo de 53%, 43% e 30%
nestes parametros. Ja no que se refere ao didmetro médio de raizes, houve
aumento dessa varidvel com o aumento da concentracdo de Sr (Figura 3D). Na
comparagao entre os acessos, em geral, o JB apresentou maior CR, ASR e VR que
0 acesso GD. Ainda cabe salientar que, apesar do acesso JB apresentar decréscimo
nestes parametros, o efeito negativo foi mais pronunciado no acesso GD (Figura 3A,
3B e 3C).
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Figura 3 - Comprimento de raizes (A), area superficial radicular (B), volume de raizes (C) e diametro
médio de raizes (D) em dois acessos de Pfaffia glomerata (GD e JB) cultivadas em solugdo nutritiva
contendo diferentes concentragées de Sr (0, 1, 2,5, 5, 10 mM L),
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A presenca de concentracfes elevadas de metais pesados nos solos estd,
principalmente, relacionada com a inibicdo do comprimento de raizes e ao aumento
do diametro (ARDUINI et al., 1995; SILVA, et al., 2011 b; RUCINSKA et al., 1999). O
Sr se liga fortemente as paredes celulares de plantas cultivadas em solos deficientes
em Ca, sendo que isso pode diminuir a plasticidade da parece celular e,
consequentemente, inibir o crescimento radicular (SEREGIN; KOZHEVNIKOVA,
2003). A inibicdo e reducdo do crescimento radicular é atribuida principalmente a
perturbacdes na divisdo celular (SEREGIN; KOZHEVNIKOVA, 2003; RUCINSKA et

al., 1999), ocasionando diminuicdo no comprimento das raizes, em virtude, a
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reducdo da divisdo celular mitética na zona meristematica (GODBOLD; KENTTNER,
1991). Esta reducdo esta também associada as funcionalidades do Ca dentro dos
tecidos vegetais. Portanto, um bom desenvolvimento do sistema radicular é
dependente do suprimento de Ca (RITCHEY et al., 1982). O Ca € o principal mineral
constituinte da lamela média das paredes celulares (TAIZ; ZEIGER, 2004), e os
pectatos de Ca séo responséaveis pela estabilidade da parede celular (MANFREDINI,
2008), bem como é um mensageiro secundario em vias de transducéo de sinal em
resposta a varios tipos de estresse (PRADO; NATALE, 2004; MARSCHNER, 2012),
tendo papel estrutural crucial (BOSE et al., 2011). Assim, o desbalanceamento na
homeostase do Ca compromete significativamente a alongamento celular e
processos secretores, que acabam cessando dentro de poucas horas, na auséncia
de um fornecimento exdgeno de Ca (MARSCHNER, 2012).

Gomes et al. (2011) relataram que o excesso de metais pesados induz o
espessamento da epiderme radicular, aumentando a capacidade de filtro do tecido e
diminuindo a translocacao de ions. A acumulacdo de metal nas paredes celulares é
um dos mecanismos de destoxicacdo que ocorre nas plantas tolerantes (SEREGIN;
IVANOV, 2001; WOJCIK et al., 2005).

A expansdo da area superficial de raizes estd associada ao maior niumero de
raizes finas, o que sugere maior capacidade de absorcdo de nutrientes e melhor
estado nutricional (TENNANT, 1975). O excesso de Cu proporcionou menor area
superficial radicular (SILVA, et al.,, 2011 b) e reducdo do crescimento de raizes
absorventes (GRAZZIOTTI, 1999). Silva et al. (2010, 2011) relatam que, neste caso,
o metal afeta primeiramente o crescimento radicular em espécies arboreas, efeitos
semelhantes também foram vistos com o Cd (ASLAM et al.,, 2014; CHAVES;
SOUZA, 2014). Sendo assim, plantas que apresentam comprometimento no
desenvolvimento radicular (area superficial e nUmero de raizes), consequentemente,
apresentaram sintomas em outros tecidos, devido ao comprometimento da principal
via de acesso dos nutrientes a planta.

Segundo Seregin; Kozhevnikov (2004), em estudos de curta duragdo com a
germinacdo de sementes de milho, o Sr apresentou efeito inibitério sobre a raiz
primaria, mas nao afetou a ramificacdo das raizes e comprimento dos brotos. Ja em
Brassica juncea L., as altas concentragdes de Sr causaram desordens metabolicas
nas regibes meristematicas (raizes), o que proporcionou reducdo no alongamento

celular e no crescimento das plantas (JOHN et al., 2009). Essa reducédo pode estar
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associada a interacdo entre o Sr e alguns nutrientes, como sugerem Moyen; Roblin
(2013), onde a presenca de Sr causou a reducdo da absorcdo de Ca e Mg pelos
tecidos vegetais. Tal reducao vai afetar a estabilidade das membranas, composicéo
da parede celular, pigmentos fotossintéticos (clorofilas) e a absorcdo de fésforo na
planta (VITTI et al., 2006), tornando-se prejudicial aos tecidos vegetais.

Contudo, o acesso JB mostrou-se mais tolerante ao excesso de Sr que o
acesso GD, indicando possuir mecanismos mais eficientes de tolerancia ao excesso
de Sr. A tolerancia das plantas aos metais pesados pode envolver adaptacdes
bioguimicas, fisiologicas e anatdbmicas (MACEDO; MORRIL, 2008). Essas
adaptacdes podem ocorrer através da compartimentalizacdo (ACCIOLY et al., 2004)
e acumulo dos metais nos vacuolos (TAIZ e ZIEIGER, 2009), controle de pH da
rizosfera (BRACCINI et al.,, 2000; NAVA, 2005), exsudacdo de acidos organicos
(HALL, 2002; SOUZA et al., 2011), quelagao intracelular (HALL, 2002) e excluséo
idbnica (SULTAN; BAZZAZ, 1991; HALL, 2002). Segundo Mazen; Magharaby (1997)
e He et al. (2012) o Sr se acumulou em cristais de oxalato de Ca em todos o0s
tecidos de Eichhornia crassipes e espécies de Acacia. A formacdo de cristais
contendo Ca e Sr é responsavel pela regulacdo de suas concentracfes nos tecidos
e destoxificagéo na planta (HE et al., 2012). Seregin; Kozhevnikov (2004) relataram
que apos 24 h de exposicdo o Sr, esse elemento foi encontrado em todos os tecidos
vegetais de milho, mas principalmente nas raizes, nas paredes celulares e espacos
intercelulares. A acumulacdo de metal nas paredes celulares € um dos mecanismos
de destoxificacdo (SEREGIN; IVANOV, 2001).

4.3.3 Parametros fotossintéticos

No presente trabalho observou-se que o aumento da concentracdo de Sr
ocasionou diminuicao da taxa de assimilacao liquida de CO2 (A) para os acessos GD
e JB (Figura 4A). A maior concentracdo de Sr utilizada (10 mM) reduziu em 36% e
12% a A, em relacao ao controle para o GD e JB, respectivamente.

Em plantas de colza (Brassica napus L.) a taxa de evolugdao de O:2
fotossintética das folhas, a concentracao de clorofila e atividade da rubisco (ribulose-
1,5-bisfosfato carboxilase oxigenasse) diminuiram progressivamente com o aumento
da concentracdo de Sr e também com o aumento do tempo de exposi¢cdo (CHEN et
al., 2012).
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A Gs para o acesso GD também diminuiu com o aumento da concentracdo de
Sr, sendo que a maior concentracdo de Sr reduziu em 64% a Gs, em comparacao
ao controle (Figura 4B). Enquanto para o JB, a Gs nao foi alterada pela variacdo das
concentracfes de Sr. O aumento da concentracdo de Sr diminuiu a Ci no acesso
GD, apresentando reducdo de 10% em relacdo ao controle. J4 para 0 acesso JB, a
Ci ndo foi alterada pela variacdo das concentra¢des de Sr (Figura 4C). As variaveis
E e A/Ci do acesso GD diminuiram com o aumento da concentracdo do Sr,
apresentando reducdes de 32% e 30% em relacdo ao tratamento controle,
respectivamente (Figura 4D e 4E).

A presenca de Sr reduziu a EUA (Figura 5). Entretanto, a concentragéo
intermediaria 2,5 mM de Sr foi a que ocasionou menor EUA. Isso, provavelmente,
ocorreu devido nesta concentracdo terem ocorrido as maiores taxas de A, Gs e E
(PEREIRA-NETTO et al., 2002).
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Figura 4 — Taxa de assimilacao liquida de COz (A), condutancia estomatica (Gs), concentragdo interna
de CO., taxa transpiratoria (E) e eficiéncia de carboxilagdo da rubisco (A/Ci) em dois acessos de
Pffafia glomerata (GD e JB) cultivadas em solu¢do nutritiva contendo diferentes concentra¢des de Sr
(0,1,2,5,5e10mM LY.
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Figura 5 — Eficiéncia do uso da agua (EUA) para ambos acessos de Pffafia glomerata (GD e JB)
cultivadas em solugao nutritiva contendo diferentes concentragdes de Sr (0, 1, 2,5,5e 10 mM L1).
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A A/Ci esté relacionada a eficiéncia da atividade da rubisco, enzima que
desempenha um papel determinante no processo da fotossintese. Assim, a
diminuicdo da A/Ci com o aumento da concentracdo de Sr pode ter ocorrido devido
ao decréscimo da atividade da enzima, como também foi observado em plantas de
colza, onde a atividade da rubisco diminuiu em 37, 62 e 72% em comparagdo com o
controle nas concentracdes de Sr de 10, 20 e 40 mM, respectivamente (CHEN et al.,
2012).

A atividade fotossintética € uma das respostas altamente sensivel de diversos
tipos de estresses nas plantas. A maioria dos metais pesados é conhecida por inibir
esse processo em niveis variaveis (SHEETAL et al.,, 2016). Os resultados do
presente trabalho mostram que a baixa concentracdo de Sr promoveu aumento da
A, Gs, Ci, E e A/Ci no acesso GD. Por outro lado, a alta concentracédo de Sr pode ter
alterado a funcdo do fotossistema Il (PSIl) e, com isso, reduziu as variaveis
fotossintéticas. Isso se deve ao Sr compartilhar algumas caracteristicas fisico-
guimicas com o Ca, podendo substitui-lo, sendo que o Ca € um nutriente envolvido
no complexo formador do O2 durante a fase fotoquimica da fotossintese (YOCUM,
1991).

A competicdo entre ions de mesma valéncia em uma proteina canal ou em

uma proteina carregadora é comum, independentemente de esses ions serem ou
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nao transportados ou simplesmente inibirem o processo de transporte. Essa
competicdo ocorre particularmente entre ions com propriedades fisico-quimicas
similares (como valéncia, diametro do ion e raio de hidratac&do), por exemplo, como
acontece entre os cations Ca?*, Sr>* e Ba?* (WHITE, 2012).

A troca entre o Sr e 0 Ca apresenta reacao mais lenta no estado de excitacao
dos atomos e produz uma desaceleragcdo significativa no transporte de elétrons
(POLANDER; BARRY, 2013). Portanto, uma grande quantidade de Sr pode reduzir a
guantidade de Ca absorvida pelas plantas e, consequentemente, afetar o aparato
fotossintético.

Tem sido relatado que o Sr afeta varios eventos no processo de fotossintese,
como a absorcdo de energia (conteudo de clorofilas), transporte de elétrons e
assimilacdo de carbono (atividades Rubisco e PEPCase) (CHEN et al., 2012). Além
disso, o Sr pode diminuir a concentragdo de Mg nos tecidos das plantas e,
consequentemente, diminuir a concentracdo de clorofila. Além disso, a competicao
do Sr com o Ca dentro das células pode causar efeito inibitério na abertura dos
estdbmatos e no teor de agua no tecido (GILROY et al., 1990; BOUSSAC et al., 2004,
MOYEN; ROBLIN, 2010).

A toxicidade por metais pesados € conhecida por danificar as membranas
celulares, reduzir a transpiracdo, danificar o aparato fotossintético, inibir a taxa
fotossintética e afetar a atividade de varias enzimas (JOHN et al., 2009). Em milho,
a quantidade de Sr transferida do ambiente para as plantas foi suficiente para afetar
alguns processos fisiolégicos (MOYEN; ROBLIN, 2010).

O efeito do Sr no crescimento da planta depende da idade, do 6rgao e da
concentracdo utilizada (MOYEN, ROBLIN, 2010). O fato do acesso JB ter sofrido
pouca alteracdo nos parametros avaliados em funcdo do aumento do Sr pode ser
devido a sua maior tolerancia. A distribuicdo de Sr nos tecidos e érgdos da planta
tem sido pouco caracterizada. Sabe-se que o Sr é facilmente transportado pelo
xilema. No entanto, o transporte do elemento pelo floema € bastante restrito
(ZELLER; FELLER et al., 1998; 2000).

Alguns estudos sugeriram que o Sr pode se acumular na parede celular e no
protoplasto e afetar o crescimento de raizes de milho (SEREGIN; KOZHEVNIKOVA,
2004, 2005; KOZHEVNIKOVA et al., 2007). Plantas em condi¢cbes de estresse por
Zn, Cd e Ni compartimentalizam os mesmos no vacuolo, onde sao ligados por

acidos organicos (TAIZ; ZEIGER, 2009). A compartimentalizagcdo do Cd no vacuolo,
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associada a complexacéo, € um importante mecanismo de tolerancia (GUIMARAES
et al., 2008).

No presente trabalho, o efeito negativo do Sr tornou-se mais pronunciado
guando as plantas foram submetidas as maiores concentra¢des do elemento, porém
houve distincdo entre os acessos. O acesso GD apresentou reducdo das variaveis
nas maiores concentracées de Sr, enquanto o JB pouco alterou seus parametros
fotossintéticos. Ainda assim, para o acesso GD, observou-se que a concentracao
intermediaria de Sr é benéfica, aumentando as variaveis fotossintéticas das plantas.
A variacdo na resposta dos acessos de Pffafia glomerata encontrados neste estudo,
pode ser devido a presenca de diferentes mecanismos de tolerancia, os quais
podem estar associados a fotossintese e outros processos. O aumento da
concentracdo de Sr pode ter causado danos ao aparelho fotossintético do acesso
GD, principalmente na maior concentracdo do elemento (10 mM), onde a taxa de
assimilacao liquida de CO2, condutancia estomatica, concentracdo interna de COz,
taxa transpiratoria e eficiéncia de carboxilacdo da rubisco foram fortemente inibidas,

enguanto o JB praticamente ndo alterou as variaveis com o aumento do Sr.

4.3.4 Parametros bioquimicos

4.3.4.1 Concentracao de pigmentos nos tecidos vegetais

As concentracdes de clorofilas a e clorofilas b, clorofilas totais e carotenoides
do acesso GD diminuiram significativamente na maior concentragdo de Sr (10 mM)
em comparacdo ao tratamento controle (Figura 6A, 6B, 6C e 6D). O acesso JB
apresentou maior acumulo de clorofilas na concentracdo 2,5 mM quando comparado
ao controle. Observou-se também que em 1 mM de Sr as concentracdes de
clorofilas a e b, clorofilas totais e carotenoides foram menores que no tratamento
controle, para ambos o0s acessos. No geral, o acesso JB apresentou maior
concentracéo de pigmentos quando submetido a 10 mM de Sr, j& o acesso GD teve

melhor desempenho em 1 e 5 mM de Sr.
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Figura 6 - Concentracdo de Clorofila a, Clorofila b, Clorofila total e carotenoides em dois acessos de
Pffafia glomerata (GD e JB) cultivadas em solucéo nutritiva contendo diferentes concentracdes de Sr
(0, 1, 2,5, 5 e 10 mM L1). Médias seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem na comparacéo
entre concentracfes de Sr na comparacdo entre tratamentos; médias seguidas pela mesma letra
mailscula ndo diferem na comparacdo entre acessos em cada concentracdo de Sr, pelo teste de

Tukey(p=<0,05)
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Concentragdes superiores a 2 mM de Sr em plantas de Amaranthus caudatus
ocasionaram diminuicdo de mais 50% de clorofila a, clorofila b, clorofilas totais e
carotenoides, comparado ao tratamento controle (VENKATACHALAM et al., 2016).
Chen et al. (2012) e Sowa et al. (2014) também observaram diminuicdo dos
pigmentos em soja (Glycine max (L.) Merr) e colza (Oilseed Rape). Portanto, uma
vez que, o Sr entre pela raiz, ele pode ser translocado das raizes até as folhas, o
gue acaba afetando a relacdo de concentracdo clorofila a/b e as concentracdes de
Mg e Ca nos tecidos vegetais (MOYEN; ROBLIN, 2010).
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No geral, a diminuicdo das concentracdes de clorofila a, clorofila b e clorofilas
totais sdo comuns na presenca de metais pesados, a qual é devido a fatores como
diminuicdo na sintese de clorofilas, inibicdo direta de enzimas, exclusdo competitiva
de alguns nutrientes ou ainda a degradacao da clorofila pela formacao de radicais
de oxigénio reativos (VAN ASSCHE; CLIJSTERS, 1990; PINTO et al.,, 2000;
ADRESS et al., 2015; MORSCH et al., 2002).

A presenca de alguns metais causa a diminuicdo da concentracdo de
minerais importantes como o Ca e Mg nas folhas (PAIVA et al., 2001; SANDALIO et
al., 2001). Este mesmo comportamento pode ser visto em relagédo ao Sr onde pode
ser observado uma diminuicdo da concentracdo do Mg nas folhas, em virtude da
competicdo ou antagonismo entre esses ions (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001;
HE et al., 2012; MARSCHNER, 2012). Sendo assim, uma vez que o Mg é parte
integrante das moléculas de clorofilas, a sua baixa concentracdo nos tecidos
vegetais podera afetar a sintese de clorofila (STREIT et al., 2005; EPSTEIN;
BLOOM, 2006), o que reflete em uma menor concentracdo de clorofilas (HE et al.,
2012).

Por sua vez, a reducéo da concentracdo de Ca devido ao excesso de Sr pode
interferir na evolugdo do oxigénio no fotossistema Il (FSIl) (CHARLES E YOCUM,
2013), pois o Ca € referido como cofator para transferéncia de elétrons
(GHANOTAKIS et al., 1984; LOHMILLER et al., 2012). O sitio ativo para a oxidacao
da agua no fotossistema Il passa por cinco estados de oxidacdo (Soa Sa)
sequenciais antes que o O2 seja liberado (JOLIOT; KOK, 1975; ISHIDA et al., 2008).
Uma vez que, o Ca é requerido durante a transicdo da S1 para o0 S2 (POLANDER;
BARRY, 2013) a evolugdo do O: fica comprometida, ainda que como referido por
Ghanotakis et al. (1984), o Sr consegue substituir em baixa proporcédo o Ca (cerca
de 40% da taxa normal) (CINCO et al., 1998). No entanto, Boussac et al. (2004)
observaram em Thermosynechococcus elongatusque o Ca podia ser
completamente substituido por Sr. Sendo assim, h& indicios que a substituicdo do
Ca pelo Sr seja dependente da espécie e aos seus mecanismos de tolerancia.

Ainda cabe mencionar que em espécies arbodreas tolerantes aos metais
pesados como Populus alba e Populus x canadenses, as concentragdes de clorofila
a, clorofila b e clorofilas totais aumentaram na presenca de Cu (BORGHI et al.,
2008), assim como ocorreu no presente estudo na concentracdao de 2,5 mM de Sr

para os carotenoides no acesso JB. O aumento das concentracdes de carotenoides
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em plantas sobre condi¢cGes de estresse abidtico, normalmente ocorre como forma
de defesa, buscando diminuir os danos causados pela peroxidacdo lipidica. Os
carotenoides atuam como antioxidantes e amenizadores dos efeitos causados por
estresse abioticos (CARDOSO, 1996; MATOS, 2001).

Em ambos os acessos de Pfaffia glomerata a concentracdo de 1 mM de Sr
causou menor acumulo de pigmentos. Isso pode ter ocorrido devido ao efeito de
diluicdo, causado pela hormese (CALABRESE; BALDWIN, 2009).

4.3.4.2 Atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) e concentracdes de
H202 e malondialdeido (MDA)

No geral, na presenca de 5 e 10 mM de Sr, a parte aérea do acesso GD
apresentou aumento na atividade da SOD e concentragbes de H202 e MDA (Figura
7A, 7B e 7C). Ja para o acesso JB, somente em 2,5 mM de Sr a concentragédo de
H202 aumentou, mas esse comportamento ndo foi observado para a SOD e MDA.

As raizes do acesso GD apresentaram aumento da atividade da SOD na
maior concentracdo de Sr (Figura 7D). A concentracdo de H202 aumentou nas
concentracdes até 5 mM de Sr, seguida de uma reducdo na maior concentracdo de
Sr (Figura 7E). Ja a concentragdo de MDA do acesso GD apresentou diminuicéo,
guando comparado ao controle (Figura 7F). No acesso JB, o tratamento de 2,5 mM
de Sr apresentou maior atividade da SOD que nas demais concentracdes de Sr
(Figura 7D). A concentracdo de H20:2 diminuiu a medida que aumentaram as
concentracbes de Sr (Figura 7E) e a concentracdo de MDA aumentou nas
concentracfes de 1, 2,5 e 10 mM de Sr, quando comparada ao controle (Figura 7F).

A atividade da SOD e concentragdes de H202 e MDA nas raizes (Figura 7D,
7E e 7F) foram maiores do que aquelas encontradas nas folhas (Figura 7A, 7B e
7C), chegando a ser trés vezes no caso de MDA (Figura 7C e 7F).

Entre os acessos, observou-se que a parte aérea do acesso JB apresentou
menor concentracdo de H202 do que o acesso GD (Figura 7B). Para a SOD, o
acesso GD apresentou maior atividade do que o acesso JB nas maiores
concentracbes de Sr (Figura 7A) e a concentracdo de MDA diferiu apenas nas
concentragbes mais baixas de Sr (Figura 7C). Ja para as raizes, observou-se que o
acesso GD apresentou maior concentragao de H202 do que o acesso JB. A atividade

da SOD, no geral, apresentou diferenca significativa entre os acessos onde, 0
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acesso JB apresentou as maiores atividades, exceto em 10 mM de Sr que 0 acesso
GD apresentou a maior atividade. A concentracdo de MDA, no geral, apresentou os

maiores valores no acesso GD do que o acesso JB.

Figura 7 - Atividade da Superoxido Dismutase (SOD), concentracdo de Perédxido de Hidrogénio
(H202) e MDA avaliados na parte aérea (A, B, e C) e raizes (D, E e F) em dois acessos de Pffafia
glomerata (GD e JB) cultivadas em solucdo nutritiva contendo diferentes concentracdes de Sr (0, 1,
2,5, 5 e 10 mM L-1). Médias seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem na comparacéo entre
concentracdes de Sr; médias seguidas pela mesma letra mailscula ndo diferem na comparacao entre
acessos em cada concentragao pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Diversos mecanismos séo utilizados para impedir danos causados pela
producdo de espécies reativas de oxigénios (EROS). Esses mecanismos ocorrem
através de enzimas capazes de destoxificar, como é o caso da dismutase do
superéxido (SOD), peroxidase do ascorbato (APX), catalase (CAT) e peroxidase do
guaiacol (GPX) (ADRESS et al., 2015).

A regulacdo da atividade da SOD parece ser muito sensivel as mudancgas
ambientais, presumivelmente como consequéncia do aumento da formacdo de
EROs, ja que a SOD ¢é a primeira enzima que atua no processo de destoxificacao do
radical superoxido (O2’) a peroxido de hidrogénio (GILL; TUTEJA 2010).
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O nivel de peroxidacdo das membranas ou peroxidacao lipidica € utilizado
como referéncia bioquimica para determinar a magnitude do estresse oxidativo.
Esse parametro € mensurado através da concentracdo de malondialdeido (MDA)
nos tecidos vegetais (ASLAM et al., 2014; CASSIMIRO et al., 2015). Portanto, o
aumento da concentragdo de MDA nos tecidos indica estresse oxidativo em lipidios,
proteinas e DNA (DEL RIO et al.,, 2005), resultando assim diminuicdo no
crescimento das plantas. Dan et al. (2015) observaram aumento da concentracao
MDA em Amaranthus mangostanus L. submetido a tratamentos crescentes de Sr.
Este mesmo comportamento foi observado por Yang et al. (2011) e Aslam et al.
(2014), onde as concentracbes de MDA e SOD também foram afetadas pela
presenca de metais pesados como o Cd e Zn.

O acesso GD na parte aérea apresentou concentracdo de MDA mais baixa,
podendo isso estar relacionado a uma acao conjunta entre os carotenoides e SOD,
diminuindo a peroxidagéo lipidica e atuando eficientemente na destoxificacao.
Observou-se que a medida que a atividade da SOD aumentou a concentracdo de
MDA diminuiu. Esse resultado pode ser explicado pela acdo antioxidante de outras
peroxidases ou mecanismos antioxidantes ndo enzimaticos, pois as concentracfes
de MDA foram menores nos tratamentos onde as plantas apresentaram maior
concentracdo de carotenoides (Figura 6D). O acesso JB, apesar da alta
concentracdo de H202, demonstrou ser capaz de destoxificar eficientemente as
ERO, justificando porque as concentra¢cdes de MDA ndo aumentaram, mesmo sobre
concentracdes elevadas de Sr.

A maior atividade da enzima SOD e das concentracdes de H202 e MDA na
raiz do que na parte aérea ocorreu, possivelmente, pela distribuicdo desigual do
metal nos tecidos vegetais (TSUKADA et al.,, 2005). Tem sido relatado que cada
espécie acumula distintamente os metais em seus tecidos. A acumulacédo de altas
concentragfes na parte aérea, ao invés das raizes, é caracteristica de espécies
bioacumuladoras (alto fator de translocacédo). Espécies acumuladores de metal
apresentam fator de translocacdo superior a 1, ja espécies de exclusdo de metal,
esse fator sédo tipicamente inferiores a 1 (Zu et al., 2005). Sendo assim, algumas
plantas apresentam maior concentracdo de Sr na parte aérea em relacdo as raizes
(TYLER; OLSSON, 2001; SU et al., 2007; SINGH et al., 2008; SASMZ; SASMZ,
2009; LUKSIENE et al., 2013). Eapen et al. (2006), Chen et al. (2012) e Moyen,;

Roblin (2010) relatam em seus trabalhos que o maior acimulo de Sr ocorreu nas
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raizes. O maior acumulo de Sr nas raizes em comparagdo a parte aérea esta
associado aos mecanismos de defesa de cada espécie, bem como, no controle
rigoroso da entrada do elemento no xilema (EAPEN et al., 2006). A presenca de
atividade da SOD e a alta concentracdo de H202 e MDA nas raizes pode ser
devido ao Sr estar em maior concentracdo nas raizes do que na parte aérea. Em
plantas de Lemna Minor sob o efeito de Sr%, observou-se baixa atividade da SOD,
contrariando ser a primeira linha de defesa das plantas, e apresentou maior
atividade na APX, CAT e POD (VAN HOECK et al., 2015). Contraditoriamente, em
Stipa capillata com Sr®® a atividade da SOD foi aumentada e das demais enzimas
como a APX, CAT e POD néo apresentaram atividade (ZAKA et al., 2002). Ja parte
aérea de Amaranthus mangostanus L. observou-se que a atividade da SOD
aumentou e depois diminuiu a medida que se aumentou a concentracdo de Sr.
Comportamento semelhante foi observado em plantas de Pfaffia glomerata quanto
ao aumento da peroxidacéo lipidica e da atividade da SOD em raizes e parte aérea
na presenca de Pb (GUPTA et al., 2013).

No geral, as plantas submetidas a concentracdes crescentes do Sr tiveram o
seu crescimento afetado negativamente, sugerindo a sensibilidade da espécie ao

metal.

4.4CONCLUSOES

O excesso de Sr alterou os parametros de crescimento, fisiologicos e
bioquimicos em plantas de Pfaffia glomerata em ambos os acessos estudados.
Entretanto, o acesso JB é mais tolerante ao excesso de Sr do que o acesso GD,

sugerindo a existéncia de diversidade genética entre os acessos de P. glomerata.
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