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RESUMO

O efeito dos metais sobre as plantas gera a inibicao rapida dos processos de crescimento tanto
da parte aérea quanto da raiz, bem como, atividade fotossintética muitas vezes relacionada
com 0 processo de senescéncia, alterando diversas fungdes bioldgicas como o aumento do
namero de estdmatos, a redugdo do tamanho dos feixes vasculares e a degradagédo da sintese
de pigmentos cloroplastidicos. Assim, este estudo investigou os efeitos dos metais chumbo e
aluminio sobre a morfofisiologia de Lactuca sativa em hidroponia. Primeiramente, foi
realizado uma meta — analise sobre o efeito do chumbo e aluminio sobre a fotossintese, o
fotossistema Il e os pigmentos cloroplastidicos. Para as anélises dos efeitos dos metais sobre a
morfofisiologia, mudas de Lactuca sativa cv. Regina foram cultivadas em condi¢c6es de casa
de vegetacdo no sistema de cultivo hidropénico contendo nitrato de chumbo (Pb(NO3)2) e
nitrato de aluminio (AI(NO3)2) nas concentracdes de 50, 100, 250, 500 uM e solucdo de
Hoagland como controle negativo pelo periodo de 40 dias de exposicdo. Os parametros de
crescimento inicial como a altura da planta, o nimero de folhas, as massas fresca e seca das
parte aérea e raiz e a area foliar, assim como os pigmentos cloroplastidicos foram avaliados
semanalmente. A analise de espectrofotometria de absorcdo atdbmica foi realizada no 40° dia
apoOs exposicdo aos metais. O delineamento foi inteiramente casualizado com parcela
subdividida no tempo contendo 5 tratamentos (0, 50, 100, 250 e 500 uM) de cada metal
[Pb(NO3)2 e AI(NO3)2] com 3 repeticBes por tratamento em 5 épocas de coleta. O efeito
global mostrou que os dois metais reduzem os teores de pigmentos cloroplastidicos, a
fotossintese e o fotossistema 1, concluindo que o chumbo e o aluminio sdo tdxicos para 0s
parametros relacionados ao aparato fotossintético. O chumbo reduziu os parametros de
crescimento ao longo do cultivo, diferente do aluminio que promoveu o crescimento desses
parametros. Ambos o0s metais foram toxicos, reduzindo os teores de pigmentos
cloroplastidicos e fluorescéncia da clorofila a. O chumbo também afetou a anatomia radicular
e promoveu o surgimento de areas de aerénquima devido ao acumulo deste metal que ndo foi
translocado para a parte aérea. Sendo assim, Lactuca sativa mostrou — se ser acumuladora de

chumbo e tolerante ao aluminio.

Palavras — chave: Metais Pesados. Alface. Fitotoxicidade. Crescimento.



ABSTRACT

The effect of metals on the plants promote the fast inhibition of both aerial part and root
growth processes, as well as photosynthetic activity often related to the senescence process,
altering various biological functions like the increase in the number of stomata, reduction of
vascular bundle size and the degradation of chloroplastidic pigment synthesis. Therefore, this
study has investigated the effects of lead and aluminum metals on the morphology of Lactuca
sativa in hydroponics. First, has been realized a meta - analysis about the effect of lead and
aluminum on photosynthesis, photosystem 11 and chloroplastidic pigments. For the analysis of
the effects of metals on morphophysiology, seedlings of Lactuca sativa cv. (Pb (NO3) 2) and
aluminum nitrate (Al (NO3) 2) in the concentrations of 50, 100, 250, 500 uM and solution of
Hoagland as a negative control for the 40-day exposure period. The initial growth parameters
like as plant height, number of leaves, fresh and dry masses of shoot and root and leaf area, as
well as chloroplastine pigments were evaluated weekly. The atomic absorption
spectrophotometry analysis was performed on the 40th day after exposure to the metals. The
design was completely randomized with a time subdivided plot containing 5 treatments (0, 50,
100, 250 and 500 puM) of each metal [Pb (NO3) 2 and Al (NO3) 2] with 3 replicates per
treatment in 5 seasons of collect. The mean effect showed that the two metals reduce the
levels of chloroplastidic pigments, photosynthesis and photosystem I1, concluding that lead
and aluminum are toxic to the parameters related to the photosynthetic apparatus. Lead
reduced the growth parameters throughout the crop, different from the aluminum that
promoted the growth of these parameters. Both metals were toxic, reducing the levels of
chloroplastidicos pigments and fluorescence of chlorophyll a. Lead also affected the root
anatomy and promoted the appearance of areas of aerenchyma due to the accumulation of this
metal that was not translocated to the aerial part. Thus, Lactuca sativa showed to be lead -

bearing and aluminum tolerant.

Key - words: Heavy Metals. Lettuce. Phytotoxicity. Growth.



LISTA DE ABREVIATURAS

Al - aluminio
AI(NOs3)2 - nitrato de aluminio
Fv/Fm - eficiéncia quantica maxima do PSII no escuro

Fv/IFm_L - eficiéncia quantica méxima do PSII na luz

NPQ - quenching nao-fotoquimico
Pb - chumbo

Pb(NO3)2 -nitrato de chumbo

PSIHI - fotossistema 11

gP - quenching fotoquimico

Rfd - indice de vitalidade
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1 INTRODUCAO

Os metais pesados sdo elementos quimicos que possuem densidade maior que 5 g.cm™
ou qualquer elemento quimico ndo degradavel que esteja associado a questdes de poluicéo e
contaminagdo. Tais elementos ocorrem naturalmente na Terra e s&o liberados durante o
processo de erosao, vulcanismo, emissao natural de radonio e catastrofes naturais (OZYIGIT
etal., 2016).

No entanto, as atividades humanas como a industrializacdo, a mineracdo, 0 uso intenso e
inadequado de fertilizantes e pesticidas, as emissdes veiculares, os residuos de baterias, as
tintas, os lodos de esgoto e as madeiras tratadas, sdo fontes comuns de liberagdo desses metais
através dos seus efluentes depositando — os nos diversos compartimentos da biosfera
(SRIVASTAVA et al., 2015).

Essas atividades se tornam um problema para os ecossistemas e a salde humana, pois a
destruicdo da cobertura vegetal e degradacdo do solo tem como consequéncia a lixiviagcao
desses metais, considerando — se a principal via de contaminacdo de fontes de agua, rios e
lencais fredticos (ROMEIRO et al., 2007; SILVA et al., 2015; SRIVASTAVA et al., 2015).

Esses metais sdo um dos principais agentes abidticos que influenciam no estresse dos
organismos devido ao aumento no uso industrial e de agrotécnicas que levam a
bioacumulacdo e a toxicidade em niveis diferentes (PEREIRA et al., 2013; SILVA et al.,
2015).

A biodisponibilidade no ambiente depende do tipo de metal e da concentracdo, como
por exemplo o arsénio, o cddmio, o cromo, 0 mercurio e o chumbo que nas menores
concentracOes apresentam o potencial toxico para 0s organismos, ja os metais como o cobre, 0
ferro, o manganés, o molibdénio, o niquel e o zinco que sdo essenciais para diversos
processos bioldgicos, porém, em altas concentracbes sdo nocivos se tornando toxicos
(OZYIGIT et al., 2016).

Através da captacdo de agua, esses metais s@o solubilizados e podem ser introduzidos
nas plantas e acumulados, assim contaminar a cadeia trofica (SRIVASTAVA et al., 2015).
Conforme a resolucdo do CONAMA de n° 20 do ano 1986, o limite maximo permitido para
descarte desses metais em corpos de agua sdo 0,1 mg.L? para aluminio (Al) e 0,03 mg.L*
para chumbo (Pb).

As plantas de ciclo curto sdo as ideais para estudos toxicologicos, dentro destas
podemos encontrar a Lactuca sativa, que é recomendada em testes de toxicidade,

principalmente devido a sua sensibilidade e representatividade, bem como pelo fato desta ja
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se encontrar relativamente bem caracterizada em relacdo aos seus sistemas hormonais,
quimicos, respostas ambientais e nutritivas sendo uma hortalica cultivada de diversas formas,
dentre elas destaca-se a hidroponia, método do qual encontra-se com grande escala no Brasil
(PEREIRA et al., 2013).

A hidroponia € uma técnica que apresenta importancia para area cientifica, pois permite
0 desenvolvimento da planta em qualquer época do ano e uma exposi¢cdo homogénea aos
metais, eliminando a heterogeneidade e complexidade do solo, o qual se torna possivel
evidenciar os efeitos bioldgicos que possuem acéo toxicante mesmo em baixas concentracdes.
Assim, este trabalho tem como objetivo investigar o efeito dos metais chumbo e aluminio

sobre a morfofisiologia de Lactuca sativa em hidroponia.
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2 DESENVOLVIMENTO

A seqguir, é apresentada uma revisdo da literatura atualizada acerca dos temas abordados
neste estudo, com a finalidade de fundamentar o conhecimento tedrico para a analise e

discussdo dos resultados encontrados.

2.1. Chumbo

A contaminacdo no solo e na agua por Pb tem sido um problema crescente em sistemas
de producdo devido a inimeros vetores de poluicdo, estudos relatam diferentes estratégias
para diminuir a toxicidade utilizando diferentes substratos e sistemas hidroponicos (LEAL-
ALVARADO et al., 2016).

O Pb é um metal branco prateado, possui baixo ponto de fusdo, alta densidade e
maleabilidade, ndo corrosivo, com baixo ponto de fusdo, baixa solubilidade e mobilidade,
potencialmente toxico, produzido a partir de minérios como a cerrusita (PbCOs3), anglesita
(PbSO4) e galena (PbS), possuindo elevada densidade que, em A&guas superficiais, a
concentracdo natural do metal é em torno de 0,02 pg.L? (SILVA et al., 2015).

Este metal pode existir em alguns compostos como o sulfato de chumbo, tetraetilo de
chumbo e cloreto de chumbo, e suas principais fontes de contaminacéo estdo nas atividades
humanas que aumentam de forma constante na fabricacdo de baterias, revestimentos de cabos,
soldas, tintas, plasticos, borrachas, ceramicas, chapas elétricas, materiais fotograficos e
explosivos que estdo diretamente relacionadas com a industrializagdo e urbanizagdo
(OZYIGIT et al., 2016).

O Pb possui um manuseio simples, onde residentes proximos as fontes de dgua tendem
a ter niveis mais elevados de contaminacdo, fazendo com que o Pb seja reconhecido como
causador potencial de efeitos graves a saude humana e as funcbes do ecossistema (DAO;
BEARDALL, 2016; OZYIGIT et al., 2016; SILVA et al., 2015).

N&o ha estudos que mostrem o0s beneficios do Pb no metabolismo das plantas ou
animais, contudo, é evidenciado que ele causa efeitos negativos como o envenenamento, que
é um sério problema de salde publica, considerando que o valor limite de tolerancia bioldgica
para a prevencido de intoxicagdo pelo Pb no Brasil € a quantia de 50 pg.m= (BAI et al., 2015;
OZYIGIT et al., 2016; SILVA et al., 2015).

O Pb acumula-se primeiramente na camada superficial do solo, diminuindo sua

concentra¢do com a profundidade, no entanto, possui fortes ligagdes com materiais organicos
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e/ou coloidais, disponibilizando para absorcéo das plantas uma pequena quantidade soltvel do
metal; j& seu comportamento no solo, em relagdo a sua biodisponibilidade, € controlado
através de interagdes complexas orientadas por muitos fatores sendo transportado através da
membrana plasmatica das células da raiz (OZYIGIT et al., 2016; SILVA et al., 2015).

A absorcdo e acumulagdo de Pb é citotoxica em algumas espécies de plantas, razdo da
qual causa mudangas estruturais que afetam o crescimento e o desenvolvimento fisiologico
das plantas (KUMAR; KUMARI, 2015).

O Pb reduz o potencial de absorcéo sobre os teores de nutrientes essenciais como Zn,
Cu e K. Foi observado em plantas de Cucumis sativus e Zea mays expostas ao Pb, um
possivel blogueio das proteinas transportadoras pelo poluente, destruicdo dos tilacoides
induzindo clorose e a reducdo da fotossintese e da biomassa (KUMAR; KUMARI, 2015).

De acordo Kadukova et al. (2007), as raizes sdo os principais locais de acumulacdo de
Pb, independentemente da concentracdo, sendo sua toxicidade também relatada como inibidor
do crescimento de vérias espécies de plantas.

As plantas diminuem ou neutralizam os efeitos dos metais pesados através de
mecanismos especificos. Estes mecanismos de exclusdo podem ser atraves de sintese de
peptideos, inativacdo de metais via quelacdo e sequestro em organelas especificas, tais como
vacuolos, ou em certas estruturas, como tricomas (KUMAR; KUMARI, 2015).

Os metais pesados séo incorporados no citoplasma por transportadores cationicos e
micronutrientes, como por exemplo o Ca, Fe, Mn e Zn; sendo que estudos recentes mostram
que esse é o principal local de toxicidade nas plantas causado pelo acumulo de Pb (KUMAR,;
KUMARI, 2015).

Esta bem estabelecido que a toxicidade do Pb para as plantas varia com a forma quimica
presente no modo de cultivo. No entanto, é pouco conhecido sobre os mecanismos de
desintoxicacdo das plantas em relacdo a contaminacdo por este metal (KUMAR; KUMARI,
2015).

2.2. Aluminio

O Al é encontrado em residuos industriais e fontes de mineracdo, sendo considerado
como um dos diversos metais contaminadores de solos e aguas; ameagando, portanto, a saude
humana e ambiental (ACHARY; PANDA, 2010). E o terceiro elemento em maior quantidade
na camada externa da Terra que se constitui nas particulas de argila no solo, ocorrendo sua

migracdo para a fracdo trocavel ou para a solugdo em solos com pH abaixo de 5,0, e, em
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muitos casos, devido a auséncia de chuvas (LIU et al., 1993). A presenca do aluminio no
subsolo além de causar um dano direto ao ambiente, aumenta os efeitos da seca, em razdo de
sua toxidez, onde reduz significativamente o rendimento de diversas culturas e afeta
sensivelmente sua producdo (KOCHIAN et al., 2015; Xu et al., 2016)

Em todo o planeta, a toxicidade do Al é uma limitacdo para a producdo, pois se estima
que mais de 50% das terras araveis do mundo sdo &cidas, sendo o cerrado o bioma que mais
sofre com a toxicidade do Al. Uma das consequéncias da toxicidade do Al é a reducédo no
crescimento da raiz das plantas, especialmente as pontas, afetando a absorcao de nutrientes de
forma direta ou indiretamente (HARIDASAN, 2008).

O mecanismo de tolerancia melhor caracterizado é o de exclusdo do Al. Aminoacidos
ativados por este metal causam a liberacdo de &cidos organicos a partir das raizes. Os acidos
organicos tipicos liberados pelas plantas sdo citrato, malato e oxalato (BRUNNER;
SPERISEN, 2013).

Esses acidos organicos sdo anions encontrados no citossol, que uma vez transportados
para fora da raiz quelam o Al toxico na rizosfera, formando complexos estaveis e ndo toxicos
(BRUNNER; SPERISEN, 2013).

Além da producéo de acidos organicos, também existe a formagdo de estruturas capazes
de acumular Al na parede celular, sendo esta estratégia de exclusdo que reduz o grau de
contato do Al com as células da raiz, entretanto, 0s mecanismos bioquimicos e moleculares
subjacentes a essa estratégia permanecem em grande parte a serem determinados
(BRUNNER; SPERISEN, 2013).

2.3 Plantas hidropdnicas tolerantes a metais pesados

A alternativa para remediar aguas e solos contaminados com metais € a utilizacdo de
plantas tolerantes. As espécies com potencial de fitometria sdo conhecidas como
hiperacumuladoras metélicos, onde acumulam metais em seus tecidos em concentragdes
extremamente altas, quantidade da qual seria gravemente tdxicas para outras especies.
Quando comparados aos ndo-acumuladores, as plantas hiperacumuladoras apresentam altas
taxas de captacdo e tolerancia aos metais, transportando-os das raizes para parte aérea (LEAL-
ALVARADO et al., 2016).

Cada espécie de planta apresenta alteracdo no grau de toleréncia ou sensibilidade aos
metais pesados, absorvendo quantidade suficiente para promover danos aos tecidos (SILVA et
al., 2015).
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As plantas nativas de zona hdmida séo eficientes na remocdo ou estabilizacdo de
poluentes de aguas residuais e solos de regides humidas naturais ou artificiais (WEIS; WEIS,
2004). Espécies da familia Asteraceae, como Mikania micranta, Cyanthillium cinereum,
Sonchus arvensis, Parthenium hysterophorus, Eclipta prostrata, podem ser facilmente
estabelecidas no ambiente, que interagira com o0s metais pesados, variando seu grau de
absorcdo a depender do tipo de metal, espécie da planta e dos pardmetros fisico-quimicos
utilizados no sistema hidropénico (WEIS; WEIS, 2004).

Dentre as espécies da familia Asteraceae, destaca-se Lactuca sativa que apresenta o
aumento no seu consumo ndo s6 devido ao crescimento populacional, mas também pela
tendéncia de mudanca no hébito alimentar do consumidor, tornando inevitavel a necessidade
de aumentar a produ¢do (MONTEIRO FILHO et al., 2017).

O cultivo de Lactuca sativa em sistemas hidrop6nicos ja estad amplamente difundido no
Brasil, especialmente por sua facil gestdo, combinada com seu ciclo curto, entretanto, 0 uso
intenso e inadequado de pesticidas e fertilizantes tém sido apontados como 0s principais
responsaveis pela contaminacdo desse sistema de producdo (MONTEIRO FILHO et al., 2017;
ROMEIRO et al., 2007).

Quando os mecanismos de defesa ndo sdo suficientes para evitar a toxicidade, podera
ocorrer alteracdes no metabolismo da planta, tais como declinio na taxa fotossintética que
pode ser resultante de distor¢cbes na estrutura dos cloroplastos, ocasionada pela acdo de
radicais livres, inibicdo ou degradacdo na sintese dos pigmentos cloroplastidicos e reducédo da
taxa de transporte de elétrons, considerando-se que o Al pode interferir na absorcdo de ferro e
manganés e, assim, inibir a sintese dessas moléculas, que podem ser consequéncia de quebras
da molécula de DNA e inibicdo de sua sintese pela alteracdo estrutural no cromossomo
(LEME; MARIN-MORALES, 2009; SHARMA; DUBEY, 2005; SOUZA et al., 2011;
SRIVASTAVA et al., 2015).

Entretanto, as plantas que possuem mecanismos de tolerancia a metais pesados sao
capazes de complexar os mesmos a varias substancias, ligando-os fortemente a grupos
carboxil da parede celular, criando um aspecto de mucilagem ou ligando-os diretamente aos
polissacarideos da superficie das células da rizoderme, sendo este um dos principais
mecanismos de detoxificacdo, além de poder excretar o Pb através dos espagos extracelulares
(SHARMA; DUBEY, 2005; SRIVASTAVA et al., 2015).

Dao e Beardall (2016) estudaram Chlorella sp. submetida ao chumbo e verificaram a
capacidade de absorcdo do metal tanto ativa quanto passiva, em vez de apenas sor¢éo passiva.

Espécies acumuladoras de Al quando crescem em solos acidos desenvolvem tolerancia
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as altas concentracbes de Al *, complexando-os nos tecidos ou isolando-os em locais
insensiveis ao Al. Além disso, os efeitos benéficos de Al 3* sdo relatados em varias espécies
de plantas, espécies das quais sdo estimuladas a captar nitrogénio, fosforo e potassio e
também desenvolvem um maior crescimento da raiz devido a ativacdo da redutase do nitrato e
estimulagdo do NO * (Xu et al., 2016).

Rampim e Lana (2013) descrevem dois tipos de mecanismos de tolerancia das plantas
quando estressadas com Al, sendo o primeiro externo, o qual o Al é impedido de atravessar a
membrana plasmatica e entrar no simplasto através de imobilizacbes na parede celular,
alterando a permeabilidade seletiva da membrana plasmaética, a inducdo de barreira de pH na
rizosfera, a exsudacdo de quelatos ligantes, a exsudacdo de fosfatos e o fluxo de Al; e o
segundo mecanismo esta presente em uma grande variedade de plantas que acumulam Al nas
partes internas sem mostrar sintomas de toxidez devido ao aumento da concentracao de acidos
organicos para a formacdo de quelatos no citossol, impedindo a fitotoxicidade quando o Al
esta presente no simplasto.

Segundo Mariano et al. (2005), espécies como Fagopyrum esculentum e Camellia
sinensis apresentam mecanismos de tolerancia ao Al, inativando e armazenando o metal em
formas ndo toxicas nas folhas, contudo, ndo se conhece os disturbios causados nas rotas
metabdlicas e a relagdo nas mudancas de concentracéo de acidos organicos.

Plantas que possuem mecanismo de exclusdo do Al sdo capazes de quelar este elemento
com acidos organicos (KOCHIAN et al., 2015) ou com polissacarideos existentes na parede
celular, podendo contribuir para a exclusdo do Al em apices radiculares (YANG et al., 2008).

Portaluppi et al. (2010), avaliaram concentracBes de Al nas espécies de Hordeum
vulgare, Triticosecale Wittmack, Secale cereale, Triticum aestivum e Aegilops tauschii e
chegaram a concluséo de que existe relacdo direta entre a tolerancia, sensibilidade, resisténcia
e suscetibilidade ao Al para seus gendtipos, tendo o mesmo efeito no cultivo hidropénico ou
de campo, sendo estas formas de cultivo, sobretudo o hidropdnico, uma ferramenta eficiente

nos estudos de tolerancia aos metais.
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3 JUSTIFICATIVA

As acdes antropicas sdo responsaveis por grande parte do acumulo de metais pesados no
solo e na agua. Dentre os diversos metais pesados encontrados na natureza, merecem destaque
0 Pb e o Al por apresentarem alta toxicidade nas plantas, razdo da qual acarreta a reducdo no
comprimento de raizes, diminuicdo de biomassa radicular, inibicdo de sintese de DNA e
alteracdes na absorcao de nutrientes.

O chumbo ¢é o metal reconhecido pela organizacdo Mundial de saude (OMS) como um
dos elementos quimicos mais danosos a salde humana, e estd presente em baterias de
automaveis, projeteis de armas de fogo, fertilizantes e pesticidas, produtos dos quais provoca
acumulo do metal no meio ambiente, mantendo-se persistente a longos periodos de tempo
(cerca de 300 a 500 anos).

Ja o aluminio presente nas mineradoras e no lixo doméstico é considerado um dos
maiores poluentes ambientais, e em razdo de tais praticas humanas, o metal é descartado no
meio ambiente mantendo-se persistente durante largos periodos de tempo (entre 200 a 500
anos).

Dessa forma, técnicas como a hidroponia tornam-se facilmente expostas a contaminagao
de metais pesado por ndo necessitarem de grandes areas de cultivo, podendo ser facilmente
montadas em areas de alta exposicdo desses metais, onde, a agua utilizada nessa técnica
agricola pode sofrer com a larga contaminacdo desses elementos.

Logo, considerando que a Lactuca sativa é a principal hortalica cultivada pela técnica
de hidroponia e consumida pela populacéao brasileira, onde apresenta rapido crescimento e alta
sensibilidade e representatividade, torna-se uma das melhores plantas para analise dos efeitos
contaminadores dos metais pesados no meio ambiente, além de se encontrarem bem
caracterizada em relacdo aos seus sistemas hormonais e quimicos, respostas ambientais e
nutritivas, o que nos permite analisar e compreender os efeitos toxicos do Pb e do Al sobre a

sua morfofisiologia.
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4 OBJETIVOS

A sessao a seqguir trata dos objetivos gerais e especificos pretendidos neste trabalho.

4.1 Objetivo geral

Investigar o efeito dos metais chumbo e aluminio sobre a morfofisiologia de Lactuca

sativa L.

4.2 Objetivos especificos

a) Analisar as alteracbes do crescimento inicial de Lactuca sativa, como altura da
planta, nimero de folhas, massas fresca e seca e area foliar especifica frente a
toxicidade dos metais;

b) Quantificar o efeito dos metais nos teores de clorofila a, b e carotenoides;

c) Quantificar o efeito dos metais através da fluorescéncia da clorofila a

d) Analisar possiveis alteracfes anatémicas;

e) Determinar o teor dos metais absorvidos pela planta através da espectrofotometria
de absorc¢éo atdbmica.

f) Analisar o efeito global do chumbo e aluminio sobre a fotossintese, a eficiéncia
guantica maxima do fotossistema Il e os pigmentos cloroplastidicos através da meta

—analise.
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Resumo

A meta-analise ¢ um conjunto de procedimentos estatisticos que combina os resultados de
diferentes pesquisas que procuram testar uma hipdtese. Os metais pesados tonaram-se um dos
principais agentes abidticos que influenciam o estresse dos organismos devido ao aumento no
uso industrial e de agrotécnicas que levam a bioacumulacéo e toxicidade em niveis diferentes
que dependem do tipo de metal e sua concentracdo ficando disponivel no ambiente. Nesse
aspecto, o chumbo e aluminio estdo presentes como resultado dessas atividades antropicas
causando a contaminacdo do solo e por cadeia, os produtores. Assim, este trabalho avaliou a
partir da meta—analise o efeito do chumbo e aluminio sobre o sistema fotossintético. Foram
calculados o tamanho do efeito global para a fotossintese, pigmentos cloroplastidicos e
rendimento quantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm), assim como o efeito por moderador,
entre 0s metais e entre as familias. Para todos os parametros o intervalo de confianca foi de
95%, e o tamanho do efeito global apresentou valores significantes por meio do limite
maximo e minimo para a fotossintese (-7,96), Fv/Fm (-1,41), clorofila a (-1,30), clorofila b (-
1,83) e carotenoides (-1,12). Assim, por meio do efeito global, podemos concluir que o0s
metais chumbo e aluminio sdo téxicos reduzindo a eficiéncia do sistema fotossintético.

Palavras — chave: fluorescéncia; fotossintese; pigmentos cloroplastidicos.


mailto:si.c.santos@hotmail.com

27

Introducéo

A classificacdo de metais pesados é quando os elementos quimicos possuem densidade
maior que 5 g.cm?, associado a problemas de poluicdo. Os metais pesados ocorrem
naturalmente na Terra e sdo liberados durante processos de erosdo, vulcanismo, e algumas
outras catéstrofes que ocorrem naturalmente (OZYIGIT et al. 2016).

No entanto, atividades industriais e de mineracdo sdo fontes comuns de liberacdo desses
metais através dos seus efluentes sendo depositado nos diversos compartimentos da biosfera.
A liberacdo desses efluentes sem tratamento torna — se um problema para os ecossistemas e
salde humana, levando a destruicdo da cobertura vegetal e a degradacdo do solo em
consequéncia da lixiviacdo desses metais, sendo a principal via de contaminacdo de fontes de
agua, rios e lencois freaticos (SILVA et al. 2015; SRIVASTAVA et al. 2015).

Esses metais tonaram-se um dos principais agentes abidticos que influenciam no
estresse dos organismos devido ao aumento industrial e de agrotécnicas que levam a
bioacumulacéo e toxicidade em niveis diferentes ficando disponivel no ambiente. Os metais
pesados apresentam potencial toxico para 0s organismos mesmo em concentrac@es baixas, por
exemplo, arsénio, cadmio, cromo, mercurio e chumbo, entretanto, existem metais como cobre,
ferro, manganés, molibdénio, niquel e zinco que sdo essenciais para diversos processos
bioldgicos, mas em altas concentragdes sdo nocivos (OZYIGIT et al., 2016).

O Pb é um dos maiores poluentes por ser potencialmente toxico e se acumular por
longos anos no solo causando danos ao desenvolvimento das plantas e afeta negativamente
suas estruturas, fisiologia e biogquimica inibindo a fotossintese, alterando atividades
enzimaticas, inibicdo ou reducdo da germinacdo e também causar clorose nas folhas (SOUZA
et al. 2011; SILVA et al. 2015). Além disso, o Pb modifica caracteristicas anatbmicas como,
por exemplo, alteracdo no nimero de estdbmatos, na condutancia estomatica, no tamanho dos
feixes vasculares e pode causar escurecimento do sistema radicular e alterar o balanco hidrico
e hormonal (PEREIRA et al. 2013; SILVA et al. 2015).

Outro parametro importante é o de trocas gasosas foliares que determina diferentes
niveis de estresse ambiental podendo relacionar — se com a fotossintese. Segundo Fu e Wang
(2015) Brassica chinensis quando expostas a pequenas quantidades de Pb (300 mg.kg™), o
metal promoveu o0 aumento na capacidade fotossintética e assimilagdo de carbono. Entretanto,
a partir da concentracdo de 900 mg.kg™! de Pb ocorreu o declinio e inibicdo desses dois

parametros.
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Em menores concentracdes o Pb nédo altera a producdo dos pigmentos cloroplastidicos,
mantendo a taxa fotossintética, entretanto, em altas concentracdes, tende a inibir a producéo
de clorofila a, b e carotenoides, como foi constatado por Ozyigit et al. (2016) estudando
Secale cereale nas concentracGes de 100 umol a 400 pmol.

A contaminacdo por Al torna os solos acidos e seu acumulo em diferentes partes da
planta afeta células e organelas em nivel morfoldgico, citogenético e fisiologico, prejudicando
seu desenvolvimento principalmente na raiz, apresentando o primeiro sinal de toxidez visivel
(MATSUMOTO; MOTODA 2013; RAMPIM; LANA 2013). Contudo, pode contribuir na
fisiologia e crescimento das plantas quando usado em hidroponia (KONISHI et al. 2012) por
ser a técnica que associa 0 aluminio com a composi¢do de nutrientes fornecidos as plantas,
tendo melhor controle fitossanitario.

O Al se liga preferencialmente aos componentes da parede celular o qual apresenta alta
afinidade por grupos carboxila e fosfato, além da preferéncia por doadores de oxigénio
(YANG et al. 2008).

O Al, juntamente com o pH baixo, afetam o acimulo de nutrientes, o que pode levar a
deficiéncias nutricionais em muitas espécies sendo possivel quantificar o teor de cada macro e
micronutriente absorvido pelas plantas (KONISHI et al. 2012).

Outro processo sensivel ao estresse ambiental por excesso de Al é a fotossintese, que
leva a diminuicdo do teor de pigmentos cloroplastidicos, ocorrendo mecanismos de
sinaliza¢cBes que iniciam alteracfes adequadas ao aparato fotossintético em niveis fisioldgicos
e bioquimicos em repostas a mudancas ambientais (MATSUMOTO; MOTODA 2013). Nesse
contexto, também ¢é reduzido a capacidade de transporte de elétrons e consequentemente a
assimilacdo do carbono interno podendo associar com possiveis danos nos tilacoides
(KONISHI et al. 2012).

Diante do volume de informacdo acumulada na literatura e da variacdo das respostas
fisiologicas das plantas em relagdo as diversas formas de contaminacdo por metais pesados, 0
objetivo dessa revisdo foi avaliar, a partir da meta—analise, o efeito do chumbo e aluminio
sobre o sistema fotossintético das plantas analisando a eficiéncia maxima do fotossistema I,
fotossintese e pigmentos cloroplastidicos

Essas analises sdo importantes parametros que relacionam o potencial contaminante que
estes metais tém sobre o ambiente, os quais podem persistir entre 300 e 500 anos, e a alta
toxicidade que acarreta as plantas que podem ser partes de medicamentos, aromatizantes ou

alimentacéo.
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Material e Métodos

Os artigos foram revisados por meio da pesquisa da literatura no banco de dados “Web
of Science” e “Periddicos Capes” utilizando-se 0s seguintes topicos como palavras-chave:
“heavy metal” and “lead and photosynthesis”, “aluminium and photosynthesis”, “lead and
chloroplast pigments” e “aluminium and chloroplast pigments”, além disso, também foram
selecionados dissertacOes e teses que contemplavam os requisitos.

Os artigos selecionados compreenderam o periodo de 2005 a 2016 e precisaram
informar os valores de média e desvio-padrdo de fotossintese, clorofila a, clorofila b,
carotendides e eficiéncia do fotossistema Il (Fv/Fm) em diferentes concentracbes
experimentais de Pb e Al.

Foram excluidos artigos que ndo utilizam como estudo os metais Pb e Al e também
aqueles que ndo apresentavam desvio padrdo. Os dados de fotossintese, clorofila a, b e
carotenoides e Fv/Fm foram tabelados e definidos como moderadores os metais e as familias
botanicas das espécies estudadas.

O efeito global e por moderadores foram determinados utilizando o modelo de efeitos
aleatorios. Foi utilizado o modelo de efeitos aleatorios porque atribuem a distribuicdo dos
tamanhos de efeito as diferencas reais entre os estudos e ndo assumem o erro de amostragem
como a Unica fonte de diferencas nos tamanhos de efeito entre os estudos.

Foi avaliado se os tamanhos dos efeitos eram homogéneos ou variados em todos 0s
estudos (ou seja, se houvesse heterogeneidade). Para descrever a heterogeneidade dos efeitos
entre os estudos, foram calculadas as medidas completas de heterogeneidade.

As analises foram submetidas ao viés de publicacdo. Este método produz a estimativa
imparcial do tamanho do efeito.

O valor positivo de “d” ou “g” significa que o aluminio ou o chumbo promoveu um
aumento na atividade do parametro analisado em relacdo ao controle. Ja valores negativos
significam que o metal analisado reduziu a atividade em relag&o ao controle.

Foi realizado o teste Z com intervalo de confianca de 95% e também calculado o0s
valores maximos e minimos.

Os pressupostos do modelo e o viés de publicacdo foram analisados por variedade de
métodos (grafico Q-Q normal, gréafico de influéncia, grafico de funil, teste de simetria e

namero de seguranca) com o pacote metafor (VIECHTBAUER, 2010) em ambiente R.
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Resultados

Foram encontrados 124 artigos atraveés da busca pelas plataformas, os quais, devido aos
critérios de exclusdo, a revisdo permaneceu com 51 artigos que geraram 166 casos.

Ao analisar o efeito global (Tabela 1), os valores foram significativos indicando que 0s
metais agiram de forma negativa sobre a fotossintese (-7,96), fv/fm (-1,41), clorofila a (-1,30),
clorofila b (-1,83) e carotenoides (-1,12).

Tabela 1. Efeito global dos metais chumbo e aluminio sobre a fotossintese, fv/fm, clorofila a, b e carotenoides.

NUmero de Tamanho do Erro padrdo Limite Limite

€asos efeito minimo maximo
Fotossintese 15 -7,96 1,72 -11,34 -4,57
Fv/Fm 28 -1,41 0,33 -2,06 -0,76
Clorofila a 41 -1,30 0,41 -2,10 -0,49
Clorofilab 41 -1,83 0,36 -2,54 -1,11
Carotenoides 41 -1,12 0,38 -1,86 -0,37

Quando analisado o efeito por moderador pelo Pb (Tabela 2), os parametros afetados
negativamente por esse metal foram fotossintese (-6,72), Fv/Fm (-1,41), clorofila b (-0,76).
Os valores de clorofila a e carotenoides nao foram significativos indicando que o chumbo nao

afeta o teor desses parametros.

Tabela 2. Efeito por moderador do metal chumbo sobre a fotossintese, fv/fm, clorofila a, b e carotenoides.

Numero de Tamanho do Erro padrdo Limite Limite

casos efeito minimo maximo
Fotossintese 14 -6,72 1,64 -9,94 -3,49
Fv/Fm 28 -1,41 0,33 -2,06 -0,76
Clorofila a 31 -0,06 0,40 -0,85 0,72
Clorofila b 31 -0,76 0,35 -1,45 -0,07
Carotenoides 31 -0,43 0,40 -1,22 0,36

Ja o Al (Tabela 3), apresentou efeito negativo para clorofila a (-6,40), b (-5,57) e
carotenoides (-3,69). Os demais parametros apresentaram menos de 10 casos impossibilitando

a analise do efeito pelo Al.
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Tabela 3. Efeito por moderador do metal aluminio sobre fv/fm, clorofila a, b e carotenoides.

NUmero de Tamanho do Erro padrdo Limite Limite

€asos efeito minimo maximo
Clorofila a 10 -6,40 1,34 -9,04 -3,77
Clorofilab 10 -5,57 1,12 -7,78 -3,35
Carotenoides 10 -3,69 1,01 -5,67 -1,71

Foi feito a analise do efeito por moderados separando a familia das espécies estudadas,
entretanto devido a lista diversa, somente a familia Fabaceae (Tabela 4.) apresentou nimeros
de casos suficientes para ser analisado exceto no parametro fotossintese; apresentou valores
significativo negativo somente para Fv/Fm (-0,83), os parametros referentes aos pigmentos
cloroplastidicos nao teve valor significativo indicando que os metais ndo interferiram na

producdo desses pigmentos.

Tabela 4. Efeito por moderador da familia Fabaceae sobre Fv/Fm, clorofila a, b e carotenoides.

Numero  Tamanho  Erro padrdo Limite Limite maximo
de casos do efeito minimo
Fv/Fm 14 -0,83 0,35 -1,53 -0,13
Clorofila a 16 0,05 0,46 -0,85 0,95
Clorofila b 16 -0,77 0,50 -1,75 0,20
Carotenoides 16 -0,39 0,55 -1,47 0,69

Discussao

Ao analisar o tamanho do efeito global verificou-se que os metais, Pb e Al, reduzem
a atividade da fotossintese da planta, devido a sua toxidez que prejudica o aparato
fotossintético inibindo a fotossintese, ja que € capaz de alterar a condugdo estomatica, ou seja,
a taxa de transpiracdo e as trocas gasosas associados com o carbono interno (BIBI;
HUSSAIN, 2005) e também pode influenciar na quantidade de pigmentos fotossintéticos,
comprometendo assim a fotossintese (FU; WANG, 2015).

Os pigmentos cloroplastidicos sofreram reducdo quando expostos aos metais pois
estes se tornam toxicos a maior parte dos elementos que participam do processo de
fotossintese substituindo elementos das vias metabolicas pelo proprio metal (FU; WANG,
2015).

O PSII também teve reducdo da sua eficiéncia, possivelmente, o transporte de
elétrons do aparato fotossintético foi comprometido, afetando a eficacia do PSII (RAMPIM,;
LANA 2013).
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Para o Pb, ndo houve efeito significativo para a clorofila a e carotenoides
provavelmente pelo fato do Pb acumular na raiz pela alta afinidade desse elemento pelas
cargas negativas, resultando na dissociacdo dos grupos carboxilicos dos acidos galacturénico
e glucurénico da parede celular das células dos tecidos radiculares, além da funcédo de barreira
fisiologica restringindo o acesso do Pb a parte aérea (SOUZA et al. 2011). Também foi
verificado o efeito significativo negativo para a fotossintese e o fv/fm, conforme discutido
acima, embora uma maior proporcdo de Pb permaneca nas raizes, pode direta ou
indiretamente causar danos a parte aérea, sugeriu-se que o desempenho do aparelho
fotossintético € o principal processo afetado por este metal (LEAL-ALVARADO et al. 2016).

O Al quando absorvido e acumulado em diferentes partes da planta, afeta células e
suas organelas em nivel morfologico, citogenético e fisioldgico prejudicando o funcionamento
do sistema fotossintético, degradando os pigmentos cloroplastidicos (RAMPIM; LANA
2013).

A familia Fabaceae ndo apresentou alteracdo na producdo do teor de pigmentos
cloroplastidicos e segundo Pereira et al (2012) estudando o uso desta familia no
reflorestamento de areas contaminadas, concluiram que o teor dos metais no solo estavam em
concentracfes acima do valor estabelecido pela legislacdo e também que as plantas
estabelecidas neste local contaminado foram tolerantes.

Concluséo

Conclui — se por meio da meta—analise que pelo tamanho do efeito global, os metais
mostraram-se tdxicos para todos os pardmetros analisados (fotossintese, pigmentos
cloroplastidicos e Fv/Fm), entretanto quando mostrado o efeito por moderador, o Pb néo afeta
a producéo de clorofila a e carotenoides. Ja o Al é toxico para os pigmentos cloroplastidicos
afetando a fisiologia da planta.

Também conclui — se que para a familia Fabaceae, o conteudo de pigmentos

cloroplastidicos ndo foi alterado pela presenca do chumbo e aluminio.
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ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the effect of lead on the morphophysiology of
Lactuca sativa in a hydroponic system, aiming at the use of this bioassay for lead
decontamination in wastewater. Lactuca sativa ‘Regina’ was grown in an unheated
greenhouse using a hydroponic system containing lead nitrate at concentrations of 50, 100,
250, 500 uM and Hoagland solution as a negative control for a period of 40 days of exposure.
Initial growth parameters such as plant height, leaf number, shoot and root fresh and dry
matter, leaf area, chloroplastidic pigments, chlorophyll a fluorescence, anatomical parameters
and lead content, were evaluated. Growth parameters decreased at 50 puM. The content of
chloroplastidic pigments reduced, reflecting on the chlorophyll a fluorescence, which was
also impaired. The area of the vascular bundle and the proportion of vascular bundle area
relative to the total root area were more sensitive to the treatment, reducing at a concentration
of 50 uM. There was an absorption of 872 mg/kg lead in the root at 500 uM, characterizing
the cumulative potential, different from the shoot, to which the metal was not translocated,
confirming the rhizofiltration potential, which is a technique in which the absorption of
contaminants that are in solution occurs in the root zone. Lead reduced Lactuca sativa growth
and development; however, cultivar ‘Regina’ was resistant, since it has the ability to survive
the contaminated environment, and is ideal for wastewater decontamination due to its
rhizofiltration capacity.

Keywords: Lettuce; Asteraceae; Chlorophyll Fluorescence; Quenching; Anatomy; Heavy

metals.
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Introduction

Hydroponics is a production system under protected environment, where the plant is
grown in nutrient solution, essential for its development, in which crops are preserved from
adverse environmental factors, allowing significant gains in productivity and quality (Alves et
al. 2011).

Besides allowing a better efficiency in water use, due to loss reduction by evaporation,
this production system can amplify the advantage of localized irrigation, in the reuse of water
and rainfall for this purpose (Alves et al. 2011).

In recent years, advanced decontamination processes have received considerable
attention for the degradation of contaminants that may be heavy metals, as well as the
disinfection of waters and effluents that can be used in production systems (Teodoro et al.
2017).

In this context, water harvesting and wastewater reuse for less noble purposes are
increasingly viable alternatives to be applied (Mendonca et al. 2016).

Therefore, a consistent wastewater treatment is necessary to guarantee the safety of its
reuse in applications with potential for human exposure, contamination of the environment
and the agriculture that uses this water (Mendonca et al. 2016; Teodoro et al. 2017).

Lead (Pb) may exist naturally and has been one of the major contaminants in soil and
water. It can cause damage to plant development, negatively affecting their structures,
physiology and biochemistry (Souza et al. 2011; Silva et al. 2015).

In addition, Pb modifies anatomical characteristics and changes photosynthesis and
fluorescence emission (Pereira et al. 2013; Silva et al. 2015); these aspects are used to
evaluate the tolerance of different plant species (Sharma and Dubey 2005; Bai et al. 2015).

At lower concentrations, Pb may lead to an increase in the production of chloroplastidic
pigments, contributing to the photosynthetic rate; however, at high concentrations, it tends to
inhibit the production of chlorophyll a, b and carotenoids (Ozyigit et al. 2016).

The Pb uptake phenomenon depends on the plant organ and its specific morphology,
which tends to decrease in the following order: roots > leaves > stems > flowers > seeds.
However, this order can be altered according to the species (Sharma and Dubey 2005).

Pb is a contaminant present in fertilizers and pesticides, considered by the World Health
Organization (WHO) the most toxic metal for humans and, since it is a malleable metal, it is

easily leached, contaminating water bodies. Therefore, the objective of this study was to
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investigate the effect of Pb on the morphophysiology of Lactuca sativa in a hydroponic
system, aiming at the use of this bioassay for Pb decontamination in wastewater.

Material and Methods

Culture conditions

The experiments were performed under unheated greenhouse conditions, between
January and March 2017. In the tests, Lactuca sativa ‘Regina’ submitted to hydroponic
cultivation was used as a test organism. Seedlings at 20 days after germination were obtained
commercially and placed in Hoagland solution at 100% ionic potential for adequacy.

At the end of the adaptation period, the 30-day old Lactuca sativa seedlings were
inserted into the hydroponic system containing Hoagland solution, where lead nitrate
(Pb(NO3)2) was added at concentrations 50, 100, 250, 500 uM and only Hoagland solution as
a negative control, maintaining the pH in the range of 5.5 to 6.5 and the electrical conductivity
between 2.3 and 2.6 dSm™.

Growth parameters

The following parameters were evaluated every seven days, during the period between
42 and 70 days after germination: plant height (cm), with the aid of a digital caliper
(Digimess, LR44); leaf area (cm?), using the Axio Vision Rel. 4.8 image analysis software;
total leaf number and fresh matter (g), using an analytical balance (Marte, AY 220).

In the period from 42 to 63 days, the samples were taken to a forced air oven (Nova
Etica 400 ND) at 60°C until reaching a constant mass to determine shoot and root dry matter
(9).

It was not possible to evaluate shoot and root dry matter at 70 days, since the samples

were used in anatomical and lead content analyses by atomic absorption spectrophotometry.
Chloroplastidic pigments
For the determination of the levels of chloroplastidic pigments, the 5th pair of leaves

from the caulinar axis was used for all treatments and collections of plants exposed to

Pb(NOs3),, in the period between 42 and 70 days. The levels of chloroplastidic pigments
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(chlorophyll a, b and carotenoids) were determined from 0.2 g fresh plant material immersed
in 10 mL of 80% acetone for 24 hours.

Absorbance was determined using a spectrophotometer (Biochron, Libra S22) and
readings were taken at 663.2; 646.2 and 470.1 nm for the levels of chlorophyll a, b and
carotenoids, respectively, according to the methodology described by Lichtenthaler and
Welburn (1983), with modifications.

Root anatomy

The roots of each replication of all treatments were collected at 70 days after germination.
The cross sections were stained according to Souza et al. (2009) and were observed and
digitized under an Olympus BX-60 optical microscope, coupled to a digital camera. The
following parameters were analyzed: total area, cortex area, vascular bundle area, aerenchyma
area and the proportion of vascular bundle area (PCV). All these measurements were made by

the Axio Vision Rel. 4.8 image analysis software.

Chlorophyll a fluorescence

Chlorophyll a fluorescence was obtained using an image fluorometer (Fluor CAM
Closed FC 800-C, PhotonSystems Instruments — PSI, Ltd, Drasov,Czech Republic). The
analyses were performed using the quenching protocols of the software itself, according to
Oxborough (2004) and Souza et al. (2018). In the samples adapted in the dark, the maximum
efficiency of the photosystem was estimated by the Fv/Fm ratio.

The leaves were then illuminated with actinic light. The actinic light was removed, the
leaves were irradiated with distant red light and the maximum efficiency of photosystem Il
with the samples in the light was calculated by the ratio Fv/Fm_L = (Fm-Fo’)/Fm’.

Photochemical quenching was calculated as qP = (Fm’-Fs)/(Fm’-Fo’), and the non-
photochemical quenching was calculated as NPQ = (Fm-Fm’)/Fm’. The vitality index Rfd

was determined by the expression (Fm-Ft)/Ft.

Lead content

For the determination of the accumulated Pb content in the plant roots and shoot, in

order to search for possible mechanisms of tolerance for this cultivar, the analysis of atomic
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absorption spectrophotometry was performed. Nitric-perchloric digestion was performed at a
ratio of 2:1 (v/v) HNO3z and HCIO4. The Pb content of shoot dry matter and root system was
measured using an atomic absorption spectrophotometer (Varian) with acetylene gas flame

and cathode lamps (Malavolta et al. 1997).

Experimental design and statistical analysis

The experimental design was completely randomized, with a factorial scheme
containing 4 concentrations (50, 100, 250 and 500 uM) Pb(NO3). and Hoagland solution as a
negative control, 3 replications per concentration and 5 collection periods, referring to the
commercial age of Lactuca sativa. The results were submitted to analysis of variance -
ANOVA (p < 0.05) and the means between the different concentrations were compared by the

Scott-Knott test, using the SISVAR statistical software (Ferreira 2011).

Results

Lead contente

After 40 days of exposure to the treatments, Lactuca sativa L. roots showed Pb
accumulation from 50 uM, statistically equal to the concentrations of 100 uM and 250 uM.
Samples submitted to a concentration of 500 pM accumulated a higher amount of Pb (Fig. 1).

As for the shoot, little was translocated, and there was no significant difference between

the treatments and the control (data not shown).
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Fig. 1 Pb content in Lactuca sativa root after 40 days of exposure. Same letters do not differ within the same
collection by the Skott-Knott test at 5% significance. Bars represent the standard error.

Growth parameters

The growth parameters of Lactuca sativa exposed to Pb(NO3z). suffered a decrease among
treatments, within the collections.

At 42 days, stem height (Fig. 2a) showed a decrease in the presence of Pb(NO3), from
100 uM at 70 days, and the toxic effect reduced the size of plants exposed to a concentration
of 500 uM.

When stem diameter was evaluated (Fig. 2b), it was observed that Pb(NO3)2 reduced this
parameter from the 42nd day of exposure at 500 uM, compared to the other treatments.

Pb(NOs). had a toxic effect in the first collections, at 42 and 49 days, decreasing leaf
number (Fig. 2¢), with: control > 50 uM = 100 uM > 250 uM = 500 pM. The toxic effect was
maintained in the other collections, reducing the amount of Lactuca sativa leaves.

There was a reduction in leaf area (Fig. 2d) in the first three collections, with the increase
in Pb(NOs3). concentration; when the last collection was observed, as a result, the control
becomes statistically equal to the other concentrations, except at 500 uM, which reduced leaf
area.

Leaf number (Fig. 2c) showed results consistent with those observed for fresh matter
(Fig. 3a) since, from 50 uM, the exposure to Pb(NO3z)2 induced the reduction in these
parameters, which is even more evident at S00 uM in all collections.

Regarding leaf dry matter (Fig. 3b), in the first three collections, a mass reduction was
observed from 50 pM; it was intensified with increasing concentrations.

For stem fresh (Fig. 3c) and dry (Fig. 3d) matter, a reduction in these parameters that had
a similar behavior during collections was also observed.

There was a reduction in root fresh matter (Fig. 3e) in the presence of Pb(NO3).. It is
possible to observe that the mean of the controls was superior to the others, showing the toxic
effect of Pb(NOs3)..

It is observed that, for root dry matter (Fig. 3f), the concentration-dependent pattern also
occurred, which shows that the mean of the controls was higher than those of the other
concentrations.
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Chloroplastidic pigments

When analyzing chloroplastidic pigments, it was possible to observe that Pb(NOs3).
influenced all parameters. Chlorophyll a content (Fig. 4a) was reduced at a concentration of
100 pM (2.44 png.cm™) at 42 days of exposure, maintaining a similar behavior until day 63. As
for with 70 days of exposure, the accumulated Pb(NO3). caused a concentration-dependent
effect, in which the concentrations differed between each other, reducing the chlorophyll a
content in the presence of Pb(NO3)s.

In the first collection (42 days of exposure), chlorophyll b content (Fig. 4b) showed an

increase in the treatments, compared to the control (0.61 pg.cm™). However, in the other
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collections, it showed a reduction in its content, mainly from 100 uM, which was statistically
equal to the concentrations of 250 uM and 500 uM.

Unlike chlorophyll b, the carotenoid content (Fig. 4c) was reduced at 42 days in relation
to the control (1.90 pg.cm) due to Pb(NOs); at concentrations of 100 pM (1.65 pg.cm™), 250
uM (1.68 pg.cm™?) and 500 uM (1.35 pg.cm@), which were statistically similar. Apparently,
the presence of nitrate stabilized the carotenoid content at day 56, as there was no statistical
difference among treatments. However, at 63 and 70 days of exposure, Pb accumulation

reduced the carotenoid content.
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Anatomy

Pb(NO3)2 caused changes in root anatomy (Fig. 5 and 6). When evaluating the total and
cortex areas, these parameters were found to be reduced from a concentration of 100 uM. The
vascular bundle area and the proportion of the vascular bundle area (PCV) relative to the total
root area were more sensitive to the treatment, reducing from 50 uM.

The cortex was modified by Pb(NOz). absorption by the root, and the passage of this

50

metal by this area caused the development of aerenchyma (Fig. 5 and 6), from a concentration
45
40

of 50 uM.
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Fig. 5 Anatomical parameters of Lactuca sativa roots exposed to different lead concentrations after 40 days of
exposure. Same letters do not differ within the same collection by the Skott-Knott test at 5% significance. Bars
represent the standard error.

Flg 6 Cross sections of | Lactuca satlva roots after 40 days of lead exposure at 10x magnification and scale bar =
1 pm. Control, 50 pM, 100 uM, 250 uM and 500 uM, respectively.

Chlorophyll a fluorescence
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The maximum quantum efficiency of photosystem Il in the dark (Fv/Fm) and in the
presence of light (Fv/Fm_L) (Fig. 7 and 8) was evaluated, and both showed an increase at a
concentration of 50 uM (0.63 for both) Pb(NOz).. However, with increasing Pb(NOz).
concentrations, both Fv/Fm and Fv/Fm_L reduced their activities.

Photochemical quenching (gP) was reduced with increasing Pb(NO3). concentrations, and
the reverse behavior was observed for non-photochemical quenching (NPQ) (Fig. 7 and 8).

Using the vitality index (Rfd) (Fig. 7 and 8), it was possible to evaluate the
photosynthetic potential of the plants, which resulted in a decrease from a concentration of 50

uM (0.99), which was reduced with increasing concentrations.
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Fig. 7 Parameters analyzed by chlorophyll a fluorescence of Lactuca sativa exposed to different lead
concentrations after 40 days of exposure. Same letters do not differ within the same collection by the Skott-
Knott test at 5% significance. Bars represent the standard error.
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Fig. 8 Qualitative analysis of chlorophyll a fluorescence parameters of Lactuca sativa leaves after 40 days of
exposure to different lead concentrations. Color scale refers to the activities of each parameter.

Discussion

The concentrations of Pb(NOs3). solutions, associated with the content found in Lactuca
sativa roots, demonstrates the high level of absorption and accumulation of this metal in this
organ, especially at the highest lead concentration (Fig. 1) (Romeiro et al. 2007).

Little was translocated to the shoot, which may be associated with the concentrations that
inhibited plant development. The roots have a strong ability to retain a significant amount of
Pb, while restricting translocation to the leaves (Romeiro et al. 2007).

Pb accumulation by the roots (Fig. 1) and the absence of translocation to the shoot
characterizes rizofiltration which, according to the Environmental Protection Agency, is a
technique in which adsorption or precipitation occurs in the roots, or the absorption of
contaminants that are in solution around the root zone. This technique can be applied to heavy
metals such as Pb, which was not translocated to Lactuca sativa shoots, since it was
immobilized in the root and can be removed at harvest (Vasconcellos et al. 2012).

This technique can be applied from the construction of floating platforms as root filter
systems, and can be used in wastewater to remove inorganic compounds such as Pb
(Vasconcellos et al. 2012).
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Mazumdar and Das (2015) evaluated the cumulative potential of 25 species and
concluded that Pb uptake in the soil to the root was determinant in the verification of which
species are hyperaccumulating.

There are several parameters to evaluate the phytoremediation potential of heavy metals
of a species: among them, Raskin et al. (1994) determined that a species has
hyperaccumulation potential when it is able to extract and accumulate in its tissues values
higher than 1000 mg/kg Pb (dry matter); thus, Lactuca sativa ‘Regina’ is an accumulator of
this metal.

Lactuca sativa showed to be resistant to Pb, even reducing growth parameters (Fig. 2) and
biomass (Fig. 3) from the beginning of exposure. Such behavior may possibly be associated
with the surface area of the cell wall, which provided sites for metal bonding. Mechanisms of
metal tolerance include detoxification of metal ions within the cell and metal restriction when
crossing the plasma membrane (Dao and Beardall 2016).

Shen et al. (2016) analyzed Pb stress in Torreya grandis and also concluded that this
metal reduces growth parameters, due to oxidative activity, implying in the degree of plant
development and its metabolic state, corroborating the behavior of Lactuca sativa (Fig. 2 and
3), which also reduced over the exposure periods.

The inhibition of Lactuca sativa growth parameters (Fig. 2 and 3) may be associated with
the impairment of the photosynthetic function, as well as the reduction in the maximum
guantum efficiency of photosystem Il caused by Pb, and also with different metabolic
processes (Dao and Beardall 2016).

Visual symptoms, such as root darkening, were observed, indicating electrolyte leakage
due to damage to the root tissue cell membrane, and this, in turn, could indirectly affect the
efficiency of the photosynthetic system, photochemical and non-photochemical quenching of
the corresponding shoots.

It is possible that the functions of roots exposed to Pb have been affected, since the root is
the organ with the highest Pb accumulation (Leal-Alvarado et al. 2016), grounding the
reduction in fresh and dry matter of Lactuca sativa (Fig. 3). Pb-induced root damage may
have triggered signals, such as abscisic acid, from roots to leaves, which ceases leaf growth
and alters the content of chloroplastidic pigments (Leal-Alvarado et al. 2016), as observed for
Lactuca sativa (Fig. 4). The influence of the heavy metal on cell organization is important for
understanding physiological changes under stress conditions (Shen et al. 2016).

The difference in sensitivity of chlorophyll a and chlorophyll b (Fig. 4) to Pb stress
observed in this study may indicate a preferential degradation of chlorophyll a over
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chlorophyll b, since intracellular and detoxification mechanisms, including metal binding
compounds, may have priority in the degradation of chlorophyll a, which can be converted
into reactive oxygen species, while the break of chlorophyll b is synthesized in chlorophyll a
or by an increase in the activity of the enzyme chlorophyllase (Hortensteiner and Kréutler
2011; Dao and Beardall 2016).

The chlorophyll content was reduced in a concentration-dependent manner (Fig. 4); the
parameters measured in photosystem Il (PSIl) (Fig. 7 and 8) also decreased and growth
followed this inhibition, probably due to the damage that Pb causes to the function of the PSII
reaction center, which reacts by replacing the iron of the bonding sites and thus blocks the
electron transport (Dao and Beardall 2016; Shen et al. 2016). A decrease in carbon fixation
also decreases electron transport rate through return effects, inhibiting the activity of Rubisco,
which is essential for carbon fixation, thus reducing dry matter (Fig. 3) (Dao and Beardall
2016).

Pereira et al. (2013) verified stress by lead nitrate at concentrations between 0.5 and 5.0
mM in Lactuca sativa with only 7 days of cultivation and concluded that, since this phase, Pb
causes anatomical modifications in the root, corroborating the toxic effect that this metal
caused in this study (Fig. 5 and 6).

Pb moves preferentially through the apoplastic pathway, translocating itself through the
cortex, damaging the cell wall and, as a consequence, aerenchyma areas arise, as verified for
Lactuca sativa, which showed aerenchyma areas (Fig. 5 and 6), when submitted to Pb at
different concentrations (Sharma and Dubey 2005).

The reduction in the total root area of Lactuca sativa (Fig. 5 and 6) was possibly due to
the toxic effect of Pb, which also reduced growth parameters such as fresh and dry root
matter. However, the reduction in vascular bundle area and PCV can cause changes in water
and nutrient transport throughout the plant (Ribeiro et al. 2015).

Consequently, the reduction in water and nutrients may be associated with the growth
parameters of Lactuca sativa (Fig. 2 and 3) that reduced along Pb stress.

Chlorophyll a fluorescence is the focus of studies on photosynthetic regulation and plant
responses to the environment, due to its sensitivity and non-destructive characteristics (Fu and
Wang 2015; Dao and Beardall 2016; Shen et al. 2016). Lactuca sativa submitted to Pb stress
obtained lower quantum efficiency values (Fig. 7 and 8) than non-stressed plants, which is
associated with PSII photoinhibition; in addition, photoinhibition and reduction in
photosynthetic capacity under conditions of Pb stress were manifested by changes in leaf

chlorophyll content. This was explained by its important role in photosynthesis and plant
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growth (Shen et al. 2016). The maximum quantum efficiency of PSII is a sensitive stress
indicator in photosynthetic organisms (Dao and Beardall 2016). Under stress conditions, the
value decreases, as observed for Lactuca sativa, and may cause photoinhibition of
photosynthetic capacity (Shen et al. 2016), which can be observed through the reduction in
vitality index (Rfd).

When analyzed by chlorophyll a fluorescence, Lactuca sativa showed an increase in the
maximum quantum efficiency of PSII at concentrations of 50 and 100 uM Pb (Fig. 7 and 8).
The stimulating effect of low concentrations of heavy metals can be attributed to an increased
demand for ATP for metal detoxification and repair processes, including the active transport
of ions in the plasma membrane or the production of specific polypeptides for metal binding
(Dao and Beardall 2016).

It is possible to associate the reduction in Fv/Fm (Fig. 7 and 8) with the modifications
caused in the photochemical activity which, in turn, can result in a lower electron transport
between PSII and PSI (Leal-Alvarado et al. 2016).

Lactuca sativa had a significant reduction in gP and an inverse relationship with NPQ.
This happens once the light energy absorbed by the leaves is used in photosynthesis, and the
excess energy can be dissipated as heat or re-emitted as chlorophyll fluorescence. However,
the total amount of chlorophyll fluorescence is very small, and large absorbed light amonts
are used to direct gP or are dissipated as heat in fluorescence quenching by NPQ (Fig. 7 and
8) (Fu and Wang 2015).

Fu and Wang (2015) established a proportion of light absorbed by PSlI-associated
chlorophyll in Brassica chinensis submitted to Pb and observed that the leaf gP initially had a
slight increase and then decreased, whereas NPQ (Fig. 7 and 8) showed an inverse trend with

increasing lead concentrations, corroborating this study.

Conclusions

Lead reduced Lactuca sativa growth and the levels of chlorophyll a, b and carotenoids
during the first 42 days of cultivation. The evaluated root anatomical parameters showed a
reduction by exposure to Pb(NO3)2, also emphasizing the development of aerenchyma in the
cortex. Lead stress decreased qP, increasing NPQ, and negatively affected the maximum

quantum efficiency of PSII.
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Lactuca sativa was found to be resistant to lead, even reducing the morphological and
physiological parameters, and also demonstrated to be efficient in the absorption of this metal
by the root, classifying it as an accumulator.

In addition, Lactuca sativa ‘Regina’ was ideal for rhizofiltration, since it does not

translocate lead to the shoot, which is ideal for wastewater decontamination.
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Resumo

A contaminacdo por aluminio torna os solos &cidos e seu acumulo em diferentes partes da
planta afeta células e organelas, prejudicando seu desenvolvimento, entretanto pode contribuir
na fisiologia e crescimento das plantas quando usado em hidroponia. O aluminio se liga
preferencialmente aos componentes da parede celular o qual apresenta alta afinidade por
grupos carboxila e fosfato, além da preferéncia por doadores de oxigénio. Assim, este estudo
investigou o efeito do aluminio sobre a morfofisiologia de Lactuca sativa em hidroponia. Para
isso, mudas de Lactuca sativa cv. Regina foram cultivadas em condic¢des de casa de vegetacdo
no sistema de cultivo hidrop6énico contendo nitrato de aluminio (AI(NO3)2) nas concentracfes
de 50, 100, 250, 500 UM e solucdo de Hoagland como controle negativo por um periodo de 40
dias de exposicdo. Os parametros de crescimento inicial como altura da planta, nimero de
folhas, massas fresca e seca das partes aérea e raiz e area foliar, assim como pigmentos
cloroplastidicos foram avaliados semanalmente. A analise de espectrofotometria de absor¢éo
atbmica foi realizada no 40° dia apds exposi¢cdo ao metal. O delineamento foi inteiramente
casualizado com parcela subdividida no tempo contendo 5 tratamentos (0, 50, 100, 250 e 500
uM) de AI(NO3): e 3 repeticbes por tratamento em 5 épocas de coleta. O AI(NO3)2 promoveu
o0 crescimento de Lactuca sativa ao longo dos 70 dias, podendo ser uma planta tolerante ao Al.
Entretanto, os pigmentos cloroplastidicos e os parametros quantificados pela fluorescéncia da
clorofila a reduziram, apresentando uma relagdo concentracdo — dependente o qual diminuia
com o0 aumento das concentra¢fes. Constatou-se que o aluminio embora tenha promovido o
crescimento de L. sativa, interferiu negativamente na sua fisiologia.

Palavras — chave: Alface, Asteraceae, fitotoxicidade, pigmentos cloroplastidicos, anatomia.
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Introducéo

A contaminacdo por Al torna os solos &cidos e seu acimulo em diferentes partes da
planta afeta células e organelas em nivel morfoldgico, citogenético e fisiologico, prejudicando
seu desenvolvimento principalmente na parte radicular apresentando o primeiro sinal de
toxidez visivel (MATSUMOTO; MOTODA, 2013).

Entretanto, o Al pode contribuir na fisiologia e crescimento das plantas quando usado
em hidroponia (KONISHI et al., 1985) por ser uma técnica que associa 0 metal com a
composic¢do de nutrientes fornecidos as plantas, tendo um melhor controle fitossanitario. O Al
se liga preferencialmente aos componentes da parede celular o qual apresenta alta afinidade
por grupos carboxila e fosfato, além da preferéncia por doadores de oxigénio (KONISHI et
al., 1985; LIU et al., 1993).

No geral, o acimulo de nutrientes € afetado pelo pH baixo e Al os quais sdo possiveis
de quantificar o teor absorvido pelas plantas podendo levar a deficiéncias nutricionais em
muitas espécies (KOCHIAN et al., 2015).

Ma e Hiradate (2000) afirmam que a ocorréncia de altas concentracGes de Al sugere que
0 acumulo deste elemento nas plantas ocorre a partir de um mecanismo utilizado para
absorver e translocar o Al das raizes até as folhas, o qual ap6s a passagem pela membrana
plasmaética através de proteinas transportadoras € quelatizado pelo oxalato. A parede celular
da raiz primaria € uma estrutura complexa e heterogénea constituida de microfibrilas de
celulose embutidas em uma matriz de pectinas e hemiceluloses.

Sendo constatado rupturas na epiderme como consequéncia da quebra e ruptura das
células devido a acdo de exclusdo do Al, além da formacdo de uma camada celular externa
adjacente a epiderme formada por proantocianidina que pode crescer gradualmente
fornecendo protecio contra o acumulo de Al*3 na raiz (KOCHIAN et al., 2015) e também a
reducdo do mecanismo de extensdo da parede celular sofrendo lignificagdo (MATSUMOTO;
MOTODA, 2013).

O Al pode ser isolado em sitios, tal como o vacuolo, o qual pode ser insensivel a esse
metal, mesmo que as evidéncias indiquem que a compartimentalizacdo seja deficiente,
demonstrando a interferéncia do vactolo no auxilio a tolerancia das plantas ao Al (SHEN et
al., 2002). Em muitas culturas, a presenca de ions de Al induz a formacdo de fosfato de
aluminio resultando numa deficiéncia de fésforo podendo causar redugdo na area foliar e

clorofila (KONISHI et al., 1985), contraparte a folha, raizes podem excretar compostos
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quimicos alcaloides como a cafeina aumentando o crescimento por inibicdo da deposicéo
calosa também estimulando a absorgéo de nutrientes (Xu et al., 2016).

A fotossintese é um processo muito sensivel ao estresse ambiental por excesso de Al, o
qual diminui o teor de pigmentos cloroplastidicos ocorrendo mecanismos de sinalizacdes que
iniciam alteracGes adequadas ao aparato fotossintético em niveis fisiologicos e bioquimicos
em repostas a mudangas ambientais (TOHIDI et al., 2015). Nesse contexto, também &
reduzido a capacidade de transporte de elétrons e consequentemente a assimilacdo do carbono
interno podendo associar com possiveis danos nos tilacdides (KOCHIAN et al., 2015),
entretanto, na forma de Al ** pode ocorrer um aumento na atividade fotossintética e induzir as
atividades de enzimas antioxidantes, resultando numa maior integridade da membrana e
lenhificacdo tardia (Xu et al., 2016).

Na forma de ions, o Al interage com os componentes lipidicos da membrana plasmatica
facilitando a entrada de radicais causando a sua degradacdo e como consequéncia aumentando
o teor de peroxidacéo lipidica (WANG; PAN, 2015).

Presente em solos lixiviados, o Al causa alteracdes no DNA e atraso no ciclo celulares,
reduzindo a frequéncia de nucleos na fase G2 e também na fase S, acompanhadas
consequentemente por um aumento de ndcleos na fase G1 (ACHARY; PANDA, 2010).

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito do Al sobre a morfofisiologia de Lactuca
sativa em hidroponia, pois esta hortalica € a mais consumida no Brasil e a terceira em volume
de producéo.

A hidroponia é um sistema de producédo crescente em todo territério brasileiro, também
é facil encontra-lo em éreas de contaminacéo, sendo o Al um dos maiores poluentes ambiental
através da pratica de mineracdo e também pelo alto consumo de produtos derivados desse

metal, permanecendo no ambiente entre 200 a 500 anos.

Material e Métodos

Condigdes de cultivo

Os experimentos foram realizados em condi¢cfes de casa de vegetacdo ndo climatizada
entre 0s meses de janeiro a marco de 2017. Nos ensaios foi utilizado como organismo teste
Lactuca sativa cv. Regina submetida ao cultivo hidrop6nico. Mudas com 20 dias pés
germinacdo foram obtidas comercialmente e colocadas em solugdo de Hoagland a 100% de

potencial ibnico para adequagéo.
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Finalizado o periodo de adaptacdo, as mudas de Lactuca sativa com 30 dias de idade
foram inseridas no sistema hidroponico contendo solugéo de Hoagland e adicionado nitrato de
aluminio (AlI(NOz)2) nas concentragdes 50, 100, 250, 500 uM e somente solucdo de Hoagland
como controle negativo, mantendo o pH na faixa de 5,5 a 6,5 e a condutividade elétrica entre
2,3e2,6dSm™,

Os parametros de crescimento e os pigmentos cloroplastidicos foram avaliados
semanalmente a partir do 42° dia até o 70° dia correspondente ao tempo de colheita da
cultivar. As analises de absorcdo atbmica, anatomia e fluorescéncia da clorofila a foram

avaliados no 70° dia de idade das mudas expostas ao Al.

Parametros de crescimento

Foram mensurados semanalmente durante o periodo entre 42 dias a 70 dias, a altura da
planta (cm), area foliar (cm2), nimero de folhas e massas fresca (g) e no periodo de 42 dias a

63 dias a massa seca (g) de parte aérea e raiz.

Pigmentos cloroplastidicos

A determinacdo dos teores de pigmentos cloroplastidicos foi realizada no periodo
compreendido de 42, 49, 56, 63 e 70 dias de idade das plantas expostas ao Al. As amostras
foliares foram envolvidas em papel aluminio e acondicionadas em caixa de isopor contenho
gelo e, posteriormente, conduzidas ao laboratdrio. Os teores de pigmentos cloroplastidicos
(clorofila a, b e carotenoides) foram determinados a partir de 0,2 g de material vegetal fresco
imersos em 10 mL de acetona 80% durante 24h. A absorbéncia foi determinada em
espectrofotdmetro (Biochron, Libra S22) e as leituras realizadas a 663,2; 646,2 e 470,1 nm
para os teores de clorofila a, b e carotenoides, respectivamente, conforme a metodologia
descrita por Lichtenthaler e Welburn (1983).

Fluorescéncia da clorofila a

A fluorescéncia da clorofila a foi obtida por imagens por meio de um fluorimetro de
imagens (FluorCAM Closed FC 800-C, PhotonSystems Instruments — PSI, Ltd, Drasov,Czech
Republic). As analises foram realizadas utilizando os protocolos de quenching do préprio
software e de acordo com Oxborough (2004). Nas amostras adaptadas no escuro, a maxima
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eficiéncia do fotossistema (PSII) foi estimada pela razdo Fv/Fm. Em seguida as folhas foram
iluminadas com luz actinica. A luz actinica foi removida e as folhas foram irradiadas com luz
vermelho-distante. O quenching fotoquimico foi calculado como P = (Fm’-Fs)/(Fm’-Fo’), e

0 quenching nao-fotoquimico foi calculado como NPQ = (Fm-Fm’)/Fm’.

Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com parcela subdividida no
tempo contendo 4 concentragdes (50, 100, 250 e 500 uM) de Al(NO3). e solucdo de Hoagland
como controle negativo, 3 repeticdes por concentracao e 5 épocas de coleta referentes a idade
comercial de Lactuca sativa. Os resultados foram submetidos a analise de variancia - ANAVA
(p < 0,05) e comparacgdo de médias entre as diferentes concentracdes pelo teste de Scott-Knott
utilizando o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2011).

Resultados

Pardmetros de crescimento

O AI(NOs)2 resultou em um efeito toxico para o nimero de folhas (Figura 1 C) de
Lactuca sativa em um curto periodo de tempo, pois com 42 dias, o controle (15 folhas) > 50
UM (13 folhas) > 100 uM (11 folhas) = 250 uM (12 folhas) = 500 uM (12 folhas). No 49° dia,
o nimero de folhas manteve constante entre os tratamentos, entretanto, nas demais coletas, o
AI(NO3). estimulou o aumento do nimero de folhas que quando analisado no 70° dia, os
tratamentos tiveram uma média de 25 folhas, enquanto o controle apresentou 22 folhas.

O comportamento da massa fresca de folhas (Figura 2 A) é semelhante ao nimero de
folhas, a qual também foi prejudicada pelo efeito toxico do Al no 42° dia e nos demais, a
planta promoveu o0 aumento da massa proporcionalmente com o aumento das concentragdes.

O efeito toxico do Al, diferente dos parametros anteriores, foi evidenciado na massa
seca de folha (Figura 2 B) com 42 e 49 dias de exposi¢do. Entretanto, aos 56 e 63 dias foi
predominante o efeito benéfico, apresentando na quarta coleta uma média de 3,55 g de
matéria seca nas trés maiores concentra¢Ges e no controle uma massa de apenas 2,64 g.

O AI(NOgz)2 influenciou em um curto periodo de tempo no crescimento secundario
constatado através do didametro do caule (Figura 1 B). Com 42 dias, o controle apresentou um
diametro de 8,49 mm, e na concentracdo mais baixa, de 50 uM ja houve redugéo significativa
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para 8,09 mm e a maior concentracdo obteve 5,96 mm. A partir do 56° dia, o Al ndo causou
efeito toxico mantendo as médias dos didmetros de caule semelhantes.

O crescimento primario também foi afetado aos 42 dias pelo AI(NO3)2, a altura do caule
(Figura 1 A) do controle teve 36,84 mm e na concentracdo de 250 UM reduziu para 35,03 mm.
A partir do 49° dia, o AI(NOs)2 comecou a estimular o crescimento resultando em um controle
com 53,32 mm e na concentracdo de 50 UM um aumento para 54,93 mm. O efeito benéfico
persistiu nas demais coletas promovendo o crescimento na altura do caule principalmente nas
trés maiores concentragoes.

A massa fresca do caule (Figura 2 C), com 42 dias, sofreu uma redugédo a partir da
concentracdo de 100 puM (1,55 g) em relacdo ao controle (1,79 g) devido a presenca do Al.
Com 49 dias, o controle teve uma média de 4,74 g e a concentracdo de 50 UM apresentou 5,28
g de massa fresca de caule significativamente maior quando comparado as demais
concentrages; o efeito toxico do Al(NOs). foi observado nas concentra¢bes de 250 uM e 500
MM os quais foram mensurados 4,25 g e 3,79 g, respectivamente. A partir do 56° dia, o Al foi
benéfico, promovendo o aumento da massa fresca do caule nas trés maiores concentracdes.

A massa seca do caule (Figura 2 D) acompanhou o comportamento dos demais
parametros relacionados a esse 6rgdo. Com 42 dias, o controle teve 0,08 g e o efeito toxico do
Al se manifestou j& na concentracdo de 50 UM mensurando 0,06 g. Aos 49° dia, ndo foi
observado efeito do AI(NOs3)2 na massa seca de caule, pois todos os tratamentos foram
semelhantes ao controle apresentando uma média de 0,15 g. Aos 56 e 63 dias de exposicao ao
AI(NOs)2, a presenca do metal promoveu um aumento de massa seca nas trés maiores
concentragoes.

A raiz teve um comportamento parecido com os demais érgdos. Quando analisado a
massa fresca (Figura 2 E) verificou-se que o aluminio age na primeira semana de estresse
reduzindo a massa a partir da concentracdo de 50 uM (3,43 g) em relacdo ao controle que
apresentou uma média de 3,97 g. Com 49 dias apresentou valores iguais estatisticamente entre
0s tratamentos com uma média de 5,64 g. Nas demais coletas, o Al(NOz)> comegou a agir
promovendo o aumento da massa fresca na raiz entre os tratamentos.

Nos 42 dias de exposi¢do, a massa seca da raiz (Figura 2 F) foi prejudicada com a
presenca do Al, pois a concentracao de 50 UM apresentou uma média de 0,14 g sendo inferior
a do controle que teve 0,16 g, e as trés maiores concentra¢fes que tiveram uma reducéo
semelhante com uma média de 0,11 g. No 49° dia, a média de 0,24 g da concentracdo de 500

UM foi maior que a dos demais tratamentos e controle que tiveram uma média de 0,22 g
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devido ao efeito estimulante do AI(NOs).. Nas terceira e quarta semanas de coleta, o0 Al(NOz)2

promoveu 0 aumento da massa seca da raiz, principalmente nas maiores concentragoes.
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Pigmentos cloroplastidicos

A quantificacdo do teor dos pigmentos cloroplastidicos mostrou que o AI(NOs). foi
toxico prejudicando esse parametro. O teor de clorofila a (Figura 3 A) reduziu em todas as
coletas, principalmente aos 63 e 70 dias, apresentando o0 comportamento concentracdo —
dependente devido ao tempo de exposigéo.

AI(NO3)2 ndo influenciou o teor de clorofila b (Figura 3 B) nas primeiras duas semanas,
entretanto, com 56 dias, a concentracdo de 100 uM foi estimulada apresentando uma média de
1,83 pg.cm™ superior as demais que tiveram uma média de 1,6 pg.cm™. Nas duas ultimas
coletas o efeito do aluminio foi presente reduzindo a partir da menor concentracdo até a
maior.

O teor de carotenoides (Figura 3 C) ndo apresentou variagdo com 42 dias, entretanto nos
demais, comegou com uma reducdo gradativa ao longo das semanas, sendo que na ultima,
apresentou uma relagdo concentracdo — dependente o qual o controle teve 2,78 pg.cm? e a

concentragéo de 500 pM apresentou a maior reducdo com 1,86 pg.cm.
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Fluorescéncia da clorofila a

A eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il tanto no escuro (Qy) quanto no claro
(fv/fm) (Figura 4) mostraram um decréscimo quando expostas ao aluminio. O Qy reduziu nas
duas maiores concentracbes com uma média de 0,61 em relacdo as menores concentragdes e o
controle que apresentou uma média de 0,65. O fv/fm apresentou uma relacdo concentragdo —
dependente reduzindo o valor com o aumento das concentracfes, o controle apresentou uma
média de 0,63 e a maior concentracdo reduziu para 0,42.

O quenching fotoquimico (gP) e o ndo — fotoquimico (NPQ) (Figura 4) também
sofreram com a acdo do nitrato de aluminio sendo que o gP reduziu de acordo com 0 aumento
das concentracfes e 0 NPQ aumentou indicando o estresse por esse metal.

O indice de vitalidade (Rfd) (Figura 4) mostra que o sistema fotossintético da planta
sofreu danos com o estresse pelo aluminio ja que o valor do indice reduziu com o aumento
das concentracOes, sendo a concentragdo de 500 uM (0,76) a menor em relacdo ao controle
(1,36).
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Figura 4. Parametros analisados pela técnica de fluorescéncia da clorofila a de Lactuca sativa exposta as
diferentes concentragdes de aluminio apos 40 dias de exposigdo. Letras iguais ndo diferem entre si dentro da
mesma coleta pelo teste de Skott — Knott a 5% de significancia.
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Discussao

A Lactuca sativa exposta ao Al(NOs)2, cultivada em hidroponia, promoveu 0 aumento
no numero de folhas, altura da planta (Figura 1) e massa fresca e seca de raiz, caule e folha
(Figura 2) corroborando com estudos realizados por Xu et al (2016) analisando o efeito do
sulfato de aluminio, também em hidroponia, com duas cultivares de Camellia sinensis,
confirmando que o metal Al pode ser benéfico para o crescimento da planta, alterando o
desempenho e crescimento de indices morfofisiologicos, como massa fresca e seca de
diferentes 6rgdos. Xu et al (2016) também sugere o Al como um importante elemento para 0
crescimento radicular.

O fato ao Al ter promovido o crescimento de L. sativa, deve-se possivelmente ao
estimulo da absorcdo de nitrogénio em plantas respondendo positivamente ao aumento das
concentracdes (Rehmus et al., 2015).

Resultados contrastantes foram obtidos por Okem et al (2015) estudando Drimia elata,
que utilizaram altas concentracdes de Al, as quais, a menor concentracdo utilizada (500 mg.L
1 ndo apresentou efeito nos parametros de crescimento. Concentragdes mais altas de 1000
mg.L* e 1500 mg.L™ causaram efeito tdxico reduzindo principalmente as biomassas frescas e
secas.

No presente estudo, o fornecimento de AI(NOz)2 promoveu 0 crescimento e
aprimoramento da atividade radicular. Este resultado pode indicar um bom crescimento em
solos altamente acidos contendo altos niveis de Al (KONISHI et al., 1985; WANG; PAN,
2015). Além disso, plantas que crescem em solos acidos com uma alta concentracdo de Al
desenvolvem mecanismos de tolerancia para sua desintoxicacdo (WANG; PAN, 2015; XU et
al., 2016). Por exemplo, alguns &cidos organicos sdo identificados em exsudac@es radiculares
de muitas plantas (MA; HIRADATE, 2000; XU et al., 2016).

A exsudacdo radicular € o mecanismo de exclusdo do Al melhor caracterizado, o qual
depende de anions de acidos organicos presentes na rizosfera onde quelam ions de Al,
formando compostos ndo toxicos impedindo a entrada na raiz (KOCHIAN et al., 2015).

Como resultado da exsudagdo, temos a formacao de acidos organicos como o malato e o
citrato que sd@o compostos intermediarios no ciclo do &cido tricarboxilico, um ndcleo
metabolico chave importante para todos os organismos pois é um dos responsaveis pela
alocacédo de carbono (KOCHIAN et al., 2015; LIAO et al., 2015) o que pode ter contribuido

para 0 aumento da massa seca de raiz, caule e folhas.
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As respostas do crescimento da planta submetidas ao estresse pelo Al ocorreram,
principalmente, na primeira semana de coleta, diferente dos pardmetros fotossintéticos que
sofreram reducdes ao longo de todas as semanas, indicando a maior sensibilidade das
atividades fotossintéticas. De fato, as atividades fotossintéticas tém sido amplamente
utilizadas como end points de toxicidade que respondem mais rapidamente do que parametros
de crescimento (WANG et al., 2016).

A Lactuca sativa apresentou comportamento concentracdo — dependente para 0s
pigmentos cloroplastidicos (Figura 3), corroborando com Okem et al (2015) que verificou a
reducéo significativamente no teor de clorofila de Drimia elata estressada por Al. A reducéo
dos pigmentos cloroplastidicos induzida pelas concentracfes de AI(NOz), foi acompanhada
pelo comprometimento na capacidade de absorver energia luminosa e pelo aumento do
excesso de energia de excitacdo, demonstrando um efeito direto da toxicidade nos complexos
de absorcéo de luz (LIAO et al., 2015).

Segundo Tohidi et al (2015) estudando Brassica napus em baixas concentracdes de Al,
obtiveram como resultado um efeito significativo sobre o teor de clorofila e carotenoide
devido a desercdo na biossintese de clorofila. O Al pode controlar a biossintese de clorofila
por meio do controle de enzimas existentes no complexo de ruptura de agua no lugar da
oxidagdo do sistema PSII, controla a transmisséo de fotossintese eletronica e, por isso, evita 0
efeito de estimulacdo da clorofila impedindo a transmissdo de corrente de reacfes de elétrons
(LIAO et al., 2015; TOHIDI et al., 2015).

O baixo pH e a toxicidade do Al resultaram em uma diminuic¢do gradual do teor de
clorofila a, b e carotenoides, sugerindo que a toxicidade certamente inibiria a atividade
fotossintética. Sob o estresse do Al, uma série de fatores sdo reconhecidos para atuar na
fotossintese da planta, que pode ser um resultado sintético de mdultiplos fatores. Para o
conteddo de clorofila, pode ser indiretamente inibido pela adicdo de Al, pois pode competir
com magnésio, que é parte integrante da molécula de clorofila para ligar os locais de ligacao
na membrana plasmatica das raizes, interferindo com a absorcéo e transporte (YANG et al.,
2015).

A diminuic&o do teor de clorofila na presenca de metais pesados provavelmente deve-se
a inducdo oxidativa. Foi relatado que a diminuicdo do contetdo de carotenoides pode ser
devida ao colapso ndo fotoquimico das clorofilas estimuladas por carotenoides e que
desencadeia a ruptura da estrutura carotenoide (TOHIDI et al., 2015).

Todos os parametros analisados pela técnica da fluorescéncia da clorofila a foram

afetados mais intensamente do que os parametros de crescimento de Lactuca sativa quando



68

expostas ao Al (Figura 5). A presenca de exsudatos inibe a eficiéncia quantica maxima do
fotossistema Il independente da fase clara (Qy) ou escura (fv/fm), entretanto ndo afeta o

crescimento primario e secundario da planta (WANG et al., 2016).

fv/fm qP NPQ Rfd

2 .

500 uM I | l

Figura 5. Analise qualitativa dos parametros da fluorescéncia da clorofila a de folhas de L.actuca sativa ap6s 40
dias de exposicao as diferentes concentragdes de aluminio.

Liao et al (2015) verificaram a reducdo na fv/fm em Citrus sinensis e Citrus grandis
estressados por Al e concluiram que o dano fotoinibitério ocorreu nos complexos do PSIl em

maior proporcao no lado receptor de elétrons do que o lado doador, podendo gerar espécies
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reativas de oxigénio pois os tilacdides sdo os principais centros de reacdo (YANG et al.,
2015).

A inibicdo da eficiéncia quantica maxima do PSII pelo Al indica uma inibicdo da
capacidade fotossintética, uma vez que esse parametro representa a capacidade do
fotossistema para converter a energia da luz em energia quimica (WANG et al., 2016), o qual,
pode reduzir o transporte de elétrons (YANG et al., 2015). Essa inibicdo é confirmada pelo
Rfd que reduziu com a presenca do Al, esse parametro reflete o decréscimo geral do sinal de
fluorescéncia, uma vez que esse indice € utilizado para conhecer o potencial fotossintético da
planta, assim como a integridade e funcionalidade das folhas indicando o estresse pelo metal
sobre o aparelho fotossintético (LICHTENTHALER et al., 2000).

Além disso, a inibicdo do PSII pode induzir efeitos secundarios, como a estimulacéo do
NPQ, um mecanismo regulatério de feedback no qual a irradiacdo de luz excessiva é
dissipada como calor, alterando a distribuigdo de ficobilissomas, sendo um mecanismo de
fotoprotegdo contra o estresse, podendo associar com a reducdo da clorofila a, pois sdo as
ficobiliproteinas que transferem a energia luminosa para o pigmento estudado (JOSHUA;
MULLINEAUX, 2004; WANG et al., 2016).

A reducdo do gP indica uma inibicdo nos centros de reacdo do PSII nas folhas expostas
ao AI(NOs)2. Centro de reagOes fechados indicam que as plantas expostas ao metal
apresentam uma absorcédo de radiacdo maior do que a capacidade de transporte de elétrons nos

fotossistemas e de fixacdo de carbono (Fu; wang, 2015).

Conclusoes

Para os parametros fisioldgicos, pigmentos cloroplastidicos e fluorescéncia da clorofila
a, 0 Al teve uma acdo toxica reduzindo esses parametros.

O AI(NO:s). interferiu negativamente nos pardmetros analisados pela fluorescéncia da
clorofila a, inibindo a eficiéncia quantica maxima do PSII, resultando na perda da capacidade
fotossintética.

O crescimento de Lactuca sativa foi estimulado, podendo ser uma planta tolerante ao
Al, sendo este metal altamente disponivel no cerrado que é o bioma que mais tem sofrido com
a conversao de terras para 0 uso de producéo, fazendo da hidroponia um sistema de producéo
viavel para a cultivar Regina e também fazendo necessario um controle na qualidade da agua
que é facilmente contaminada pelos rejeitos de mineracao e produtos domésticos os quais o Al

esta contido.
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