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RESUMO

CUPERTINO, lvana Cristina Ferreira Santos. Respostas morfofisiologicas e
nutricionais de plantas jovens de seringueira [Hevea brasiliensis (Willd. ex.
Adr. de Juss.) Muell.-Arg.] cultivadas na presenca de aluminio, cadmio,
niquel e zinco. 2006. 66p. Tese (Doutorado em Agronomia. Fisiologia Vegetal)
— Universidade Federal de Lavras, Lavras.”

Com o objetivo de avaliar o efeito de diferentes concentracdes de
aluminio (Al), cddmio (Cd), niquel (Ni) e zinco (Zn) sobre o desenvolvimento
de plantas de seringueira [Hevea brasiliensis (Willd. ex. Adr. de Juss.) Muell.
Arg.], este trabalho foi conduzido em casa de vegetacdo no Departamento de
Biologia, Setor de Fisiologia Vegetal, da Universidade Federal de Lavras, por
meio do processo hidropdnico. Trinta dias apds germinacdo, as plantas foram
transplantadas para bandejas com capacidade para 30 litros contendo solugédo
nutritiva de Bolle-Jones modificada. Noventa dias ap6s germinacgdo, as plantas
foram transferidas para vasos com capacidade para 8,0 L, contendo a mesma
solucdo nutritiva. Noventa dias apds transplantio, as plantas foram submetidas
aos tratamentos com metais (Cd: 0, 270, 400 e 530 puM; Ni: 0, 29, 56 e 85 uM;
Zn: 0, 250, 380 e 510 uM; e Al: 0, 1000, 1800 e 3600 uM). O pH da solugéo foi
mantido em 5,5 a 6,0, com excecdo da solucdo para o tratamento com Al, cujo
pH foi mantido em 4,0. Foram analisadas as seguintes caracteristicas: producao
de matéria seca; crescimento da raiz e da parte aérea; resisténcia estomatica e
transpiracdo utilizando o porémetro; quantificacdo de Cd, Ni, Zn, Ca, Mg por
espectrometria de absorcdo atdbmica, K por fotometria de chama, P por
colorimetria, S por turbidimetria, N pelo método de Kjeldahl (N total) e Al pelo
método da aluminona. A eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (PSII) foi
estimada a temperatura ambiente, utilizando-se o fluorbmetro PEA, a atividade
da enzima redutase do nitrato (RN) nas raizes e, ao final do experimento,
procedeu-se a coleta de material, que foi separado em raiz, caule e folha e fixado
em &lcool 70% para a realizacdo de cortes anatdbmicos. Com os resultados,
podem-se verificar sintomas de amarelecimento para o Cd e Zn, clorose para o
Ni, necrose e enrugamento para Cd, Ni, Zn e Al. Verificou-se reducdo na
producdo de matéria seca e no comprimento da raiz, caule, folha e parte aérea,
na presenca de todos os metais, além de reducdo no comprimento R/PA.
Observou-se elevagdo na resisténcia estomatica e na taxa de transpiragdo,
guando na presenca do Cd. Todos os metais avaliados tiveram aumento de teor

* Comité Orientador: Luiz Edson Mota de Oliveira - UFLA (Orientador), Janice Guedes
de Carvalho — UFLA (Co-orientador)



em todas as partes da planta, a medida que se aumentava a concentraco
aplicada. Observou-se reducdo nos teores de N, P, K, Ca, Mg e S nas raizes,
caules e folhas, quando na presenca dos metais. Houve decréscimo na eficiéncia
fotoquimica do fotossistema Il (PSII), no dltimo més de avaliacdo em todas as
concentracfes. No caso do Cd, foi observada maior eficiéncia quando houve
aumento da concentracdo. Para os outros tratamentos, ndo houve diferenca
significativa. A enzima redutase do nitrato (RN) teve sua atividade reduzida na
presenca dos metais. Observou-se redugcdo no ndmero de estdmatos nos
tratamentos com todos os metais aplicados, independente das concentracgdes.



ABSTRACT

CUPERTINO, lvana Cristina Ferreira Santos. Morphological and nutritional
responses of young plants of rubber tree [Hevea brasiliensis (Willd. ex. Adr.
of Juss.) Muell.-Arg.] cultivated with the aluminum, cadmium, nickel and
zinc. 2006. 66p. Thesis (Doctorate in Agronomy. Plant Physiology) -Federal
University of Lavras, Lavras.

With the objective of evaluate the effect of different concentrations of
Aluminum (Al), Cadmium (Cd), Nickel (Ni) and Zinc (Zn), on the development
of rubber tree plants [Hevea brasiliensis (Willd. ex Adr. of Juss.) Muell. Arg.],
young plants were grown in greenhouse, by hydroponic techiniques at the
Department of Biology - Plant Physiology of the Universidade Federal de
Lavras. Thirty days after germination, the plants were transplanted to trays
contaniny 30 L of modified Bolle — Jones solution. Ninety days after
germination, the plants were transferred to 8,0 L recipients, containing the same
solution. Ninety days after transplant, the plants were submitted to treatments
with metals (Cd: 0, 270, 400 and 530 uM; Ni: 0, 29, 56 and 85 uM; Zn: 0, 250,
380 and 510 uM; e Al: 0, 1000, 1800 and 3600 uM). The pH of the solution
ranged between 5,5 to 6,0, with the exception of the solution of the Al treatment
which pH was kept in 4,0. The following characteristics were analyzed: dry
matter production; above and below ground growth; the stomatal resistance and
transpiration were analyzed whith a Steady Statte Porometer (LICOR 1600); the
leaf water potential was evaluated by a possure chamber (Soil Moisture-model
3005); spectrophotometric quantification of heavy metals and the N, P, K ,Mg
and S in roots, shoot and leaves through the nitric-perchloric digestion by of
atomic absorption. The photosynthetic efficience of PS Il was characterized by a
fluorimeter (PEA, Hansatech, Norflok, the United kingdom); the activity of the
Nitrate Reductase enzyme (RN) in roots; and at the end of the experiment, the
samples of the leaves shoots and roots were colleted and fixed in alcohol 70%
for anatomical studies. Yellow colour symptoms were verified for Cd and Zn,
chlorosis for the Ni, necrosis and wrinkling for Cd, Ni, Zn and Al. A reduction
in the production of dry matter and the length in the root, shoot, leaf and
aboveground part, in the presence of all metals, in addition to a reduction in
values of ratio R/PA. An increment in the estomatal resistance in transpiration
rate was observed in the presence of Cd. All the evaluated metals had an
increase in their concentration in all the plant parts, concomitantly with the
increase o concentration. There was observed a reduction in N, P, K, Ca, Mg
and S levels in roots, shoots and leafs when in presence of metals. There was



decrease in photochemical efficiency of photosystem II(PSII) in last month of
evaluation in all concentrations used. In relation to Cd it was observed a higher
efficiency where occurred an increase in concentration. For all the treatments
there were no significative difference. The Nitrate Reductase enzyme (RN) had
its activity reduced in the presence of the metals. A reduction in the number of
stomata was observed for all the studied concentrations for all evaluated metals.

Vi



1 INTRODUCAO

Entendem-se por metais pesados 0s elementos quimicos cuja densidade
seja superior a 5 kg dm?, abrangendo um grupo de 38 elementos, como metais,
semimetais e, até mesmo, ndo-metais, como o selénio. Alguns dos elementos
denominados metais pesados, em pequenas concentragdes, constituem nutrientes
essenciais ao desenvolvimento de plantas. J& em altas concentracdes, tornam-se
perigosos, pois sdo introduzidos na cadeia alimentar, podendo contaminar
plantas e animais (Valadares et al., 1983), uma vez que apresentam forte
afinidade por muitos compostos organicos (Kabata-Pendias & Pendias, 1984).

Geralmente, em regifes proximas a complexos industriais, perimetros
urbanos e em éreas rurais de intensa tecnologia, encontram-se nos solos
poluidos, altas concentracbes de chumbo (Pb), cadmio (Cd), zinco (Zn), niquel
(Ni), cobre (Cu), mercurio (Hg), arsénio (As) e muitos outros metais pesados
(Alloway, 1990). Ja& em solos de cerrado, se salientam baixo pH e toxidez de
aluminio (Al) (Alloway, 1990).

Ao mesmo tempo em que a contaminagdo com metais pesados afeta o
crescimento, a distribuigdo e o ciclo bioldgico das espécies vegetais (Barceld &
Poschenrieder, 1992), a vegetagdo é uma alternativa para a recuperagao de solos
degradados pelo excesso desses elementos (Salte et al., 1995). Entretanto, as
espécies vegetais devem ser avaliadas quanto a sua capacidade de tolerancia a
esse tipo de estresse. Segundo Baker (1987), a sobrevivéncia das espécies que
crescem em solos contaminados é relacionada a capacidade destas de tolerar, e
nao de anular, a toxicidade do metal.

A concentracdo e o acimulo de metais nos tecidos vegetais dependem

de sua disponibilidade na solucdo do solo. Segundo Baker (1987) e Verkleij &



Prast (1989), as espécies tolerantes acumulam, geralmente, maiores
concentracfes de metais pesados na raiz em relacdo a parte aérea. Isso indica
que as plantas que crescem nessas condicdes absorvem os metais, porém,
limitam sua translocacao.

O movimento do metal da solugéo externa do solo para o apoplasto da
raiz € um processo passivo, ndo metabdlico e caracterizado por fluxo de massa
ou difusdo resultado de um gradiente de concentracéo (Taiz & Zeiger, 2004). Os
elementos de carga positiva ficam retidos nos poros da rede de celulose da
parede celular e, dependendo da densidade de cargas negativas, estes podem ser
concentrados e, por meio do gradiente criado na membrana, ocorre 0 seu
transporte (por exemplo, Pb?*) para o interior da célula. Contudo, ainda nio esta
perfeitamente definido o mecanismo que permite que os elementos toxicos
atravessem a membrana plasmatica, sendo os diferentes canais de ions
considerados como hipdteses. A corrente transpiratéria dos vegetais € o principal
caminho pela qual os elementos quimicos absorvidos percorrem o apoplasto
passivamente e sdo levados aos érgdos superiores.

Os sintomas de fitotoxidez sdo bastante variados, sendo a absor¢édo, o
acumulo e a translocacdo de metais pesados influenciados pelo nivel de
contaminacgdo do solo. Estes efeitos sdo diferenciados dependendo da espécie e,
também, por interagdes idnicas no solo e na planta (Marques, 1996).

Apesar da freqliente preocupaco com aspectos ecoldgicos e ambientais,
no que diz respeito ao excesso de metais pesados no sistema solo-planta, pouca
énfase tem sido dada ao efeito desses elementos sobre a flora arbdrea tropical.
Devido as suas caracteristicas de crescimento, as espécies arb6reas podem se
tornar uma alternativa vidvel para a recuperacdo ou a utilizagdo de solos
contaminados com metais pesados. A recuperacdo de areas degradadas pela
mineracdo ou mesmo polui¢do visa restaurar o ambiente, procurando, na maioria

das vezes, devolver ao local uma cobertura vegetal de porte arbéreo. Diante



disso, torna-se de grande importancia conhecer o comportamento das espécies
florestais, em relacdo aos metais pesados.

Os niveis toxicos de metais pesados em solucdo nutritiva no tecido
vegetal j& foram testados com espécies herbaceas acumuladoras de metais
(Shaw, 1989; Pollard & Baker, 1997), algumas espécies arboreas de clima
temperado (Baker, 1981) e outras arboreas de clima tropical (Marques et al.,
2000). Ainda séo preexistentes trabalhos que relatem o efeito isolado da toxidez
por metais pesados e as determinacdes de niveis criticos de toxidez desses
elementos em seringueira.

ConcentracGes de alguns metais pesados, consideradas toxicas no tecido
vegetal, tém sido sugeridas (Kabata-Pendias & Pendias, 1984), porém, esses
valores sdo muito amplos, varidveis e totalmente desconhecidos para plantas
ndo-cultivadas, como as arbolreas tropicais. Essas plantas tém capacidade de
imobilizar maior quantidade de metais nos tecidos em relacdo as herbaceas,
reduzindo o tempo de ciclagem desses elementos no solo, minimizando o
potencial de risco causado por estes e facilitando a remediacgdo do solo. Logo, as
arbéreas apresentam grande potencial para programas de revegetacdo de éareas
contaminadas com metais pesados.

A seringueira [Hevea brasiliensis (Willd. ex. Adr. de Juss.) Muell.-Arg.]
pertence a familia Euforbidcea, de origem amazOnica. Apresenta grande
diversidade genética e capacidade de adaptacdo em outras regides do pais em
que ha ampla diversidade das caracteristicas edafoclimaticas (Pereira, 1992;
Lima, 1998). Ndo h& nenhum registro, no que diz respeito a seringueira, de
efeitos isolados no aspecto anatomofisiologico, de metais pesados, como Cd, Ni
e Zn. Entretanto, estudos realizados com toxidez de Al mostraram que este metal
tem baixa translocacéo em seringueira, se concentrando nas raizes, além de ter

diminuido a absorcéo de nitrogénio (N) e fésforo (P) pelas raizes (Souza, 1991).



Os objetivos da realizacdo deste trabalho foram avaliar o efeito de
diferentes concentragdes dos metais Al, Cd, Ni e Zn no crescimento e no
acumulo de matéria seca, nas diferentes partes da planta, no aspecto fisiolégico e
no aspecto anatémico, além de descrever os sintomas de fitotoxidez em mudas

de seringueira (Hevea brasiliensis) cultivadas em solucdo nutritiva.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Os metais

O Al é um metal presente em solos de Cerrado, que constituem cerca de
20% a 25% do territorio brasileiro.

Vérias espécies vegetais liberam anions de acidos organicos de suas
raizes em resposta a ions toxicos de Al presente no ambiente radicular. Devido
ao fato de os acidos organicos poderem carregar uma variedade de cargas
negativas, eles podem formar complexos com o Al, reduzindo sua atividade em
solucdo e toxicidade para as raizes (Delhaize & Ryan, 1995).

A toxicidade do Al pode estar relacionada a uma diminuicdo no teor
relativo de nutrientes, segundo alguns trabalhos. Oliveira & Rena (1989)
mostraram que, em mandioca, o Al reduziu a translocagdo do P para a parte
aérea, em decorréncia da sua fixacdo nas raizes. A fixacdo do P nas raizes é
resultado das reacOes de absorcdo-precipitagdo entre o Al e o P, ocorridas no
espaco livre aparente (Foy et al., 1972) e dentro das células epidérmicas ou
corticais (McCormick & Borden, 1972).

O sintoma primario da toxicidade do Al na maioria das plantas é a
inibicdo do crescimento das raizes (Naidoo et al., 1978). Esta inibicdo do
crescimento radicular pode ser explicada pelo efeito do Al sobre a divisdo e o
alongamento celular (Klimashevskii & Dedov, 1976). Na parte aérea, de acordo
com a planta, o efeito da toxicidade é variavel, indo desde a manifestacdo da
deficiéncia de P (Oliveira, 1979) até a deficiéncia de célcio ou magnésio
(Bengtsson et al., 1988).

O ion aluminio é pouco movel na planta, mas, na forma de quelato e de

acido organico, sua translocacéo é favorecida (Bueno, 1987).



O Cd é um metal encontrado na exploracdo e no beneficiamento de
outros metais, como Zn e Pb (Boon & Soltanpour, 1992); na producéo de tintas,
pilhas e baterias (Potsch, 1967); nos combustiveis e lubrificantes (Olsen, 1972);
nos fertilizantes, principalmente os fosfatados (Mulla et al., 1980; Langenbach
& Serpa (1985); nos corretivos (Amaral Sobrinho et al., 1992); nos fungicidas
(Lagerwerff, 1972) e nos residuos industriais e urbanos (Alloway, 1990;
Valadares et al., 1983).

O processo de absorc¢do foliar ou radicular do Cd é, provavelmente, um
mecanismo passivo, sendo a movimentacdo interna na planta semelhante a do
calcio (Ca) (Cutler & Rains, 1974; Mengel & Kirkby, 1982). A translocacao de
Cd esta diretamente ligada a solubilidade deste metal nas raizes. Em raizes de
milho que possuiam alta propor¢do de Cd na fracdo sollvel, houve alta
mobilidade (Guo & Marschner, 1995). O Cd pode ser transportado no xilema
como ion ou na forma de complexo, principalmente como 4cido citrico (Senden
et al., 1995), e a transferéncia de cadmio das raizes para a parte aérea em feijdo
parece ndo ser governada por processos metabolicos (Hardiman & Jacoby,
1984).

A principal causa de toxidez pelo Cd parece ser sua combinacdo com
grupos tidlicos (-SH) de enzimas e proteinas, 0 que provoca desarranjos no
metabolismo vegetal (Malavolta, 1980; Lagriffoul et al., 1998).

Em detrimento de seu papel como elemento Util as plantas, as pesquisas
com Ni tém destacado mais seu efeito nocivo aos vegetais. Isto se deve a
posicdo do metal no centro da tabela periddica, conferindo-lhe alta densidade e,
por consequéncia, qualificando-o como metal pesado.

O Ni tornou-se um sério poluente a partir das emissdes em operacgdes de
processamento do metal e pelo aumento da combustéo de 6leo e carvao mineral.
lodo (1) e certos fertilizantes fosfatados também podem ser importante fontes

poluidoras de Ni. O Ni apresenta-se quelatizado ao lodo de esgoto, por isso



torna-se facilmente disponivel para as plantas, sendo altamente fitotdxico
(Kabata-Pendias & Pendias, 1984).

O Ni pode afetar o crescimento e o desenvolvimento das plantas
(Marschner, 1995), tendo Brown et al. (1987) proposto considera-lo essencial.
Entre os aspectos positivos do Ni para as plantas, destacam-se a participagdo na
estrutura e no funcionamento da enzima urease (Dixon et al., 1975), que atua na
hidrélise da uréia; a influéncia no complexo enzimatico hidrogenase, que
aumenta a eficiéncia da fixacdo do nitrogénio (N) em leguminosas (Klucas et al.,
1983) e a participacdo na sintese de fitoalexinas, que melhora a resisténcia das
plantas as doencas (Walker et al., 1985).

O Ni é absorvido pelas raizes das plantas na forma idnica (Ni**) e
complexado como quelato (Crooke, 1956). E transportado pelo xilema como
cation e complexo orgénico, dependendo da espécie vegetal. Por exemplo, em
tomateiro, a maior propor¢cdo € translocada como cation, enquanto que, em
milho, cenoura, abdbora e amendoim, ocorre o transporte na forma de
complexos organicos (Mishra & Kar, 1974). Na planta, ele é muito mdvel,
sendo, em casos de deficiéncia, sua redistribuicdo muito rapida (Mishra & Kar,
1974).

Em niveis elevados, o Ni interfere na absorcdo de ferro (Fe) e inibe o
seu metabolismo (Agarwala et al., 1977), diminui a concentracéo de clorofila em
folhas de café (Pavan & Bingham, 1982), aumenta a atividade da peroxidase e
provoca distlrbios mit6ticos nas pontas das raizes de algumas plantas (Mishra &
Kar, 1974).

O Zn é um elemento essencial para homens, animais e plantas
superiores. Ele tem papel fundamental em varias funcbes celulares criticas,
como no metabolismo protéico, na expressdo de genes, na estrutura da
cromatina, no metabolismo fotossintético do carbono e no metabolismo do acido
indolacético (Valle & Falchuk, 1993; Marschner, 1995; Prasad, 1995; Cakmak



& Braun, 2001). O zinco é um importante componente de muitas enzimas vitais,
tendo um papel catalitico e estrutural ou atuando como estabilizador para
proteinas de membrana e ligadas ao DNA (dedo de zn) (Valle & Falchuk,
1993). Porém, é toxico em altas concentragdes, podendo retardar o crescimento
de plantas e causar distlrbios em varios processos fisioldgicos essenciais
(Cakmak & Marschner, 1993; Chaney, 1993; Bhattacharjee & Mukherjee, 1994;
Prasad et al., 1999; Panda et al., 2003).

Em condicdes tropicais, em que os solos apresentam, geralmente, baixos
teores de Zn, a adicdo deste elemento como fertilizante é pratica comum. Dados
fornecidos por Pepper et al. (1983) mostram que, além da adicdo como
fertilizantes a base de Zn, a aplicacdo de rejeitos industriais, pesticidas e de lixo
urbano representa um importante meio de incorporacdo de quantidades
excessivas deste elemento no solo. Outra fonte de contaminagdo por zinco € a
incorporacdo de lodo de esgoto (Boawn & Rarmusser, 1971).

O Zn é pouco movel nas plantas (Mengel & Kirkby, 1982); geralmente,
as raizes possuem muito mais zinco que a parte aérea.

O Zn encontra-se concentrado em cloroplastos, especialmente em
algumas plantas, como espinafre, no vactolo e nas membranas celulares. Ele é
essencial para a sintese do triptofano (precursor do &cido indolacético ou AlA),
além de ser ativador especifico de muitas enzimas, participar do processo da
respiracdo e estimular a formacdo de gemas terminais (Baeyens, 1970; Mengel
& Kirkby, 1982).

2.2 Aseringueira

Pertencente a familia das Euforbiaceas, recebe vulgarmente 0 nome de
seringueira, seringueira-branca ou arvore-da-borracha. E uma planta originaria
da Amazonia e foi explorada, durante vérias décadas, de forma totalmente

extrativista naquela regido. Hoje, além do extrativismo, plantam-se seringueiras
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em pequenos agrupamentos distribuidos nas matas, para facilitar e reduzir
longas caminhadas na extracdo do latex.

A biossintese de latex e, conseqlientemente, a producdo de borracha sdo
resultado de uma complexa cadeia de eventos biofisicos, nutricionais e
metabdlicos que estdo relacionados a variagdo das condicbes climéticas, com a
producéo e o transporte de carboidratos fotoassimilados, com a disponibilidade
de carboidratos de reserva e com a demanda por outros tecidos drenos das
arvores (Miguel et al., 2005).

Muitos trabalhos tém estudado as diferencas na estrutura anatémica da
folha das plantas em relacdo ao ambiente, além de buscarem possiveis respostas
para esse comportamento. Medri & Lleras (1980) avaliaram a anatomia foliar de
clones diploides e poliploides de seringueira, observando que o nivel de ploidia
influenciou o comportamento anatdmico dessas plantas, de forma a ser um
indicativo de maior tolerancia a seca. Porém, pouco se sabe sobre o efeito de

metais na estrutura anatdbmica de seringueira.

2.3 Aspectos fisioldgicos e anatdmicos da fitotoxidez

A presenca de ions metélicos dentro de uma célula vegetal pode causar
um efeito dréstico sob o metabolismo vegetal e os metais pesados podem agir
blogueando a cadeia transportadora de elétrons e degradando clorofila
(Quartacci et al., 2001; Patsikka et al., 2002). As plantas tém um sistema de
defesa antioxidante enzimatico e ndo-enzimatico que permite a protecdo do
contetdo celular de danos oxidativos.

A exposicdo a metais pesados e outros fatores adversos do ambiente
pode levar a homeostase celular e intensificar a producdo de vérias espécies
reativas de oxigénio como superdxido (O), radicais hidroxila (OH") que séo

produzidas continuamente pelo metabolismo vegetal. Altas concentracGes dessas



espécies reativas de oxigénio podem retardar as func@es fisiologicas e celulares
(Asada, 1994; Gille & Singler, 1995).

A estimativa da atividade da enzima redutase do nitrato (RN) tem sido
utilizada, com sucesso, como parametro indicativo da resposta fisiolégica de
plantas submetidas a condicGes adversas (Meguro & Magalhdes, 1982). A
variacdo na atividade dessa enzima em funcdo da hora do dia foi observada em
vérias espécies (Meguro & Magalhdes, 1982; Oliveira & Pereira-Neto, 1993;
Nievola & Mercier, 2001), como também foi verificada alteracdo na atividade da
RN conforme a idade da planta (Smirnoff & Stewart, 1985; Carelli et al., 1990).
Em algumas espécies, o sitio principal de reducdo do nitrato estd nas raizes
(Queiroz et al., 1993; Oliveira et al., 1996; Delu-Filho et al., 1998), enquanto
que, em outras espécies, a maior atividade da RN foi verificada nas folhas
(Smirnoff et al., 1984). Estudos realizados com Zn, Cr e Pb mostraram um
elevado grau de toxidez, resultando no declinio da atividade da RN, por afetar o
grupo SH da enzima (Mathys, 1975; Jain & Garde, 1997; Luna et al., 2000).

Kotze et al. (1977) sugeriram que a toxidez de Al estaria relacionada
com o metabolismo do nitrato. E possivel que o mecanismo fisioldgico da
tolerdncia ao Al esteja associado com a tolerdncia ao aménio. Isto porque as
espécies tolerantes ao Al desenvolveram algum mecanismo de adaptacdo as
condicbes de solos acidos, onde o aménio é a forma de nitrogénio
predominantemente disponivel para as plantas (Gigon & Rorison, 1972).

Com relagdo ao efeito do Cd sobre as plantas, verificou-se diminuicdo
das taxas fotossintéticas e da atividade da nitrogenase (Huang et al., 1974) e
diminuicdo nos contetidos de clorofila e carotendides (Lagriffoul et al., 1998).
Além disso, o Cd altera as taxas de absorcdo liquida de CO,, a transpiracéo, a
eficiéncia do uso de dgua e a condutancia estomatica (Prasad, 1995).

Uma alternativa viavel para avaliar o comportamento fotossintético das

plantas é a realizacdo de estudos sobre a fluorescéncia da clorofila. Estes estudos
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podem relacionar alteracdes na relacdo da fluorescéncia varidvel com a
fluorescéncia maxima (Fv/Fm), em funcdo de estresse ambiental. Santos (1996),
estudando Theobroma cacao infectado com Crinipellis perniciosa, observou
gueda na relagdo Fv/Fm. Lima (1998), trabalhando com plantas de seringueira,
observou um declinio na relacdo Fv/Fm, porém, como conseqliéncia, as taxas
fotossintéticas foram mantidas. Segundo Van Wijk & Krause (1991),
decréscimo em Fm sem alteragdo de Fo é possivel devido a incrementos na
dissipacdo de energia térmica por centros de reacdo inativos do PSII.

O sistema radicular é o principal 6rgdo de contato entre as plantas com
os elementos quimicos presentes no solo e, quando interceptados pelas raizes
entram no apoplasto e podem ser transportados para o interior da célula via
apoplasto ou ligados permanentemente a substancias de carga negativa da parede
celular. Barcel6 & Poschenrieder (1992) resumiram os principais efeitos da
toxidez por Zn, Cd, Al, Cu e Pb na estrutura interna e na morfologia das raizes
de plantas indicando reducéo do seu alongamento, danos nas suas extremidades,
reducdo do nimero de raizes absorventes, reducdo na biomassa radicular,
aumento ou reducdo das raizes laterais, aumento da suberizagdo e lignificacdo,
reducdo no didmetro dos vasos e alteragdes estruturais da hipoderme e
endoderme. Esses mesmos autores relatam que o efeito téxico dos ions no
sistema vascular (xilema e floema) das plantas foi pouco estudado, com
indicacfes da reducdo do didmetro dos vasos do xilema em concentragdes
toxicas de Cd, Zn, Al e Cr e com o Pb induzindo o aumento da freqliéncia dos

vasos no protoxilema de raizes jovens de milho.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e condigdes de cultivo

Este estudo foi conduzido no periodo de marco de 2005 a janeiro de
2006, em casa de vegetacdo do Departamento de Biologia/Fisiologia Vegetal da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG. Este municipio fica
localizado na regido sul do estado de Minas Gerais, a 918m de altitude, latitude
21°14’S e longitude 45°00°'W GRW. A temperatura média anual do ar da regido
é de 19,4°C e as médias anuais de temperatura do ar, maxima e minima, séo de
26,1°C e 14,8°C, respectivamente, com precipitacdo anual de 1.529,7 mm
(Brasil, 1992). Segundo a classificacdo climatica de Képpen, o clima da regido é
do tipo Cwa, apresentando duas estacfes definidas: seca, de abril a setembro e
chuvosa, de outubro a marco.

As plantas de seringueira utilizadas foram obtidas a partir de sementes
provenientes da fazenda Agua Milagrosa em S&o Paulo, que foram colocadas
para germinar em um tanque com solo e areia lavada, cobertas com sombrite e
irrigadas duas vezes ao dia. Aos 30 dias ap6s a germinacéo, as plantulas foram
transplantadas para vasos com capacidade para 8,0 litros, pintados externamente
de aluminio, de maneira a impedir a entrada de luz, com isso evitando a
proliferacdo de algas. Os vasos continham solucdo nutritiva de Bolle-Jones
(1957) (Tabelas 1 e 2), a 1/5 da forca. A medida que ocorria diminuicdo do
volume da solucédo, devido a evapotranspiracdo, foi feita reposi¢do com agua
destilada, completando-se novamente o volume inicial. No decorrer do
experimento, a cada 28 dias, a forca da solugdo, ou seja, concentracdo do
nutriente, foi aumentada para 1/3, 1/2 e forca total. O pH das solucbes foi

mantido a 5,5+0,5, ideal para cultivo hidropdnico, durante o periodo
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experimental, com excecdo da solugdo de Al, cujo pH foi mantido em 4,0+0,5
(Souza, 1991). As trocas das solucBes foram feitas periodicamente, quando a
condutividade elétrica atingia 60%+10% da concentracdo inicial utilizada, em
torno de dez dias.

As plantas foram mantidas, durante 120 dias, em solucdo nutritiva

completa.

3.2 Aplicagdo de metais pesados

Apdbs 120 dias em solucdo completa, as mudas foram submetidas aos
tratamentos (Tabela 3) que consistiram na aplicagdo, em concentracdes
crescentes, de cadmio (Cd), niquel (Ni), zinco (Zn) e aluminio (Al).

As concentragbes de Cd, Ni e Zn foram definidas com base no
comportamento de mudas de cedro (Cedrela fissilis Vell.) e ipé-roxo [(Tabebuia
impetiginosa (Mart.) Standl.)], em experimentos realizados por Paiva (2000) e
por um experimento teste, realizado seis meses antes da implantacdo do
experimento propriamente dito, com mudas de seringueira. Em virtude dos
resultados observados, foram aplicadas, neste experimento, doses 3 vezes
maiores de Cd e 3 vezes menores de Ni e Zn. Ao passo que as concentracdes de
Al foram definidas considerando-se o comportamento de mudas de seringueira

em experimento realizado por Souza (1991).

13



TABELA 1 Fontes, molaridade, solucdo estoque e composicédo final da solucdo
nutritiva de Bolle-Jones (1957) utilizada para a conducao dos experimentos

Fonte/Solugéo Estoque Molaridade mL L™ Concentragdo (ppm)
NaH,PO, M 1 31deP
Ca(NO;),.4H,0 1M 2 80 de Ca

KNO; M 1 117de K

K;SO, 0,5M 2 30 de Mg

MgSO, 0,5M 2,5 120 de S

(NH4).SO, M 15 112 de N

Solucdo A* 1

Fe-EDTA 1

* Solucdo A consiste em dissolver, separadamente, misturar e completar para 1L:
0,4122g de H3BO, 1,98g de MnCl,; 0,24968g de CuSO,.5H,0; 0,0431g de MoOg;
0,28755g de ZnSO,.7H,0.

TABELA 2 Composicéo da solucdo de Bolle-Jones (mg L™)

Fonte Concentragdo (mg L™)
Na* 1
NH** 3
NO* 5
H2PO* 1
K* 3
Ca™ 4
Mg™ 2,5
S04~ 75
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TABELA 3 ConcentracGes e fontes de metais pesados utilizados nos
tratamentos

Metal Concentragéo (ppm)  Concentracédo (uM) Fonte

Cadmio 0; 30; 45 e 60 0, 270, 400 e 530 CdCl,.2,5 H,0
Niquel 0;1,7;3,3e5,0 0, 29,56 €85 Ni(NO;),.6H,0
Zinco 0; 16,6; 25 e 33,3 0, 250, 380 € 510 ZnS0,.7H,0
Aluminio 0, 28; 48 ¢ 96 0, 1000, 1800 e 3600  Al,(SO,4);14H,0

Na preparacao de todas as solugdes estoques, dos nutrientes e dos metais
pesados estudados, empregaram-se reagentes p.a. A solucdo nutritiva foi
preparada utilizando-se adgua deionizada e, durante o intervalo de renovacao da
solucdo, o volume dos vasos foi completado, sempre que necessario, utilizando-
se também 4gua deionizada.

As plantas foram mantidas por 120 dias em exposicdo aos metais, com
renovacdo da solucdo nutritiva a cada 10 dias. Quando era observada a
ocorréncia de sintomas drésticos de toxidez, procedeu-se a colheita das mesmas,

separando-as em raiz, caule e folha.

3.3 Anadlise do crescimento

Apds a aplicacdo dos metais, foram marcadas duas folhas no estadio B,
recém-lancadas, de cada tratamento, que foram acompanhadas, diariamente, por
meio da medicdo do comprimento e da largura foliar até valor constante,
utilizando-se de uma régua milimetrada (Miguel, 2005). Fez-se, também, a
marcacdo de uma planta de cada repeticdo e procedeu-se ao acompanhamento do

crescimento da raiz e da parte aérea, por meio da medi¢do do comprimento.
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3.4 Avaliacdes do pordbmetro

Apds 120 dias da aplicacdo dos metais, no més de dezembro de 2005,
foram realizadas avaliagdes de caracteristicas biofisicas, utilizando-se um
pordmetro (Steady Statte Porometer, LICOR 1600), as 9 horas (hora solar),
sendo avaliadas as caracteristicas resisténcia estomatica e transpiragao.

Essas avaliacdes foram feitas em dias tipicos, ou seja, claros, sempre em

folhas completamente expandidas, na face abaxial das mesmas.

3.5 Quantificacdo de metais pesados e teor de N, P, K, Ca, Mge S

Apds 120 dias de exposicdo aos metais, procedeu-se a coleta do material
vegetal que foi separado em raiz, caule e folha. As folhas foram devidamente
lavadas em agua corrente e, em seguida, 0 material foi levado para pesagem da
matéria fresca e, depois submetido a secagem em estufa a 70°C, até peso
constante e obtido o peso. Posteriormente, foi efetuada, no Laboratério de Solos
da Universidade Federal de Lavras, uma digestdo nitrico-perclérica do material
para a determinagdo dos teores de Cd, Ni, Zn, Ca, Mg, por espectrometria de
absorcdo atdmica; de K, por fotometria de chama; de P, por colorimetria; de S,
por turbidimetria e de N, pelo método de Kjeldahl (N total). Para a determinacéo
do teor de Al foi utilizado o método da aluminona por espectrofotometria em A=
525 nm.

3.6 Eficiéncia fotoquimica do fotossistema 1

A fluorescéncia da clorofila a foi avaliada por meio de um fluorémetro
portatil (Plant Efficiency Analyser- Hansatech, King’s Lynn, Norflok, UK).
A eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il (PSII), ou seja, a razdo Fv/Fm, em

que Fv= Fm - Fo, Fm= fluorescéncia maxima; Fv= fluorescéncia variavel e Fo=
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fluorescéncia minima, foi estimada a temperatura ambiente, em folhas

adaptadas, a 30 minutos de escuro. As avaliacdes foram realizadas em folhas

completamente expandidas, em dias claros, a partir das 10 horas da manha.
Foram realizadas quatro avaliacdes, no periodo de outubro a novembro

de 2005, em uma folha por planta, com trés repeticdes por tratamento.

3.7 Atividade da redutase do nitrato (RN)

Para avaliar a atividade da redutase do nitrato (RN) 30, 60 e 90 dias ap6s
inducdo (DAI) dos tratamentos, foram pesados 500 mg de raizes laterais, as
quais foram transferidas para béqueres de 20 mL contendo 5mL de um meio de
incubacdo contendo tampdo fosfato de potassio 0.1 M pH 7.5; 100 mM de
KNO; e 5% de n-propanol (v/v), que foram submetidos a infiltracdo a vacuo,
durante um minuto, por duas vezes. Apos esse procedimento, os béqueres foram
colocados em banho-maria, a 30°C, com agitacdo no escuro e, em seguida,
aliquotas de 500uL foram retiradas aos 10 e 70 minutos, respectivamente,
adicionando-se a um meio de reacdo constituido por 1 mL de sulfanilamida 1%
(p/v) em HCI 1,5 N, 1mL de N-2-naftil etilenodiamino di-HCI 0,02% (p/v) e
completado o volume final de 4,0 mL, com 1,5 mL de &gua destilada. A
quantidade de nitrito formado no meio da reacdo foi determinada
colorimetricamente num espectrofotdmetro a 540 nm. A atividade da RN sera

expressa em umol de NO, kg™ massa fresca h™.

3.8 Caracteristicas anatdbmicas

Depois de um periodo de 120 dias de avaliacdo, apos a aplicacdo dos
tratamentos, na &rea experimental, procedeu-se a coleta de todo material. O
mesmo foi separado em raiz, caule e folha e fixado em alcool 70%. Em seguida,

procedeu-se a elaboragdo dos cortes anatdbmicos utilizando um micrétomo de
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mesa. As secBes foram clarificadas em solucdo com hipoclorito de sddio
comercial a 20%, por um periodo que variou de trés a cinco minutos e, em
seguida, lavadas em &gua destilada, neutralizadas em &gua acética a 1%.
Posteriormente, os cortes foram corados com uma mistura de azul de astra-
safranina (safrablau), seguindo-se os métodos descritos por Bukatsch (1972). As
laminas foram, entdo, montadas utilizando-se balsamo-do-canada (Berlyn &
Miksche, 1976).

Na analise e na documentacdo fotografica, foi utilizado fotomicroscopio
Olympus AX 70, equipado com sistema fotografico U-Photo, com camara
digital e recurso de contraste de fase e polarizacéo.

Para se avaliar o nimero médio de estdmatos por mm® e o didmetro
polar e equatorial (epiderme abaxial), foram realizados cortes paradérmicos,
pelo método da dissociacdo de epidermes, com cloreto de potassio e acido
nitrico. Os cortes foram realizados na regido mediana da folha e, em seguida,
foram colocados sobre uma I&mina com safranina e agua glicerinada. A partir
das secOes transversais, foram efetuadas medicdes e observadas com auxilio de
uma ocular micrométrica em microscépio. Em seguida, as laminas foram
observadas em microscopio Olympus CBB, segundo técnica de Labouriau et al.
(1961). As medicbes foram realizadas em cinco laminas, sendo quatro campos
de cada uma, totalizando 20 repeticGes. As fotomicrografias foram obtidas em
microscépio Olympus BX60, utilizando programa de computacdo, no

Laboratorio de Citologia do Departamento de Biologia da UFLA.

3.9 Delineamento experimental e andlises estatisticas

O delineamento foi em blocos casualizados, com quatro tratamentos
para cada metal e quatro repeticOes, sendo cada repeticdo representada por um
vaso com quatro plantas, perfazendo, assim, um total de 16 plantas para cada

elemento estudado.
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Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia por meio do

programa estatistico Sisvar, pelo qual foram ajustadas as equacdes de regressao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintomas de fitotoxidez

As concentragbes de Cd, Ni, Zn e Al, aplicadas no meio de cultivo,
induziram o aparecimento de sintomas acentuados de toxidez, tanto na parte
aérea quanto na raiz.

Sete dias ap6s aplicacdo dos metais, observou-se que o Cd promoveu
amarelecimento com clorose, seguida de necrose na ponta das folhas (Figura 1).
Quando presente, mesmo em baixas concentragdes, no substrato de crescimento
das plantas, o Cd pode causar clorose e necrose nas suas folhas, em
consequiéncia da inibicdo do desenvolvimento dos tecidos, assim como pela
alteracdo do balango nutricional das plantas expostas ao metal (Nascimento et
al., 1998).

O Ni promoveu clorose seguida de necrose nas pontas das folhas mais
velhas, clorose na lamina foliar, enrugamento em folhas jovens e velhas e o
lancamento apresentava enrugamento e murcha (Figura 2). Além disso, o Ni
provocou o aparecimento de deficiéncia induzida de Fe logo nos primeiros dias
apos a aplicacdo, ficando o sintoma cada vez mais pronunciado.

No tratamento com Zn, verificaram-se clorose e necrose nas bordas e
nas pontas das folhas velhas e amarelecimento na lamina foliar como um todo,
seguida de clorose e necrose (Figura 3). Como observado para o Ni, 0 Zn
também provocou o aparecimento de sintoma de deficiéncia induzida de Fe.

No tratamento com Al verificou-se inicio de clorose, seguida de necrose
nas pontas das folhas e, em seguida, as folhas secaram e cairam (Figura 4). A
ocorréncia de clorose e de necrose pode estar relacionadas com a deficiéncia

multipla de varios elementos que participam da formacdo, multiplicacdo e
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funcionamento de cloroplastos, ou na sintese de clorofila (Breckle & Kahle,
1992; Marques, 1996).

Foi observado efeito drastico nas raizes (Figura 5) sob a influéncia das
concentrages de Cd, Ni, Zn e Al, tendo o Zn promovido encurtamento e
engrossamento das raizes secundarias. A a¢do de metais pesados na formagéo de
pélos radiculares e raizes secundarias é visivel na fase inicial de
desenvolvimento. 1sso pode reduzir a capacidade da planta de se fixar no

substrato e de absorver nutriente (Kahle, 1993).
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FIGURA 1 Sintomas de toxidez de Cd: A (Cd 270uM), B (controle), C (Cd 400
uM) e D (Cd 530uM)

FIGURA 2 Sintomas de toxidez de Ni: A (Ni 29uM), B (Ni 56uM), C
(controle) e D (Ni 85uM)
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FIGURA 3 Sintomas de toxidez de Zn: A (250 uM), B (380 uM), C ( 510 uM).

FIGURA 4 Sintomas de toxidez de Al: A (1000uM), B (1800uM), C (controle),
D (3600uM), E (1800uM) e F (controle).
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FIGURA 5 Sintomas de toxidez de Cd, Ni, Zn e Al nas raizes de plantulas de
seringueira. A (Cd 400uM); B (Ni 56uM Al 48uM); C(Zn 510uM Ni 56uM);
D(AIl 1800uM) e E (controle)
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4.2 Efeito dos metais no crescimento de plantas de seringueira

O aumento das concentracdes de Cd, Ni, Zn e Al, na solugdo nutritiva,
exerceu efeitos significativos sobre as caracteristicas vegetativas que envolvem
o crescimento foliar (comprimento e largura) e o crescimento da raiz e da parte
aérea (comprimento). O efeito dos metais, em diferentes concentracdes, sobre o
comprimento e a largura foliar € mostrado nas Figuras 6 e 7, respectivamente.
Nas maiores concentracdes de Ni, Zn e Al, observou-se menor comprimento e
largura foliar. J& para o Cd, o comprimento e a largura foliar sofreram reducéo
de pequena magnitude com o aumento da concentragdo, embora significativo, do
ponto de vista estatistico. Soares et al. (2001), trabalhando com eucalipto,
observaram redugdo de 94% na relagdo entre comprimento e largura foliar,
quando submetido a concentracdo de 180 uM de Cd, um valor muito abaixo do
menor valor utilizado no presente trabalho que foi de 270 pM.

O comprimento e a largura foliar, em diferentes concentracGes de
metais, além do valor superestimado da area foliar sdo mostrados na Tabela 4.
Observou-se que apenas o tratamento com Cd nao induziu reducdo na area foliar
superestimada, entretanto, os demais metais induziram uma reducdo de grande

magnitude.
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FIGURA 6 Comprimento foliar (cm) de plantas de seringueira submetidas a
diferentes concentracGes em uM de Zn (0, 250, 380, 510), Ni (0, 29, 56, 85), Al
(0, 1000, 1800, 3600) e Cd (0, 270, 400, 530), em solucéo nutritiva.

26



6 -
25 y = -0,0153x + 3,2731
<, R® = 09972
e
S 3 j\’\‘\‘
[+
. 2 4
1 -
0 T T T T
0 20 40 60 80
uM Ni
7 -
6 -
E 51 y = -4E-06x" + 0,0017x + 2,5654
g 4 R®=0,1714
3 3 .
3 24 .
1 -
0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
uM Zn
7 y = 4E-05x’ - 0,0251x + 6,5961
6 R’ =0,9998
E 51
S
g 47
23
S 24
l -
0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
uM Cd
7 .
6 -
y = -0,0004x + 2,7339
E 51 2
S R® = 0,9967
s
S 3
8 5 ,’\‘\0\’
1 4
0 T T T T T T T |
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
uM Al

FIGURA 7 Largura foliar (cm) de plantas de seringueira, submetidas a
diferentes concentracdes em uM de Ni (0, 29, 56 e 85), Zn (0, 250, 380 e 510),
Cd (0, 270, 400 e 530) e Al (0, 1000, 1800 e 3600), em solugéo nutritiva.
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TABELA 4 Valores médios do comprimento e largura foliar de plantas de
seringueira, apos a aplicacdo dos metais em diferentes concentragdes, e o célculo
superestimado da area foliar.

Concentracdo Comprimento Largura Area foliar
(nM) (cm) (cm) superestimada

(cm’)

0 11,6 2,9 33,4

270 8,9 2,3 20,5

Cd 400 9,9 2,4 23,8

530 12,4 2,8 34,7

0 10,7 3 32,1

29 8,7 2,4 20,9

Ni 56 7 2,1 14,7

85 5 2,1 10,5
0 7,5 4 30

250 6 31 18,6

Zn 380 6,3 2,1 13,2
510 7,2 2,5 18

0 7,4 3 22,2

1000 53 2,2 11,7
Al 1800 4,4 1,8 7,9
3600 5 15 75

O efeito das concentracdes dos metais sobre o crescimento da raiz e da
parte aérea estd evidenciado na Figura 8. Verificou-se reducdo de 75% na
matéria seca de parte aérea (MSPA) com a aplicacdo de 180 uM Cd. Paiva et al.
(2001), trabalhando com Cedrela fissilis Vell, na concentracdo de 132 uM,
encontraram redugdo na matéria seca de raiz (MSR), matéria seca de caule
(MSC) e matéria seca de folha (MSF), de 88%, 76% e 88%, respectivamente. Os
resultados encontrados no presente trabalho mostram que a seringueira possui

maior tolerancia a elevadas concentracfes de Cd.
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A aplicacdo de Ni levou a reducdo na producdo da MSR, MSC MSF e
MSPA, sendo que a reducdo da MSR foi mais acentuada (Figura 9) nas trés
concentracOes aplicadas. Observou-se que, para a MSR, as concentracdes de 29
uM e 85 uM reduziram em 72% e 87%, respectivamente, a producao de matéria
seca. Paldcios et al. (1998), estudando o efeito fitotoxico do Ni em tomate,
observaram que houve reducdo de 15% e de 27%, na MSR e MSF,
respectivamente, quando submetido a 85 uM de Ni. Yang et al. (1996)
observaram, em plantas de milho, redugdo de 20% em MSR submetida a Ni, na
concentracdo de 60 uM. Trabalhos realizados com Cedrela fissilis Vell (Paiva,
2000), arbérea, em alta concentracdo de Ni (252 uM), mostraram redugdo de
72% na MSR. Com isso, comprova-se a baixa tolerancia da seringueira ao Ni.

As concentracBes de Zn proporcionaram reducdo de grande magnitude
para a producdo de MSR, MSC, MSF e MSPA (Figura 9). Na menor
concentracdo aplicada (250 uM), houve reducdo de 47% e de 36% e, na maior
concentracdo (510 uM), a reducdo foi de 84% e de 71%, para a MSF e MSPA,
respectivamente. Na concentragdo de 250 uM, o Zn reduziu a MSR em torno de
83%. Soares (1999) observou reducdo de 79% e de 97%, em MSPA e MSR,
respectivamente, para Eucalyptus urophylla e Eucalyptus maculata, utilizando
concentracdo de 1.600 uM Zn, confirmando o forte efeito do Zn sobre o

crescimento do sistema radicular.
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FIGURA 9 Matéria seca de raiz (MSR), caule (MSC), folha (MSF) e parte aérea
(MSPA) e relacdo R/PA de mudas de seringueira em resposta a concentraces

em uM de Cd, Al, Zn e Ni em solucéo nutritiva. Cada barra corresponde a média

(zerro padréo).
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As concentragdes de Al proporcionaram reducdo de grande magnitude
sobre a producdo de MSR, MSC, MSF, MSPA (Figura 9). Todas as
concentracfes aplicadas reduziram significativamente a matéria seca da planta
de seringueira. Na menor concentra¢do (1.000 uM), a reducdo de matéria seca
de raiz foi em torno de 90%. Entretanto, Souza (1991), estudando o efeito do
aluminio em seringueira, verificou que a producdo de matéria seca ndo foi
influenciada nas concentragcbes de 300 uM, 593 uM e 1.186 uM de Al.
Conforme o autor, isso pode ser atribuido ao fato de o experimento ter durado
apenas cinguenta dias e por ser a cultura de seringueira perene e de crescimento

lento.

4.3 Resisténcia estomatica, transpiracdo e eficiéncia fotoquimica do

fotossistema 11

As caracteristicas avaliadas foram obtidas no final do experimento, mais
especificamente no més de dezembro de 2005, quando foi observada, para a
radiacdo fotossinteticamente ativa, variagdo que compreendeu valores na faixa
de 100 a 400 pmol.s™*.m?, em todos os tratamentos.

Pode-se observar que, para a caracteristica de resisténcia estomaética
(Figura 10), os tratamentos com adicdo crescente das concentragGes dos metais
pesados Cd, Ni e Al apresentaram tendéncia de aumento dos valores em
comparacdo ao controle. Esse comportamento ndo foi observado para as plantas
submetidas ao tratamento com o0 Zn, que apresentaram maiores valores na
primeira concentracdo utilizada (16,6ppm), diminuindo a medida que essa

concentracdo foi aumentada.
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FIGURA 10 Variacdo da resisténcia estomética (s.cm™), de plantulas de
seringueira submetidas a diferentes concentra¢cdes em ppm de Cd, Ni, Zn e Al,
em solugdo nutritiva (As barras em cada coluna indicam o erro padrdo da média
de trés repeticdes).

Os valores de transpiracdo, observados na Figura 11, seguem padrdes de

valores opostos aqueles da resisténcia estomatica.
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FIGURA 11 Variacdo da transpiracdo (mmol™m?) de plantulas de seringueira
submetidas a diferentes concentragdes em ppm de Cd, Ni, Zn e Al, em solugéo
nutritiva (As barras em cada coluna indicam o erro padrdo da média de trés
repeticdes).

Nao foi avaliado o potencial hidrico das plantas, devido ao fato de as
mesmas estarem submetidas ao cultivo hidropdnico. Contudo, um ponto que
deve ser relatado € que, quando foi realizada a contagem de estdmatos nos
tratamentos, foi observada reducdo na quantidade, em funcdo da aplicacdo do
metal pesado (Tabela 5).

Na Tabela 5 estdo representadas as concentracBes de cada metal, na
ordem crescente, e 0s respectivos nimeros de estdmatos para cada concentracao.
Né&o foram verificadas diferencas significativas no nimero de estdmatos entre o0s
metais. No entanto, observam-se, na Tabela 5, diferencas significativas, relativas
ao nimero de estdmatos dentro de cada tratamento. Ou seja, observou-se
reducdo no nimero de estdmatos a medida que se aumentava a concentracdo do

metal. O ndmero de estdbmato encontrado neste trabalho é muito
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inferior ao encontrado por Miguel (2005), pois 0 mesmo trabalhou com plantas

adultas do jardim clonal.

TABELA 5 Numero de estdmatos de plantas de seringueira, submetidas a
diferentes concentragfes de Cd, Ni, Zn e Al, em condicBes de casa de vegetacao.
Lavras, MG, 2005-2006.

Concentragdo (UM) N° estdbmatos CV (%)

0 56A

Cd 270 37B 17,97
400 27C
530 23C
0 56A

Ni 29 32C 15,88
56 31C
85 23C
0 55A

Zn 250 43B 21,14
380 43B
510 39B
0 28C

Al 1000 28C 17,56
1800 28C
3600 27C

'Médias seguidas da mesma letra maitscula na coluna, para a mesma variavel, néo
diferem entre si, pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Samsuddin & Impens (1978 a e b) verificaram que em folhas jovens de
seringueira, os estdmatos ainda ndo estdo funcionais e, morfologicamente, as
estruturas internas dos foliolos apresentam compactacdo, dificultando a perda de
agua.

Os resultados da relagdo entre fluorescéncia varidvel e maxima (Fv/Fm),
nas diferentes concentragbes de Cd, Ni, Zn e Al encontram-se na Figura 12.
Verifica-se que houve aumento desta varidvel com o aumento das concentracdes

dos metais.
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Os valores permaneceram entre 0,65 e 0,8. O aumento nos valores de
Fv/Fm, segundo Baker et al. (1984), demonstra a grande quantidade de
moléculas de clorofila incapazes de transferir a energia de excitacdo para 0s
centros de reacdo de PSII. Em contrapartida, diminuicdo nos valores de Fv/Fm
indica um declinio na eficiéncia fotoquimica de PSIl (Demmig & Bjérkman,
1987).

A razdo Fv/Fm é considerada uma forma de medir a utilizacdo da
energia radiante absorvida na fotossintese.

Para um grande nimero de espécies, a relacdo, Fv/Fm varia entre 0,800
e 0,833 (Bjorkman & Demmig, 1987). Segundo Siffer et al. (1988), os valores
elevados desta razdo significam melhoria na utilizacdo de energia radiante
absorvida e elevacdo das reacdes do ciclo de Calvin. De acordo com Bolhar-
Nordenkampf et al. (1989), os valores de Fv/Fm entre 0,75 e 0,85 sdo
caracteristicos de plantas ndo estressadas. Entretanto, os resultados apresentados
nesta Figura vdo contra esta afirmacdo, uma vez que a elevagdo esta associada
ao estresse pelo metal pesado.

Observou-se reducdo nesta variavel no tratamento com Al na
concentragdo de 3600 uM e aumento no tratamento com Cd na concentragéo de
530uM. Né&o houve diferenca na variavel da fluorescéncia para os tratamentos
com Ni e Zn (Figura 12). Entretanto, os valores de Fv/Fm foram um pouco
inferiores aos encontrados por alguns autores. Estes valores mais baixos de
Fv/Fm encontrados devem-se, possivelmente, a um maior aumento de Fo em
relacdo a Fm, que implica na reducdo de Fv. Estudos realizados por Miguel
(2005) mostraram, em alguns clones de seringueira, cultivados em condicdo de
campo, valores de Fv/Fm em torno de 0,75, os quais estdo préximos aos
encontrados neste presente trabalho. Menores valores na relagdo Fv/Fm,
possivelmente, se devem a um maior aumento de Fo em relagdo a Fm,

implicando em reducdo de Fv.
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FIGURA 12 Variacdo da fluorescéncia da clorofila, de plantulas de seringueira,
submetidas a diferentes concentracfes em uM de Cd (0, 270, 400 e 530), Ni (0,
29, 56 e 85), Zn (0, 250, 380 e 510) e Al (0, 1000, 1800 e 3600), em solucéo
nutritiva (As barras em cada coluna indicam o erro padrdo da média de quatro

repeticdes).
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4.4 Teor de metais

A aplicacdo de concentragdes crescentes de Cd, Ni, Zn e Al em plantas
de seringueira exerceram efeitos significativos sobre os teores dos mesmos na
raiz, no caule e na folha. Observou-se resposta linear positiva para o teor de Cd
na raiz, no caule e na folha (Figura 13). O maximo alcangado pelo teor de Cd na
raiz das plantas foi de 377 mg kg™, na dose de 270uM; 722 mg kg™, na dose de
400uM e de 826 mg kg™, na dose de 530 puM. Este comportamento confirma
resultados anteriores de que a absor¢do do Cd aumenta com a concentracao
desse elemento no meio de crescimento (Smith & Brennan, 1984; Oliveira et al.,
1994; Soares, 1999). Entretanto, Paiva (2000) observou comportamento
diferenciado em mudas de cedro e de ipé-roxo, nas quais o teor foi bem mais
elevado em raizes com doses menores do que as utilizadas neste trabalho.

O teor de Cd no caule e nas folhas alcangou valores maximos,
respectivamente, de 332 mg kg™ e 142 mg kg, na concentragdo de 530uM. Este
aumento no teor de Cd, no caule e na folha indica o elevado potencial de
translocacdo desse elemento (Paiva et al., 2001). Alguns trabalhos de diferentes
autores mostraram este mesmo resultado (Guo & Marschner, 1995; Arduini et
al., 1996; Soares, 1999). Os altos teores de Cd na raiz, no caule e na folha
podem ser os responsaveis pelo alto nivel de toxicidade deste elemento (Smith
& Brennan, 1984).
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FIGURA 13 Teor de Cd na matéria seca de raiz, caule e folha de seringueira,
submetidas a diferentes concentragcdes em uM de Cadmio (0, 270, 400 e 530).

A seringueira mostrou tendéncia a tolerancia as concentracdes de Cd
aplicadas, uma vez que o0s teores encontrados na raiz, no caule e na folha séo
muito inferiores aos encontrados em outras espécies estudadas e em doses muito
mais baixas do que as utilizadas neste trabalho (Paiva, 2000).

O incremento nas concentragfes de Ni, em solugdo nutritiva, levou ao
aumento no teor deste metal na raiz, no caule e na folha, nas plantas de
seringueira (Figura 14). Na raiz, o teor maximo alcancado foi de 437 mg kg™ na
dose de 85uM. Analisando os dados relativos ao teor de Ni nas folhas, verificou-
se teor méximo de 128 mg kg™, na dose de 85uM.

Como observado, houve elevacdo nos teores de Ni no caule e na folha,
comprovando o que se encontra, na literatura, sobre a grande mobilidade desse
elemento na planta (Mishra & Kar, 1974). O aumento no teor, independente da
parte da planta, mostra que o Ni é absorvido proporcionalmente & concentracao
do mesmo no meio de crescimento. O teor alcangado na raiz, no caule e na folha

desta espécie estudada é muito superior ao teor considerado toxico para plantas,
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podendo, entdo, ser a explicacdo para o elevado grau de toxicidade deste metal.
Segundo Adriano (1986), a expressdo da toxidez de Ni ocorre quando sua
concentracdo na matéria seca das plantas for maior que 50 mg kg™, com excecéo

das espécies acumuladoras e hiperacumuladoras.

1000 ; ¢ Raiz = Caule & Folha Yk =53235x + 50019 R® = 09993

yc = 1,8146x + 15131 R® = 0,9442
g 800 - ye = 1,4658x + 8,4534R” = 0,9725
o
£ 600 -
=
8 400 -
2
— 200
0 ‘
0 20 40 60 80 100
uM Ni

FIGURA 14 Teor de Ni na matéria seca de raiz, caule e folha de seringueira
submetida a diferentes concentragcGes em uM de Niquel (0, 29, 56 e 85).

O teor de Zn (Figura 15) na raiz atingiu 0 méximo de 608 mg kg™, na
dose de 510 pM, e de 2.625 mg kg™, na dose 334 uM Zn, em mudas de ipé-roxo
(Paiva, 2000). Na folha de seringueira, o teor de Zn atingiu 0 maximo de 107 mg
kg™, na dose de 510 uM (Figura 15). Este teor foliar de Zn esta dentro da faixa
ainda considerada ndo téxica para o crescimento de varias espécies (Kabata-
Pendias & Pendias, 1984).

O teor de Al encontrado no caule e na folha foi muito baixo (Figura 16),
resultado este que se confirma com o encontrado na literatura (Jarvis & Hatch,
1987; Lindberg, 1990; Souza, 1991), que sugere a pequena mobilidade do Al na

planta.
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FIGURA 15 Teor de Zn na matéria seca de raiz, caule e folha de seringueira

submetida a diferentes concentracdes em uM de zinco (0, 250, 380 e 510).
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FIGURA 16 Teor de Al na matéria seca de raiz, caule e folha de seringueira

submetida a diferentes concentracdes em uM de aluminio (0, 1000, 1800 e
3600).
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45 TeordeN,P,K,Ca, MgeS

A aplicacdo de concentragdes crescentes de Cd, Ni, Zn e Al, em plantas
de seringueira, exerceu efeitos significativos sobre os teores de N, P, K, Ca, Mg
e S (Figuras 17, 18, 19, 20, 21 e 22). Os metais, com exce¢do do Zn, induziram
reducdo no teor de N na raiz, no caule e na folha; o Zn reduziu o teor de N
somente nas folhas (Figura 17). O teor de P foi reduzido na presenca de Cd, Ni e
Al, e 0 Zn n3o alterou o seu teor (Figura 18). E sabido que o Al prejudica a
absorcdo de P, principalmente reduzindo o crescimento do sistema radicular
(Foy, 1976). Oliveira & Rena (1989), trabalhando com mandioca, mostraram o
efeito do Al blogueando o crescimento do sistema radicular.

Para o K, ndo houve efeito significativo do Al sobre o seu teor,
entretanto, Cd, Ni e Zn afetaram significativamente sua concentracdo (Figura
19), acarretando reducdo no seu teor quando comparado ao controle.

Todos os metais tiveram efeito significativo sobre o teor de Ca na raiz,
caule e folha (Figura 20), apresentando 0 mesmo comportamento de reducdo no
teor do elemento, quando comparado ao controle. Quando se observa o teor de
Mg em funcéo da aplicacdo crescente dos metais pesados (Figura 21), verifica-se
reducdo mais drastica desse nutriente, quando a planta foi mantida na presenca
do Cd.

Com relacéo ao S, a aplicacéo de Cd teve efeito significativo apenas nas
raizes, reduzindo seu teor, o Ni reduziu o teor no caule e nas folhas. O Zn nédo
teve efeito significativo sobre o teor de S e o Al provocou um aumento no teor
de S nas raizes (Figura 22). Evidentemente, os efeitos dos metais nos tecidos
vegetais sd0 mais pronunciados a medida que aumentam as concentracdes dos
mesmos.

Paiva et al. (2001) mostraram que o Cd promoveu aumento no teor de P,

S e Ca, praticamente ndo afetando o teor de K em mudas de cedro, resultado que
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contraria 0 encontrado neste trabalho com seringueira. Entretanto, Gussarsson et
al. (1995) demonstraram que, em mudas de Bétula pendula, os teores de K e Ca
diminuiram nas raizes e os teores de Ca e P, na parte aérea de mudas de Bétula
pendula, diminuiram significativamente pelo tratamento com Cd em solucdo
nutritiva. Paiva (2000) observou que a aplicacdo de Cd reduziu os teores de P,
K, Ca e Mg na raiz de ipé-roxo, ao passo que o teor foliar desses
macronutrientes ndo foi afetado pela presenca desse metal pesado.

43



35 4 + Raiz = Caule a Folha

Ve = 2E-07% - 0,0411x + 32,611R? = 0,9998
Vg = -2E-05° - 0,0081x + 20,381R? = 0,992
yc = 5E-06) - 0,0205x + 17,263R? = 0,9996

Teor de N (g.Kg]')
N
o

5 4
0] T T T T T ]
0o 100 200 300 400 500 600
uM Cd
35

+ Raiz = Caule a Folha

~ 30
T;? 25 Ve = 0,0038%° - 0,5827x + 32,315R? = 0,9931
2 20 Yz =0,0008>2 - 0,2251x + 20,189R? = 0,9867
% 15 yc = 0,0016>2 - 0,2846x + 17,294R? = 0,9995
© A
g 10
F 5
0+ T T T T |
o] 20 40 60 80 100
uM Ni
35 4 + Raiz = Caule a Folha
~ 30 A yp =-5E-05x2 - 0,0297x + 32,41R? = 0,9891
Q_ 25 4 Vi = -2E-05x2 - 0,0054x + 20,534R? =0,9764
S 20 9 Yo =-2E-05x2 - 0,0017x + 17,326R? =0,9719
z
o 15
©
5 10 -
3
[ 5
0 ; ; ; ; ; .
o] 100 200 300 400 500 600
uM Zn
35 + Raiz = Caule a Folha
0 Ve = 2E-06%% - 0,0101x + 33,646R* = 0,9987
H-;-\a o5 yc = 6E-07>% - 0,0034x + 17,065R? = 0,949
=) 20 yr = 1E-06>¢ - 0,0086x + 20,015R?=0,9735
z
& 15
§ 10
F 5
0 - ! ! ! :
0 1000 2000 3000 4000
uM Al

FIGURA 17 Teor de N na matéria seca de raiz, caule e folha de seringueira,
submetida a diferentes concentracdes em uM de Cd (0, 270, 400 e 530), Ni (O,
29, 56 e 85), Zn (0, 250, 380 e 510) e Al (0, 1000, 1800 e 3600).
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FIGURA 18 Teor de P na matéria seca de raiz, caule e folha de seringueira,
submetida a diferentes concentragdes em UM de Cd (0, 270, 400 e 530), Ni (0,
29, 56 e 85), Zn (0, 250, 380 e 510) e Al (0, 1000, 1800 e 3600).
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FIGURA 19 Teor de K na matéria seca de raiz, caule e folha de seringueira
submetidas a diferentes concentragdes em uM de Cd (0, 270, 400 e 530), Ni (O,
29, 56 e 85), Zn (0, 250, 380 e 510) e Al (0,1000, 1800 e 3600).
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FIGURA 20 Teor de Ca na matéria seca de raiz, caule e folha de seringueira
submetida a diferentes concentragdes em uM de Cd (0, 270, 400 e 530), Ni (0,
29, 56 e 85), Zn (0, 250, 380 e 510) e Al (0, 1000, 1800 e 3600).
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FIGURA 21 Teor de Mg na matéria seca de raiz, caule e folha de seringueira
submetida a diferentes concentragdes em uM de Cd (0, 270, 400 e 530), Ni (0,
29, 56 e 85), Zn (0, 250, 380 e 510) e Al (0, 1000, 1800 e 3600).
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FIGURA 22 Teor de S na matéria seca de raiz, caule e folha de seringueira

submetida a diferentes concentragdes em uM de Cd (0, 270, 400 e 530), Ni (0,
29, 56 e 85), Al (0, 1000, 1800 e 3600) e Zn ( 0, 250, 380 e 510).
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4.6 Atividade da redutase do nitrato (RN)

Na Figura 23 esté representada a atividade da enzima redutase de nitrato
em raizes de plantulas de seringueira submetidas a diferentes doses de Cd,
avaliadas em trés periodos. Observa-se que houve diferenga significativa entre
as concentragcdes aplicadas. A liberacdo de nitrito pelos tecidos foliares
apresentou-se baixa em todo o periodo experimental de exposicdo ao metal.
Deld-Filho et al. (1998) verificaram, em mudas de seringueira, aumento da
atividade da enzima até 180 minutos de tempo de reacdo. No entanto, estudos
mostram que ndo se deve prolongar, por mais de uma hora, o periodo de
incubacdo, devido as alteragfes causadas no citoplasma por condi¢des de

anaerobiose.
8 OCd0 OCd270 ECd400 M Cd530
7 |

! 1
5 T T
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FIGURA 23 Atividade da redutase do nitrato em raizes de plantas de seringueira
cultivadas em solucéo nutritiva, sob diferentes concentragdes em pM de Cd (0,
270, 400, 530) (As barras em cada coluna indicam o erro padrdo da média de

quatro repeticdes).
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Foram observadas, com relacdo ao Ni e Zn, diferengas significativas
entre as concentracdes aplicadas, em que se verificou reducdo na atividade,
proporcional ao aumento das concentracdes (Figura 24). Este comportamento
pode explicar a elevada reducdo de matéria seca de raiz, provocada pelas
concentracfes de Ni. Segundo King et al. (1992), a RN sofre uma regulacéo pelo
préprio nitrito, levando a uma reducdo na sua atividade. Segundo Panda &
Choudhury (2005), os metais Cr, Cu e Zn tém efeito inibitorio sobre a atividade
da RN, quando aplicados em concentracdes elevadas, pois afetam a assimilacao
do aménio.

Com relacdo ao Al, observou-se reducdo na atividade da RN
independente da concentracdo aplicada (Figura 25). Segundo Pimenta et al.
(1989), trabalhando com sorgo (Sorghum bicolor L. Moench), o processo de
assimilacdo de amonio parece ndo apresentar grande sensibilidade ao Al, sendo
afetado, principalmente, por meio de efeitos indiretos, sugerindo que a relagéo
existente entre 0 metabolismo do nitrogénio e o comportamento diferencial das
plantas quanto a tolerancia ao Al, seja controlado, principalmente, pelos

processos de absorgao e redugéo do nitrato.
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FIGURA 24 Atividade da redutase do nitrato em raizes de plantas de
seringueira cultivadas em solucdo nutritiva, sob diferentes concentragcdes em uM
de Ni (0, 29, 56, 85) e Zn (0, 250, 380, 510) (As barras em cada coluna indicam
o erro padrdo da média de quatro repeticdes).
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FIGURA 25 Atividade da redutase do nitrato em raizes de plantas de
seringueira cultivadas em solucdo nutritiva, sob diferentes concentragdes em uM
de Al (0, 1000, 1800, 3600) (As barras em cada coluna indicam o erro padrao
da média de quatro repetices).
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5 CONCLUSOES

As plantas de seringueira mostraram-se sensiveis as concentracdes
crescentes de Cd, Ni, Zn e Al em solugdo nutritiva, exibindo sintomas
de fitotoxidez manifestados, principalmente, como murchamento,
clorose e necrose dos tecidos e inibicdo do crescimento da raiz e da
parte aérea.

Verificou-se reducdo na producdo de matéria seca em todos os érgdos da
planta de seringueira, quando submetidas as concentracdes de Cd, Ni,
Zne Al

As avaliacbes de trocas gasosas mostraram queda na taxa de
fotossintese para todos os metais; a resisténcia estomatica foi reduzida
com excecdo do tratamento com Cd e a taxa de transpiracdo elevou-se
na presenca de todos 0s metais, com exce¢do do Zn.

Os teores dos metais na raiz, no caule e na folha aumentaram com o
incremento das doses de metais, sendo mais acentuado nas raizes.

A aplicacéo de concentragdes crescentes dos metais pesados Cd, Ni, Zn
e Al exerceu efeitos significativos nos teores dos macronutrientes N, P,
K, Ca, MgeS.

Houve decréscimo no altimo més de avaliacio em todas as
concentragdes. No caso do Cd, foi observada maior eficiéncia quando
houve aumento da concentracdo. Para os outros tratamentos, ndo houve
diferenca significativa.

A RN teve sua atividade reduzida nas raizes quando na presenca de Cd,
Ni e Zn, porém, ndo houve diferengas entre as concentracdes aplicadas,
de cada metal, com exce¢éo do Ni.

Verificou-se reducdo acentuada na atividade da RN na presenca do Al.
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9. Verificou-se reducdo no nimero de estdbmatos nas folhas de seringueira,

na presenca de Cd, Ni, Zn e Al.
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