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RESUMO

Os elementos-traco tém despertado preocupacdo por sua capacidade de acumulacéo,
migracao e transporte no solo, podendo ser toxico, até em baixas concentragdes, para
plantas, animais e humanos. Estudos ecotoxicoldgicos propdem testes de toxicidade com
organismos, chamados de bioensaios. Entre 0s bioensaios destaca-se a utilizacdo de
vegetais, que sdo considerados mais sensiveis e simples em relacdo aos estudos com
animais e que por apresentarem caracteristicas desejaveis como rapidez no crescimento,
baixo custo, alta sensibilidade e boa correlacdo com modelos animais, estdo sendo
amplamente utilizados em estudos de prospeccdo de efeitos de poluentes ambientais.
Neste sentindo, a presente proposta utilizou analises do crescimento radicular e analises
enzimaticas (resposta ao estresse oxidativo) em Lactuca sativa L. (alface) como estratégia
para a avaliacdo da fitotoxidade de sulfato de cobre (CuSQa) e sulfato de zinco (ZnSOs).
Para isso, foram testadas cinco concentragfes de CuSOgs, que variam de 1,0 mg/L a
15mg/L, e cinco concentragdes de ZnSO4, que variam de 5mg/L a 25mg/L. Foi utilizada
Trifuralina (0,84 ppm) como controle positivo e agua destilada como controle negativo.
A partir dos dados obtidos de crescimento, foi possivel demonstrar que houve danos
fitotoxicos tanto nos tratamentos Zn C3 (15 mg/L), Zn C4 (20mg/L), Zn C5 (25mg/L),
Cu C4 (10mg/L) e Cu C5 (15mg/L). No entanto, por meio das avaliagdes das atividades
especificas das enzimas guaiacol peroxidase (GPOX) e ascorbato peroxidase (APX), ndo

foi possivel verificar se houve danos causados pelos tratamentos utilizados.

Palavra-chave: Fitotoxidade; elementos-trago, estresse oxidativo; guaiacol peroxidase,

ascorbato peroxidase.



ABSTRACT

There is a growing concern about the presence of trace elements because of their
characteristics of accumulation, migration, and transport in the soil. Even in low
concentrations, trace elements can be toxic to plants, animals, and humans.
Ecotoxicological studies includes toxicity tests called bioassays. Among the bioassays,
the use of plants has been increasing, as these models are considered more sensitive and
relatively simple when compared to studies with animals, since plants presents desirable
characteristics such as rapid growth, low cost, high sensitivity, and good correlation with
animal models. Because of this, they have been widely used in studies aiming at to
prospect the effects of environmental pollutants. In this study we performed root growth
measurements and enzymatic analyzes (response to oxidative stress) in Lactuca sativa L.
(lettuce) as a strategy for the evaluation of phytotoxicity of copper sulfate (CuSO4) and
zinc sulfate (ZnSO4). Five concentrations of CuSO4, ranging from 1.0 mg/L to 15mg/L,
and five concentrations of ZnSO4, ranging from 5mg/L to 25mg/L were tested.
Trifuraline (0.84 ppm) was used as a positive control and distilled water as a negative
control. From the growth data obtained, it was possible to demonstrate that there were
phytotoxic damages both in the treatments Zn C3 (15 mg/L), Zn C4 (20mg/L), Zn C5
(25mg/L), Cu C4 (10mg/L) and Cu C5 (15mg/L). However, through the evaluation of the
specific activities of the enzymes guaiacol peroxidase (GPOX) and ascorbate peroxidase

(APX), it was not possible to verify if there were damages caused by the treatments used.

Keywords: Phytotoxicity; trace elements, oxidative stress; guaiacol peroxidase,

ascorbate peroxidase.
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1 INTRODUCAO

O ambiente esta constantemente exposto a diversos produtos quimicos de fontes
naturais e antropogénicas (XU et al., 2016), que podem atuar como poluentes. Os
poluentes do solo séo persistentes e a capacidade de acumulacdo, migragéo e transporte
destas substancias tém despertado preocupacao (CHEN et al., 2020), uma vez que mesmo
em baixas concentragdes, como no caso de alguns elementos-traco, como o cadmio, elas
podem ser toxicas para as plantas, animais e humanos (SHAHID et. al., 2014).

Os micronutrientes sdo elementos essenciais ao desenvolvimento das plantas, no
entanto, sdo necessarios em concentragdes menores que as dos macronutrientes
(ALMEIDA; GUIMARAES, 2017). Assim, estes elementos, em altas concentraces (ou
em concentracdes superiores as requeridas e toleradas pelos seres vivos), sdo prejudiciais
as plantas e outros organismos vivos, afetando seus Orgdos, alterando processos
bioquimicos, organelas e membranas celulares, além de causar danos a saude publica, sdo
reativos e bioacumuldveis (OLIVEIRA; OLIVEIRA 2011), ficando retidos no
ecossistema (CARNEIRO et al., 2011). No entanto, essa toxicidade esta associada as
concentracdes (maiores que diferentes organismos necessitam), o tempo de exposicao,
dispersdo, e a presenca ou auséncia de outros elementos que podem agravar a sua
toxicidade (ELEKES et al., 2010).

Alguns desses elementos sdo essenciais para varias funcdes fisioldgicas nos
organismos Vvivos, enquanto outros ndo possuem fungbes bioldgicas conhecidas
(CARNEIRO et al., 2001, LASAT, 2002, OLIVEIRA; OLIVEIRA 2011). Neste sentido,
os efeitos quimicos, bioldgicos e fisioldgicos da exposi¢do das plantas a elementos-traco
sd0 motivo de crescente preocupacao, ja que possuem potencial de se acumular e entrar
na cadeia alimentar afetando assim o homem e o meio ambiente (SARMA et al., 2012;
SHAHID et al., 2014).

A formacéo de radicais derivado do oxigénio sdo em dose dependente, quando em
baixa concentragdes atua no transporte de elétrons na cadeia respiratoria, funcionando
como moléculas sinalizadoras (DOWNLING; SIMMONS, 2009). De modo geral, a
presenca dos elementos-traco pode desencadear uma série de danos, podendo levar a um
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). A fim de proteger as
células do estresse oxidativo causado pela produgcdo de ERO, é possivel avaliar a



atividade de enzimas antioxidantes que sdo responsaveis pela eliminacdo de ERO
(ANDRADE-VIEIRA et al., 2011).

Para isso, 0s bioensaios sdo metodologias disponiveis para determinar a acéo de
compostos toxicos nos seres vivos, tornando-se uma alternativa na avaliacdo da
toxicidade ambiental, em organismos teste, por meio de monitoramento de efeitos letais
e subletais (NEUHAUSER et al., 1985). Em modelos de plantas superiores, 0s bioensaios
sdo amplamente utilizados por desenvolver caracteristicas desejaveis como rapidez no
crescimento, baixo custo e alta sensibilidade (GRANT, 1994; TIGRE et al., 2012) e vem
sendo amplamente usados para avaliar os efeitos biolégicos de substancias ou de
compostos complexos de diversas origens, contaminadas com hidrocarbonetos, corantes
e agrotoxicos (revisado por ARAGAO et al., 2020).

Em trabalhos anteriores, realizados no Laboratério de Bioquimica e Genética, n0s
tivemos a oportunidade de verificar que a 4gua residudria de suinocultura processada em
biodigestor (ARS) causou efeitos genotoxica e citotoxica em células do meristema
radicular de Allium cepa L. (cebola) (SILVA, 2019). No referido trabalho, o efeito
observado foi atribuido a alta presenca cobre e zinco. No entanto, ndo foram encontrados
trabalhos que descreveram o efeito desses metais, em concentracdes semelhantes aos
presentes na ARS, isoladamente, ou em conjunto, em organismos-ndo-alvos. Portanto,
este estudo foi realizado com intuito de demonstrar que a presenca dos metais pesados
pode ser a causa dos efeitos ecotoxicoldgicos observados por Silva (2019). Assim, o
presente trabalho tem por objetivo avaliar a germinacdo e o crescimento radicular de
sementes do bioindicador Lactuca sativa L. (alface) expostas a diferentes concentragdes
de sulfato cobre (CuSOs) e sulfato de zinco (ZnSO.). Também foi realizada uma
abordagem bioquimica, por meio da realizacdo de ensaios enzimaticos, visando verificar
se doses crescentes de cobre e zinco induzem algum tipo de resposta ao estresse oxidativo

nas plantulas germinadas na presenca destes elementos-trago.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Elementos-traco

Os elementos-traco sé@o aqueles de alta densidade que possuem uma massa
especifica maior que 5 g cm™ (EPSTEIN; BLOOM, 2006). A sua origem se da por dois
métodos: litogénicos (provenientes de fontes geoldgicas, como rochas) e antropogénicas
(proveniente de agdes humanas, como mineragao, agrotoxicos e dejetos) (ALLOWAY,
1995). Dentre os principais elementos encontrados no solo, cita-se 0 Cadmio (Cd), Cobre
(Cu), Chumbo (Pb), Zinco (Zn), Cromo (Cr), Niquel (Ni), Bario (Ba), Argbnio (Ag),
Cobalto (Co), Mercurio (Hg) e Antimonio (Sb) (MARSOLA et al., 2004, OLIVEIRA;
OLIVEIRA 2011).

O zinco (Zn) é um micronutriente, que pode ser encontrado como componente
estrutural de varias proteinas, o que o torna essencial para 0s organismos, sendo
considerado indispensavel para o crescimento de plantas (LI et al., 2002). A deficiéncia
de Zn em plantas pode acarretar a reducdo da produtividade, diminuicdo na qualidade
nutricional de grdos, reducdo drastica da sintese de proteinas, retardo no crescimento,
clorose internerval, além de necrose no meristema apical (BROADLEY et al., 2007). A
toxicidade do Zn, em altas concentracOes, acarreta a diminuicdo de matéria seca tanto na
parte aérea quanto a biomassa radicular, necrose de radiculas, morte de plantulas e
inibicdo do crescimento (LI et al., 2002).

O cobre (Cu) é reconhecido como elemento-traco essencial para 0s organismos
vivos desde a metade da década de 1930 (LINDER, 2001). E um micronutriente essencial
para as plantas e, em altas concentracGes, pode ser toxico para microrganismos, plantas
animais e humanos (ANDREAZZA et al., 2013). No entanto, o sulfato de cobre vem
sendo utilizado para a preparacdo da mistura de Bordeaux (MIRLEAN et al., 2005), um
fungicida conhecido como calda bordalesa (CB) que vem sendo utilizado mundialmente
(MENEGAES, 2015), tanto na agricultura organica, como em agroecoldgicas
(SEDIYAMA et al., 2014). A utilizacdo de CB por periodos prolongados pode causar 0
acumulo de Cu disponivel no solo (CASALI et al., 2008). O excesso de Cu no solo pode
inibir a absorgéo, pela raiz, de outros nutrientes e da agua, diminuindo o crescimento da
planta e afetando a morfologia e anatomia do sistema radicular (AMBROSINI et al.,
2015; MIOTTO et al., 2014)



2.2. Danos causados por Zn e Cu em plantas

A raiz é o primeiro 6rgéo a sofrer estresse, devido ser o primeiro local a estar em
contato com os elementos. Ha relatos de diminui¢cdo do comprimento de raizes quando
crescidas em presenca de Cu, eventualmente ocasionado pela diminuicdo da taxa de
divisdo celular no apice radicular (JIANG et al., 2001). Estas alteracBes nos apices
proporcionam diversas alteragdes, como reducdo da coifa e a maturagcdo precoce dos
tecidos, relatados em aveia preta (GUIMARAES et al., 2016) e em videira (AMBROSINI
etal., 2015). A reducdo da coifa afeta o desenvolvimento da planta, ja que a sua funcao é
proteger as células radiculares que estdo em divisdio (MARSCHNER, 2012).

No caso de Zn, h4 relatos de reducdo de atividade mitética e diminuicdo do
namero de raizes laterais, causada pela toxicidade deste elemento (SAGARDOY et al.,
2009). Em algumas espécies, a toxicidade de Zn nas raizes pode causar sinais de necrose,
como uma coloracdo mais escura (GOMES et al., 2011).

O excesso de Cu e Zn também pode causar sintomas mais comuns (e, por isso,
serem facilmente confundidos), como no caso da clorose, que ocorre quando ha uma
reducdo da quantidade de clorofilas em folhas jovens (YANG et al., 2011). Em estudos
com diferentes espécies, como feijdo-de-porco, milho e aveia, cultivadas em solos com
alto teores de Zn e Cu, os autores relataram decréscimo nos teores de clorofila A, clorofila
B e carotenoides (SANTANA et al., 2015; TIECHER et al., 2016a; TIECHER et al.,
2016b), o que impactou o processo fotossintético das plantas. Neste sentido, Zn e Cu
podem ocasionar estresse oxidativo devido a excessiva absorcdo, causando um
desequilibrio entre as respostas antioxidantes e o aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) (GIROTTO et al., 2013).

2.3.Estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo formas reduzidas do oxigénio e
energeticamente mais reativas que oxigénio molecular, sendo denominadas: radical
superdxido (O2-), peroxido de hidrogénio (H20.), radical hidroxila (OH-) e oxigénio
singleto (*02) (GRECCO, 2020). S&o considerados compostos quimicos toxicos por
causarem danos oxidativos ao DNA, proteinas e lipidios de membranas (TAIZ et al.,
2017).

Em organismos fotossintéticos, a producdo de ERO ocorre nos cloroplastos,
mitocondrias e peroxissomos (FOYER; NOCTOR, 2000). Assim, a formagdo excessiva

de ERO pode ocasionar o estresse oxidativo (SCANDALIQOS, 2005), uma vez que séo
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extremamente reativos e citotoxicos. Seus radicais livres possuem alvos especificos, as
proteinas, cuja oxidacdo leva a perda de fungdo ou a degradacdo precoce nos
proteossomos. No DNA, a oxidacdo pode gerar mutacdes génicas, levando a alteracGes
nos produtos génicos, podendo causar alteracdo na expressao génica e até a morte celular
(SORG, 2004).

As atividades de enzimas antioxidantes desencadeiam uma cascata de reagdes que
protegem as células do estresse abidtico (CAREGNATO, 2009; ANDRADE-VIEIRA et
al., 2011; ESPOSITO, 2012) e biotico (NEILL et al., 2002). Tais enzimas, que estdo em
diferentes estruturas celulares, podem contribuir para o controle de ERO (BARBOSA et
al., 2014). Com isso, a concentracao ou a atividade de enzimas envolvidas na eliminagéo
de ERO, como as peroxidases do guaiacol (GPOX, EC 1.11.1.7) e peroxidase do
ascorbato (APX, EC 1.11.1.11), podem ser alteradas como consequéncia da exposicao.

A peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) é uma enzima chave que esta
presente no principal sistema de desintoxicacdo do peroxido de hidrogénio (H.03)
(ASADA, 1992), utilizando o ascorbato como doador de elétrons para a reducéo de H20O:
em H2O (CAVERZAN et al., 2012). Portanto, a APX catalisa a reducdo do H.O,
utilizando o ascorbato como redutor na reacdo de 2 L-ascorbato + H2O2 + 2 HY — 2
monodesidroascorbato + 2 H.O (TAIZ et al., 2017).

A peroxidase do guaiacol (GPOX, EC 1.11.1.7) é uma enzima que ocasiona a
reducdo de H>O. e de hidroperoxilipideo gerado durante a peroxidagéo lipidica, que
utiliza o guaiacol como substrato e tem como produto final H2O (APEL; HIRT, 2004;
DIETZ, 2011; FOYER; SHIGEOKA, 2011).

Portanto, dados obtidos em ensaios enzimaticos podem ser usados para
complementar os dados das analises de fitotoxidez em bioensaios realizados com

bioindicadores especificos de poluicdo e toxicidade.

2.4. Bioensaios em modelos vegetais

Os bioensaios sdo procedimentos que avaliam a resposta de organismos expostos
a determinados contaminantes com intuito de verificar sua toxicidade ou efeitos de um
determinado controle (ARCY et al.,, 2014). As plantas tém sido consideradas
bioindicadores eficientes, tornando-se um importante instrumento para 0 monitoramento
de diversos poluentes (FRANCO et al., 2017). Neste sentido, os bioensaios realizados
com plantas superiores, por apresentarem alta sensibilidade a diversos agentes

mutagénicos, sdo indicados para avaliar danos potenciais no material genético, bem como
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outras alteracGes bioquimicas e fisiologicas. Estes ensaios tém sido amplamente
utilizados para avaliar os efeitos biologicos de substancias ou de compostos complexos
de diversas origens, como amostras diversas coletadas em ambientes aquaticos,
contaminadas com hidrocarbonetos, corantes, agrotoxicos e metais (ARAGAO et al.,
2019; BERNARDES et al., 2019; ARAGAO et al. 2020).

Dentre as espécies vegetais mais utilizadas em bioensaios, cita-se Lactuca sativa
L., Allium cepa L., Tradescantia sp., Vicia faba L. e Zea mays L. (revisado por ARAGAO
et al. 2020). Dentre estas, Silva (2021) observou, em revisdo bibliografica utilizando a
base de dados da SCOPUS, que entre os anos de 1999 e 2019 foram depositados
aproximadamente 96.472 documentos cientificos referentes a bioensaios com L. sativa.

A L. sativa € uma eudicotiledénea da familia Asteraceae. Originaria do Oriente
Médio, é consumida mundialmente (ABAURRE, 2004), sendo utilizada como
bioindicador de toxicidade por possuir caracteristicas vantajosas para as andlises, tais
como baixo custo; facil manuseio; grande quantidade de sementes (SOUSA et al., 2009;
SOUZA FILHO et al., 2010; GOMES et al., 2012; RIBEIRO et al., 2012; SILVEIRA et
al., 2017). Além disso, € um modelo reconhecido e recomendado por agéncias de protecdo
ambiental e por 6rgdos que regulamentam bioensaios para a determinacéo dos efeitos de
substancias toxicas (OECD, 2006; US EPA, 2012).

Diferentes estudos utilizando o modelo de L. sativa apresentaram resultados
positivos para fitotoxidade. Mot et al. (2019) avaliaram efeitos de Cd, Cu, Ni, Pb, Co e
Zn sobre germinacdo e crescimento em L. sativa, sendo observado que o indice de
germinacdo diminuiu conforme a concentracdo do elementos aumentava. No entanto, a
maioria dos trabalhos encontrados utilizando este bioindicador envolveram estudos sobre
residuos industriais, residuos quimicos potencialmente toxicos, agrotoxicos e aguas de
rios contaminados (CAMPOS et al., 2008; HAGHIGHI et al., 2010; ANDRADE-VIEIRA
et al., 2014; PALMIERI et al., 2014; SILVEIRA, 2016; ARAGAO, 2017; DUARTE,
2017). Em todos os casos citados anteriormente, L. sativa apresentou sensibilidade, sendo

considerada adequada para estudos de toxicologia.



3 MATERIAL E METODOS

3.1.Material vegetal

Para a realizacdo dos bioensaios e andlises acerca do potencial citotoxico e
genotoxico do sulfato de cobre (CuSQOgs) e sulfato de zinco (ZnSO4) foram utilizadas
sementes de L. sativa como bioindicador. Estas sementes foram adquiridas em revendas
de insumos agricolas. Todos os experimentos foram realizados no Laboratorio de
Bioguimica e Genética do Instituto Federal Goiano campus Rio Verde, GO, entre 0s

meses de agosto/2021 e mar¢o/2022.

3.2. Solucgoes

As concentragdes de cobre e zinco utilizadas neste trabalho foram calculadas a
partir dos valores encontrados por Silva (2019), apds andlise de residuo de suinocultura
processado pelo biodigestor, em que foram observadas concentracfes de cobre igual a
2,16 mg/L e de zinco igual a 5,10 mg/L. Nos dois casos, os valores observados estéo
acima do permitido pelo CONAMA 397/2008, que séo, respectivamente, 1,0 mg/L e 5,0
mg/L. Assim, optamos por trabalhar com concentracGes destes metais superiores as
observadas por Silva (2019) e as permitidas pelo CONAMA, para que pudéssemos
verificar se altas concentracdes destes metais poderiam explicar a fitotoxidade causada
pela ARS observada no trabalho de Silva (2019). Portanto foram preparadas solucdes de
diferentes concentragdes diluindo o CuSOs4e 0 ZnSO4 em &gua destilada. Ao todo foram
testadas cinco concentrages de CuSOs, sendo elas respectivamente 15mg/L (Cu C5);
10mg/L (Cu C4); 5mg/L (Cu C3); 2,5mg/L (Cu C2) e 1,0mg/L (Cu C1) e cinco
concentragdes de ZnSQOg4, sendo elas respectivamente 25mg/L (Zn C5); 20mg/L (Zn C4);
15 mg/L(Zn C3); 10mg/L (Zn C2) e 5mg/l (Zn C1) (Tabela 1). Foi utilizada Trifluralina
0,84 ppm (TF) como controle positivo e agua destilada como controle negativo

identificado como H20.



Tabela 1 — Equivaléncia entre concentragdes comum e molar de zinco (Zn) e cobre (Cu).

Tratamento mg/L UM
CucCl 15 236,22
CucC2 10 157,48
CuC3 5 78,74
CucC4 2,5 39,37
CucC5 1,0 15,75
ZnCl 25 382,26
Zn C2 20 305,81
Zn C3 15 229,35
Zn C4 10 155,04
Zn C5 5 77,52

3.3. Analise macroscopica do material vegetal

Foram germinadas 25 sementes de alface em Placas de Petri, contendo papel
Germitest® umedecido com as solugdes em diferentes concentragdes (Figura 1), bem
como dos controles positivo (Trifluralina 0,84ppm) e negativo (dgua destilada). Para cada
tratamento foram realizadas 5 repeti¢fes, que foram acondicionadas em BOD a 25°C.
Para a determinacdo do comprimento das raizes, foram tiradas fotografias das raizes de
cada semente, a cada 24 horas, durante 3 dias (Figura 2), totalizando 3 fotografias
(respectivamente 24, 48,72 horas) para cada repeti¢cdo em cada tratamento.

Figura 1 — Modelo de exposi¢do das sementes as concentragdes crescentes de zinco e
cobre em placas de Petri.



Figura 2 — Exemplo de fotografia utilizada para aferi¢cdo dos tamanhos das raizes no
software ImageJ.

Posteriormente, as fotografias foram analisadas no programa ImageJ para a
determinacdo do tamanho e desenvolvimento das raizes de cada semente nas
concentragdes as quais foram expostas, gerando assim dados para analises estatisticas. A
partir dos dados obtidos foi calculado o indice de Crescimento Radicular (ICR) conforme
a equacdo abaixo (ALBUQUERQUE, 2022):

CRA

ICR = ren

Onde:

ICR: indice de Crescimento Radicular

CRA: Comprimento da Radicula na Amostra

CRCN: Comprimento da Radicula no Controle Negativo

Também foi calculada a Média de Crescimento Radicular (MCR) das 25 raizes de

cada repeticdo por tratamento.



3.4. Extracgdo proteica e atividades das enzimas APX e GPOX

Para a realizacdo das analises enzimaéticas, as sementes de L. sativa foram
germinadas em papel Germitest® (em média 50 sementes/placa de germinagao),
contendo as concentragcbes de CuSQOs4, ZnSOs, controle positivo e negativo citadas
anteriormente. Cada Placa de Petri foi identificada e colocada em estufa BOD com a
temperatura de 25 °C entre 48 e 72 horas. Apos esse periodo, as raizes foram colocadas
em tubos tipo Eppendorf, montagem de “bulks” e submetidas ao congelamento por
nitrogénio liquido e armazenadas no ultrafreezer (-80 °C). Para a obtencao do extrato
proteico, as amostras das raizes foram maceradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em solucdo tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) acrescido de 1
mM de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e 3 mM de ditiotreitol (DTT) nas
proporcdes de 1:5 e 1:1,5 (m/v). Sera adicionado 5% de polivinilpirrolidona (PVP) (m/m)
no momento da homogeneizagdo. O extrato resultante foi centrifugado a 10.000 RPM a
4 °C durante 30 minutos, ap6s esse periodo o sobrenadante foi aliquotado e novamente
armazenado em freezer -80 °C até o momento das anélises das atividades enzimaticas
especificas.

A quantificacdo de proteinas foi realizada de acordo com o método descrito por
Bradford (1976), com pequenas modificagdes, no qual em 20 pL. de amostra foi
adicionado 1 mL de reagente de Bradford. A solugéo foi acondicionada sob temperatura
ambiente por 2 minutos e a leitura realizada em espectrofotdmetro a A 595 nm.

Para as analise de atividade enzimaética da guaiacol peroxidase (GPOX), foi
utilizado o método descrito por Matsuno e Uritani (1972), em 1 mL de meio de reacdo
contendo 905 uL (raizes) de tampao fosfato-citrato a 200 mM (pH 5,0); 50 pL de solucdo
0,5% de guaiacol (v/v); 5 uL (raizes) ou 20 pL (folhas) de extrato proteico; os tubos foram
agitados e entdo acrescentados 50 uL de solucdo 3% de perdxido de hidrogénio (v/v), a
reacdo permaneceu em banho maria a 30 °C por 15 minutos e, ao final desse periodo,
foram adicionados 50 pL de solucdo 2% de metabissulfito de sédio (m/v) para encerrar a
reacao. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 450 nm. A atividade enzimatica foi
determinada utilizando & = 25,5 mM™ cm® (tetraidroguaiacol) e expressa em pmol min-
1 mg* de proteina.

A atividade de ascorbato peroxidase (APX) foi determinada de acordo com o
método descrito por Nakano e Asada (1981), em 1 mL do meio de reagdo contendo 50
uL de amostra e 650 uL de solugdo tampéo fosfato de potassio a 80 mM (pH 7,0); 100
uL de solugdo 5 mM de ascorbato, 100 puL de solugdo 1 mM de EDTA e 100 pL de
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solucéo 1,45 mM de peroxido de hidrogénio. A leitura foi realizada durante 5 minutos em
espectrofotdbmetro a 290 nm. A atividade enzimatica foi determinada utilizando ¢ = 2,8

mM* cm? (Ascorbato) e expressa em pmol min™ mg de proteina.

3.5. Analises estatisticas

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado,
com cinco repeticOes. Para o experimento de fitotoxidez, cada repeti¢do consistiu em uma
placa de Petri com vinte e cinco sementes colocadas sobre papel de germinacéo contendo
solucdo-teste ou um dos controles. Ja para as determinacfes das atividades especificas
das enzimas, as raizes foram germinadas em placas de Petri contendo 50 sementes
colocadas sobre papel de germinacdo contendo solugéo-teste ou um dos controles. Estas
raizes foram coletadas e foram montados 5 “bulks” para cada concentragio testada, bem
como para os controles. Estes “bulks” foram utilizados para a extragdo das proteinas e
demais procedimentos. Por fim, foi feita analise de variancia (ANOVA), seguida de teste
de Tukey (p < 0,05). Todos os resultados obtidos foram comparados entre as diferentes
concentracdes dos metais, controle positivo ou controle negativo. Foi considerado alfa =
5% como referéncia para se atribuir significancia estatistica. As analises foram realizadas
com software SISVAR® (FERREIRA, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise do Crescimento Radicular

A analise do crescimento radicular € um parametro recomendado para ser usado
em teste de toxicidade de compostos, pois as raizes sdo as primeiras estruturas a estarem
expostas as substancias toxicas (FISKESJO, 1988). A absorcdo pela raiz, seguida pelo
transporte de todas as substéncias pela planta, desencadeia uma variedade de efeitos que
vao desde alteracbes macroscopicas, como as alteracbes no comprimento da raiz, até
alteracdes microscopicas (SHARMA; DUBEY, 2005).

Foi calculada a média de crescimento radicular (MCR) e indice de Crescimento
Radicular (ICR). No ICR foi possivel analisar decréscimo no crescimento apés as 24
horas para os tratamentos contendo zinco, a partir de C3 e para 0s que continham cobre,
a partir da C4 (Figura 3). De acordo com a MCR, Cu C4 e Cu C5 demonstraram
crescimento menor que as demais concentragdes, sendo possivel observar que tanto para
24 horas e 48 horas, o Cu C5 apresentou um valor significativo diferente dos demais
tratamentos (Figura 4A e 4B). Para 72 horas, as concentracdes Zn C3, Zn C4, Zn C5, Cu
C4 e Cu C5 demonstraram valores significativos, diferentes em relacdo as concentracdes
menores (Figura 4).

A reducdo do namero de células em divisdo é um efeito comum da toxidez por
elementos-traco (MORAES 2015), o que, por consequéncia, afeta o desenvolvimento das
plantas. Estudos realizados com Allium cepa L. (cebola), mostram que o cobre induz a
inibicdo do crescimento radicular indicando um retardo no crescimento utilizando a
concentracdo 1,5 mg/L, e uma reducéo do indice mitético cerca de 64% comparado ao
controle positivo (YILDIZ et al., 2009). Moraes (2015) analisou o efeito da exposi¢do ao
sulfato de cobre em L. sativa sobre a germinacdo em concentracdes 250 e 500 uM, o
crescimento inicial e ciclo celular, observando que o cobre alterou a divisao celular e
influenciou diretamente a reducdo do comprimento de raiz. Resultados semelhantes
foram observados por Pereira et al. (2013), que avaliou fitotoxicidade do chumbo (Pb) na
germinacdo, anatomia radicular e ciclo celular de L. sativa sob as concentracées 0,5; 1,0;
2,0 e 5,0 mM. O referido autor observou que efeitos fitotoxicos de Pb s@o evidentes tanto
no crescimento inicial da raiz quanto na germinacgdo, ocorrendo a diminui¢do radicular

ocasionado pela reducdo da diviséo celular na zona do meristema.
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Figura 3 — indice de Crescimento Radicular (ICR) das raizes de Lactuca sativa (alface)
apos 24, 48 e 72 horas de exposi¢do as concentragdes crescentes de zinco e cobre, controle
positivo (Trifluralina 0,84 ppm) e controle negativo (H20).

Assim, pode-se inferir que diminuigdo do crescimento das raizes, observadas no
presente estudo, na exposicdo as concentragdes 10 mg/L e 15 mg/L (C4 e C5) de cobre
(Figuras 3 e 4) pode ter sido causada pela reducdo do indice mitético, ocasionando um
bloqueio no ciclo celular ou impedindo a progressdo das células que entram em diviséo
(RIJSTENBIL; POORTVLIET, 1992).

Ainda, no presente estudo, foi possivel verificar a diminuicdo do crescimento das
raizes expostas as concentracdes 15 mg/L, 10 mg/L e 5 mg/L (C3, C4 e C5) de zinco
(Figuras 3 e 4). Tem sido relatado que o excesso de zinco no solo pode ocasionar a
reducdo do comprimento radicular (HOODA, 2010), devido aos danos aos processos
fisiologicos, afetando a mitose e causando morte celular (EL-GHAMERY et al., 2003).
Soares et al. (2001) verificaram que concentragdes 0, 400, 800, 1.200 e 1.600 mM de Zn
fornecido como ZnSO4 causaram mortes de Eucalyptus maculata cultivada em solugGes
nutritivas, e em concentragdes mais baixas as raizes ficaram escuras e poucos
desenvolvidas. Ha relatos da diminuicdo de materia seca de raizes ocasionado por
aumento das concentracdes de Zn. Em Phyllostachys pubescens, nos tratamentos 10 a 100
UM de Zn a massa seca de raizes ndo foram afetadas, mas quando houve aumento nas
concentragdes (200 e 400 uM), a massa seca das raizes foi inteiramente afetada (Liu et
al., 2014).
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4.1.Extracdo proteica e atividades das enzimas APX e GPOX

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo formadas naturalmente durante o
metabolismo aerébico e o sistema enziméatico atua na manutencdo da homeostase
oxidativa para proteger as células. Essa protecdo se da por atividades de enzimas
antioxidantes que desencadeiam uma cascata de reacBes (CAREGNATO, 2009;
ANDRADE-VIEIRA et al., 2011; ESPOSITO, 2012). Entre as defesas antioxidantes ndo
enzimaticas destacam-se compostos como a glutationa (GSH), o a-tocoferol (vit. E), o
acido ascorbico (vit. C), o &cido lipoico, os carotenoides, os flavondides, entre outros
(VOLKO et al., 2007). Dentre as defesas de carater enzimatico, citamos as enzimas
Superéxido dismutase (SOD), Catalase (CAT), Peroxidase (POX), Guaiacol peroxidase
(GPOX) e Ascorbato peroxidase (APX) (JOHANSEN et al., 2005).

As SOD ¢ a primeira linha de defesa contra os ERO, participando da modulagéo
do nivel de H202 em cloroplastos, mitocondrias, citosol e peroxissomos (MITTLER,
2002; BHATTACHARIEE, 2010). A CAT ¢é uma das principais enzimas envolvidas na
eliminacdo do H2O> durante a fotorrespiracdo, atua nos peroxissomos e glioxissomos e
pode ser encontrada nas mitocéndrias (BARBOSA et al., 2014). A APX é uma heme-
proteina da superfamilia das peroxidases e possui diversas formas isoenzimaticas que
podem ser encontradas o citosol, mitocondrias, peroxissomos, cloroplastos e parede
celular (DABROWSKA et al., 2007; De GARA, 2004). As POX existem em muitas
isoformas e estdo envolvidas em uma série de processos celulares localizam-se na parede
celular e no vacuolo (BARBOSA et al.,, 2014). A GPOX sdo heme-proteinas que
participam dos processos metabdlicos essenciais, incluindo lignificacdo (GRISEBACH,
1981), regulacdo do crescimento celular (GOLDBERG et al., 1986), oxida¢do fenolixa,
defesa contra patdgenos e protecdo contra estresses (FIELDES; GERHARDT, 1998).

Apesar da eficiéncia dos mecanismos de defesa da planta, é possivel ocorrer
desequilibrio, o que acaba ocasionando estresses oxidativos causando danos nas
macromoléculas, como no DNA, RNA, lipideos e proteinas (HALLIWELL, 2009), além
de mutac0es e falhas no reparo do DNA, o que podera levar divisdo celular descontrolada
e morte celular (SOSA et al., 2013). Assim, os dados obtidos em ensaios de estresse
oxidativo podem ser usados para complementar os dados das analises de fitotoxidade. Na
figura 5A sdo mostrados os resultados de quantificacdo de proteina total extraida, bem
como a atividade especifica das enzimas APX e GPOX, relacionadas ao metabolismo
antioxidante, realizado em raizes de L. sativa expostas as diferentes concentragcfes de
CuSOg4 e ZnSOa.
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Figura 5 — Proteina soltvel total e atividades de enzimas antioxidantes em raizes de
Lactuca sativa submetidas a doses crescentes dezinco e cobre. Proteina Total (A);
Atividade especifica de Ascorbato Peroxidase (APX) (B); Atividade especifica de
Guaiacol Peroxidase (GPOX) (C). As médias indicadas por letras diferentes diferem
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Embora a concentracdo de proteina total de Zn C5 tenha sido a maior entre 0s
tratamentos, nas atividades especificas de GPOX e APX ndo foi observado o mesmo
comportamento (Figura 5B e 5C). Para APX houve baixa atividade enzimética, mas entre
os tratamentos foram observados um aumento significativo em Cu C1 (Figura 5A e 5B).
Para GPOX apenas Zn C3, Zn C5, Cu C2 e Cu C5 apresentou aumento significativo da
atividade enzimética (Figura 5C).

As peroxidases possuem atividades enzimaticas relacionadas a eventos que
envolvem inducdo de adaptacdo ou resisténcia frente as condicdes adversas que geram
estresses (PAULA et al., 2015). A APX atua degradando o HO, utilizando o ascorbato
como substrato, a sua defesa é importante nos tecidos fotossintéticos contra a fotoxidagao
(ASADA, 1992). Segundo Cavalcanti et al. (2005) ndo é observado um comportamento
padrdo para esta enzima, uma vez que sua atividade depende do tipo de indutor,
concentracdo, tempo apos a sua aplicacdo na planta e sistema em estudo. Podendo ser
explicado 0 motivo de Cu C1 ter sido diferente dos demais.

Carneiro et al. (2011) avaliaram germinagdo e crescimento em pléantulas de
girassol submetidas a estresse hidrico e salino, por meio dos agentes indutores osmaticos
polietilenoglicol (PEG 6000) e cloreto de sddio (NaCl) nas concentrac@es zero; -0,2; -0,4
e -0,8 MPa. Os autores observaram que a atividade de APX nas raizes apresentou aumento
somente para 0 PEG 6000 em relacdo a testemunha, uma vez que o NaCl ndo induziu
diferenca significativa entre os diferentes potenciais osmaticos avaliados. Panda e Khan
(2009) observaram que, em raizes de Vigna radiata, houve a diminuicdo na atividade de
APX sob estresse salino. Em estudo com avaliacdo de resposta antioxidante ao estresse
oxidativo por meio de H>02 com as concentracgdes 0, 10, 20, 30 mM em plantas de cana-
de-acucar, por meio do monitoramento na taxa de oxidacdo de ascorbato em folhas,
Barreto (2013) observou que ndo houve diferenca significativa entre as amostras quando
submetidas ao estresse oxidativo.

Pereira et al. (2012) avaliaram estresse hidricos em cinco genotipos de amendoim,
e relataram que a atividade de GPOX foi mais expressiva que a APX nas plantas que estdo
sobre estresse. Chai et al. (2010) constataram aumentos na atividade de GPOX em raizes
de plantas de sorgo submetidas a estresse salinos. Bottcher et al. (2012) analisaram o0s
efeitos de baixas concentracdes de aluminio em espécies de café (Mundo novo IAC388-
1 e Icatu IAC 404-5), sendo que n&o foi observado aumento da atividade da GPOX nas

células da variante Mundo Novo, no entanto, uma diminuicdo foi observada em Icatu.

17



5 CONCLUSOES

A presenca de CuSO4 e ZnSO4 demonstrou ser fitotoxica, por ter causado a
inibicdo do crescimento de L. sativa nas concentragbes Zn C3 (15 mg/L), Zn C4
(20mg/L), Zn C5 (25mg/L), Cu C4 (10mg/L) e Cu C5 (15mg/L). Ainda, de acordo com
os resultados obtidos, ndo foi possivel inferir sobre resposta ao estresse oxidativo por
meio das atividades especificas de APX e GPOX nas plantulas germinadas na presenca
dos metais. Serdo realizadas andlises de citogenotoxicidade para verificar o indice
mitotico e a presenca/auséncia de alteragcdes cromossdmicas. Por fim, pretende-se analisar
a atividade especifica da catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD), a fim de se

verificar possiveis impactos das concentragdes de Cu e Zn nas atividades dessas enzimas.
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