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RESUMO

A contaminagdo causada por metais pesados no solo é uma grande preocupacgdo ecologica,
devido ao seu potencial nocivo a qualidade ambiental e a vitalidade dos seres vivos, além da
alta persisténcia no ambiente. O cobre (Cu) é um micronutriente essencial aos vegetais, porém
em excesso pode causar danos na morfofisiologia dos vegetais. Compreender 0s mecanismos
que as plantas utilizam para combater a toxicidade causada por esse metal é de grande
importancia para o desenvolvimento de programas de fitorremediacdo. Nesse contexto, o
objetivo dessa pesquisa foi avaliar as respostas morfofisiologicas e a tolerancia de espécies
arboreas expostas a diferentes concentracdes de cobre no solo. Para caracterizar o efeito do
Cu sobre a morfofisiologia e toleréncia das plantas foram realizados dois experimentos. No
primeiro experimento foi utilizado delineamento inteiramente casualizado (DIC) com trés
espécies florestais Myroxylon peruiferum L. (Oleo Béalsamo), Hymenaea courbaril (Jatobd) e
Peltophorum dubium (Canafistula) e cinco concentracdes de cobre (CuSO,4.5H,0) 0, 50, 100,
200 e 400 mg kg', com quatro repeticdes por tratamento, em substrato de solo
acondicionados em vasos. Foram avaliados os parametros de crescimento, clorofilas, a
atividade enzimatica antioxidante, teor de prolina, trocas gasosas foliares, teor de cobre nos
tecidos e no solo e indices. O excesso do Cu no solo ndo afetou o crescimento vegetativo das
trés espécies no periodo pesquisado. Entretanto, foi observado reducdo no teor da clorofila
com o aumento do cobre no solo. As espécies apresentaram sistema de defesa enzimatico
antioxidante (SOD, APX, CAT, GPX) em combate as espécies reativas de oxigénio (ERO).
As plantas de M. peruiferum apresentaram maiores teores de prolina no tecido foliar em
relacdo as demais espécies. O excesso de Cu induziu nas trés espécies um declinio na
fotossintese que pode ser atribuido a limitacdo bioquimica, e também em M. peruiferum
limitacdo estomatica. As trés espécies acumularam o Cu nas raizes. Plantas de M. peruiferum
absorveram menos Cu em seus tecidos, com caracteristica de planta exclusora. As plantas de
H. courbaril, P. dubium e M. peruiferum apresentaram tolerancia e sdo indicadas para a
revegetacdo de solos contaminados com cobre e a programas de fitorremediacdo como a
fitoestabilizagdo. No segundo experimento o delineamento experimental foi em blocos ao
acaso (DBC) com cinco concentragdes de cobre (CuSO,4.5H,0) 0, 100, 200, 400 e 800 mg kg
! com quatro repeticdes. A espécie arbérea utilizada foi Jatoba - Hymenaea courbaril L.
Foram avaliados os parametros de crescimento, trocas gasosas, morfologia radicular, teor de
Cu nos tecidos e indices. O Cu até a concentragdo de 200 mg Kg™ favoreceu o crescimento,
trocas gasosas e morfologia radicular das plantas de H. courbaril. O excesso do Cu no solo
afetou o crescimento vegetativo e causou declinio na taxa fotossintética devido a limitacdo
bioquimica. Na concentracdo de 800 mg Kg” o cobre causou alteracdes nas respostas
fotossintéticas com menor taxa fotossintética liquida maxima (Amay), taxa de respiracédo no
escuro (Rg), ponto de compensagdo de luz (LCP), ponto de saturagdo de luz (LSP) e
rendimento quéntico aparente (a). Foi observado também inibicdo do sistema radicular a
exposicdo ao excesso de Cu. O Cu foi acumulado nas raizes como mecanismo de tolerancia.
As plantas de H. courbaril apresentaram tolerancia ao excesso de Cu no solo, e essa arborea é
indicada para recuperacgdo de areas contaminadas com esse metal.

Palavras chave: Fitorremediacdo. Metal pesado. Trocas gasosas. Cobre nas raizes.
WinRhizo.



ABSTRACT

The contamination caused by heavy metals in the soil is a major ecological concern because
of its potential harmful effects to the environmental quality and vitality of life, and also the
high persistence in the environment. Copper (Cu) is an essential micronutrient for plants, but
in excess can cause damage to the morphophysiology of plants. Understanding the
mechanisms used by plants to control the toxicity caused by this metal is very important for
the development of phytoremediation programs. In this context, the objective of this research
was to evaluate the morphological and physiological responses and tolerance of tree species
exposed to different concentrations of copper in the soil. Two experiments were performed in
order to characterize the effect of Cu on the morphophysiology and tolerance of plants. The
first experiment used a completely randomized design (CRD) with three forest species
Myroxylon peruiferum L. (Balm Oil), Hymenaea (Jatoba) and Peltophorum dubium
(Canafistula) and five concentrations of copper (CuSO4.5H,0) 0, 50, 100 200 and 400 mg kg
' in pots containing soil as substrate, with four replications per treatment. The trial evaluated
the growth parameters, chlorophyll, antioxidant enzyme activity, proline content, leaf gas
exchange, copper content in tissues and soil and indexes. The excess Cu in soil did not affect
the vegetative growth of the three species in the period evaluated. However, a reduction in the
chlorophyll content was observed with the increasing of copper in the soil. The species
presented enzymatic antioxidant defense system (SOD, APX, CAT, GPX) to control reactive
oxygen species (ROS). Plants of M. peruiferum showed higher proline content in the leaf
tissue compared to the other species. The excess Cu induced a decrease in the photosynthesis
of the three species which can be attributed to biochemical limitation, and also a stomatal
limitation in M. peruiferum. The three species accumulated Cu in the roots. M. peruiferum
plants absorbed less Cu in their tissues, a characteristic of a Cu-exclusion plant. H. courbaril,
P. dubium and M. peruiferum showed tolerance and are suitable for revegetation of soils
contaminated with copper and phytoremediation programs such as phytostabilization. The
second experiment used a randomized block design (RBD) with five copper concentrations
(CuS04.5H20) 0, 100, 200, 400 and 800 mg kg™ and four replications. Jatob4 - Hymenaea L.
was the tree species used and the trial evaluated growth parameters, gas exchange, root
morphology, Cu content in the tissues and indexes. Cu content up to 200 mg kg™ favored
growth, gas exchange and root morphology of H. courbaril plants. The excess Cu in the soil
affected the vegetative growth and caused decline in the photosynthetic rate due to
biochemical limitation. At concentration of 800 mg kg™ copper caused changes in the
photosynthetic responses, showing decreased maximum net photosynthetic rate (Amax),
respiration rate in the dark (Ry), light compensation point (LCP), light saturation point (LSP )
and apparent quantum yield (a). Exposure to excessive Cu also caused inhibition of root
system. The Cu was accumulated in the roots as a mechanism of tolerance. The H. courbaril
plants showed tolerance to excess Cu in the soil and is suitable for recovery of areas
contaminated with this metal.

Keywords: Phytoremediation. Heavy metals. Gas exchange. Copper in the roots. WinRhizo.
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1 INTRODUCAO

Os metais pesados sdo encontrados naturalmente nos solos ou sdo introduzidos pelas
atividades antropicas como a industrializacdo, urbanizacdo e agricultura. Concentracfes
elevadas desses metais na biosfera causam contaminagédo ambiental, devido ao seu potencial
nocivo a qualidade ambiental e a vitalidade dos seres vivos, além da alta persisténcia no
ambiente (MATEOS-NARANJO et al., 2013).

O cobre (Cu) € um micronutriente essencial para o crescimento das plantas,
participando de reagfes biologicas importantes como elemento estrutural das proteinas,
enzimas, bem como na resposta ao estresse oxidativo, e em reacoes redox (YRUELA, 2013).
No entanto, em excesso 0 cobre torna-se fitotoxico e pode gerar danos oxidativos e interferir
em estruturas e processos celulares importantes, como a fotossintese, sintese de pigmentos
fotossintéticos, permeabilidade da membrana celular e outros mecanismos metabdlicos,
provocando uma forte inibicdo do crescimento da planta (PARDO et al., 2014).

Em excesso nos solos devido atividades agricolas, industriais, mineracao e reutilizacéo
de residuos urbanos, o (Cu) torna-se agente poluidor. E a fitorremediacdo destaca-se por
apresentar um processo de remediacdo dos solos a base de plantas. Estas técnicas
caracterizam-se por remediar, estabilizar ou até mesmo despoluir areas contaminadas com
metais pesados incluindo o cobre (CAIRES et al., 2011).

Espécies florestais nativas apresentam caracteristicas desejaveis para a fitorremediacao
de solos contaminados com metais pesados, por apresentar facil implementacdo, maior
longevidade e grande producéo de biomassa (YOON et al., 2006). Os metais absorvidos por
essas espécies lenhosas ficam por um tempo maior imobilizados nos tecidos, retardando o seu
retorno ao solo. Isto devido ao maior volume do sistema radicular que proporciona maior
absorcdo de elementos quimicos. Além disso, a fitorremediacdo com arbdreas leguminosas
pode levar a melhoria dos solos devido a solubiliza¢do de nutrientes e a fixago do nitrogénio
atmosférico em associacdo com bactérias nitrificantes. A qualidade e quantidade da matéria
organica sdo melhoradas, podendo ainda, transformar importantes propriedades dos solos com
porosidade, aeracdo e umidade (JESUS et al., 2014).

Para 0 bom desempenho de programas de fitorremediacdo o conhecimento do
comportamento morfofisioldgico e os mecanismos de tolerancia de arboreas ao metal sdo
suma importancia, visto que até o presente momento pouco se sabe sobre essas caracteristicas

em espécies florestais. Assim, esse trabalho tem como objetivo avaliar as respostas
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morfofisioldgicas e tolerancia de espécies arboreas expostas a diferentes concentragfes de
cobre.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Nesta secdo sera a apresentada a revisao de literatura, estruturada em uma descri¢ao do
metal pesado cobre (Cu), seguido pela apresentacdo dos sintomas de deficiéncia e toxidez
desse elemento nos vegetais, uma abordagem da literatura sobre fitorremediacdo e os
mecanismos de tolerancia das plantas ao metal pesado e por fim, uma revisdo sobre as

especies arboreas que foram utilizadas no presente trabalho.

2.1 METAIS PESADOS

Os termos “elemento traco”, “metais pesados”, “metais traco” sao de bastante uso na
literatura atual para designar alguns elementos que ocorrem nos sistemas bioldgicos naturais.
Metal pesado, embora, seja apenas um termo vagamente definido € amplamente reconhecido
e aplicado, geralmente, aos elementos, tais como Cd (cadmio), Cr (cromo), Cu (cobre), Hg
(mercario), Ni (niquel), Pb (chumbo) e Zn (zinco), que sdo comumente associados com
problemas de poluicdo e toxicidade (GILL, 2014; O"CONNELL et al., 2008).

Componentes naturais dos solos, os metais pesados segundo Alloway (1993) sdo
definidos como um grupo de metais e metaloides que formam um conjunto de elementos
heterogéneos que possuem densidade relativa maior que 5 g cm®. Ocorrem naturalmente nos
solos ou introduzidos pela acdo da atividade humana. Alguns sdo elementos essenciais para
varias funcbes fisioldgicas, sendo utilizados pelos organismos vivos nas estruturas de
proteinas, facilitando a transferéncia de elétrons e podem catalisar reacdes enzimaticas.
Alguns elementos como Fe, Cu, Zn e Mn, estdo envolvidos em reacBes redox, enquanto
outros como Cd, Pb, e Hg ndo tem func¢des biologicas conhecidas (CARNEIRO et al., 2001;
DUCIC; POLLE, 2005).

Os metais pesados apresentam uma maior disponibilidade nos solos e nos
ecossistemas aquaticos, e uma proporcdo relativamente muito pequena na atmosfera como
particulas ou vapores tornando-se um problema global. Causam riscos potenciais para a vida
aquatica, vegetal, animal e a humana devido a sua toxicidade, bioacumulagéo, e por nao
apresentarem natureza biodegradaveis, uma vez liberado no ambiente - ar, agua e solo nédo
degradam, mas se acumulam nos solos, sedimentos e na biota (ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000;
NAGAJYOTI et al., 2010).
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Alguns metais sdo biologicamente essenciais aos seres vivos, mas podem ser
prejudiciais para organismos quando esses sdo expostos a concentracdes elevadas desses
elementos. Além da contaminacdo dos ecossistemas, acarretam problemas na salde da
populacdo humana o que tém sido motivo de crescente preocupacdo publica mundial. Um
pequeno aumento na concentragdo desses metais no meio ambiente pode modificar as fungdes
minerais e enzimaticas dos seres humanos causando, assim, véarias doengas e distarbios (ALI
etal., 2013; MUSARRAT et al., 2011; STANKOVIC et al., 2014).

A contaminacdo de solos agricolas por metais pesados tem se tornado uma
preocupacdo ambiental critica devido aos efeitos ecoldgicos adversos. O excesso dos metais
pesados pode alterar as propriedades fisico-quimicas dos solos, resultar em diminuigdo da
atividade microbiana, perdas de rendimento agricola e na reducdo da fertilidade dos solos
(GAO et al., 2010). Em concentracdes elevadas sdo considerados como poluentes devido a
sua ocorréncia generalizada, e seu efeito fitotdxico agudo e crénico nas plantas cultivadas
nesses solos (YADAYV, 2010).

2.2 COBRE (Cu)

O cobre é um elemento quimico de simbolo Cu, nimero atémico 29, de massa atdbmica
63,54, sendo classificado como metal de transi¢do. Em condices fisiologicas apresentam dois
estados de oxidacdo Cu* e Cu™ (BURKHEAD et al., 2009). A concentragdo do cobre nos
solos pode variar muito, mas em média ocorrendo no teor de 20 mg kg™ (HE et al., 2005).

O metal pesado cobre (Cu) € um micronutriente essencial aos vegetais, é cofator de
varias enzimas, tendo participacdo nos compostos enzimaticos e em reacles redox. Esta
envolvido em muitos processos biologicos essenciais, como um papel chave na cadeia
transportadora de elétrons na fotossintese, respiracdo, metabolismo da parede celular,
lignificagdo. Atua como elemento estrutural das proteinas, mitocondrias e cloroplastos, bem
como na resposta ao stress oxidativo (BURKHEAD et al., 2009; GARCIA et al., 2014;
GARCIA-MOLINA et al., 2011; YRUELA, 2009).

Nos cloroplastos, o0 Cu é um constituinte da proteina plastocianina, que transporta
elétrons nas reacdes fotossintéticas primarias. O cation Cu*? frequentemente esta ligado ao
nitrogénio das cadeias laterais da histadina, enquanto Cu” interage com o enxofre da cisteina e
da metionina (DALCORSO et al., 2014; YRUELA, 2013).
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2.2.1 Deficiéncia de cobre nos vegetais

O teor de cobre no solo que € considerado baixo corresponde a um valor que varia de
0 — 0,2 mg kg™ segundo Raij et al. (1997), originando sintomas de deficiéncia nos vegetais. A
deficiéncia de cobre é encontrada principalmente em solos arenosos e himicos, com elevados
pH e capacidade de troca cationica. Isso resulta em perdas de produtividade na producéo
vegetal. A deficiéncia grave de Cu em cereais, por exemplo, resulta em pontas das folhas
necroticas, conhecida como "doenca da ponta branca”, que é causada por um colapso das
paredes celulares, devido a baixa lignificacdo (BROADLEY et al., 2012).

Em teores baixos, o sintoma de deficiéncia de cobre torna-se visivel pela primeira vez
em folhas jovens causando clorose e reducdo na taxa fotossintética e nos 6rgdos reprodutivos,
mais tarde com consequéncias de inibicdo do crescimento de toda a planta e folhas verde-
claras que murcham facilmente (HANSCH; MENDEL, 2009; MERCHANT et al.,
2006). Baixa biodisponibilidade do Cu no solo também afeta a produtividade das plantas,
causa grandes prejuizos econémicos e reduz o valor nutricional das culturas, afetando a
alimentacdo humana. A insuficiéncia do Cu altera o funcionamento da cadeia transportadora
de elétrons nas mitocondrias e nos cloroplastos através do funcionamento ineficaz das
proteinas, como citocromo c-oxidase e plastocianina (ANDRES-COLAS et al., 2013). Plantas
deficientes em cobre apresentam desintegracdo das membranas dos tilacGides nos
cloroplastos, bem como reducdo na sintese de plastoquinona e menores teores de acidos
graxos insaturados (C18) (BARON et al., 1992).

2.2.2 Excesso do cobre nas plantas

O teor natural de cobre em solos € muito variavel, dependendo da rocha matriz e da
intensidade dos processos de formagcio do solo (fisico-quimico e bioldgico) sobre a rocha. E
considerado valor de intervencéo a concentracio de cobre acima de 200 mg kg™ nos solos, 0
qual pode causar riscos potenciais, diretos ou indiretos, a saude humana quando expostas a
esse cenario (CETESB, 2005).

Em niveis toxicos, Yruela (2005) relata que o Cu pode ocorrer naturalmente em alguns
solos ou pode ser resultado da acdo antropogénica como liberacdo no meio ambiente por
mineragdo, fundicdo, inddstria, agricultura e efluentes. Quando presente em concentracdes
altas tornar-se fitotoxico para as plantas, interferindo em inimeros processos fisioldgicos

(GAUTAM et al.. 2016). Altera a fotossintese, sintese de pigmentos fotossintéticos,
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permeabilidade da membrana celular, danos oxidativos, provocando forte inibicdo no
desenvolvimento da planta (ADREES et al., 2015). lons livres de cobre sio altamente reativos
e sdo capazes de se ligar ao grupo sulfidrila (SH) causando alteracdes nas funcbes das
proteinas (GRATAO et al., 2005).

A presenga em excesso do cobre pode causar estresse oxidativo nos vegetais, devido
ao aumento da producéo de radicais livres de oxigénio altamente toxicos. As espécies reativas
de oxigénio (ERO), como radicais de superoxido (O;), peroxido de hidrogénio (H.0,) e o
radical hidroxila (OH") tem demonstrado ser um dos agentes causadores de danos nas células
e tecidos. Espécies reativas de oxigénio (ERO) danificam os lipidios, acidos nucleicos,
proteinas, amino&cidos, hidratos de carbono e moléculas complexas produzidas nas células
(AUST et al., 1985; LYUBENOVA et al., 2015; THOUNAOJAM et al., 2012).

Para combater esta situacdo de estresse oxidativo, existem mecanismos enzimaticos e
ndo enzimaticos nas celulas que eliminam ou reduzem os seus efeitos nocivos. A importancia
das enzimas antioxidantes é a sua capacidade de sequestrar ERO e, assim, prevenir o dano
oxidativo. O sistema antioxidante compreende varias enzimas tais como dismutase do
superdxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX), peroxidase da glutationa
(GPX), peroxidase do guaiacol (GPOX), e também se pode incluir aquelas ndo enzimaticas,
como o a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno, ascorbato (vitamina C), e glutationa (GSH) e
compostos fendlicos. Essas substancias sdo oxidaveis, com alto poder redutor, assim, reagem
rapidamente com os radicais livres, antes que possam lesar as células (KHATUN et al., 2008).
Thounaojam et al. (2012) revelam em sua pesquisa que o excesso de Cu levou ao estresse
oxidativo em plantas de arroz por induzir a formagdo de ERO e as enzimas antioxidantes
dismutase do superdxido (SOD), peroxidase (GPX) e peroxidase do ascorbato (APX) foram
efetivamente produzidas nas concentracdes elevadas de Cu.

Plantas cultivadas com altos niveis de cobre apresentam biomassa reduzida e sintomas
de clorose, devido a um menor teor de clorofila e alteragdes na estrutura dos cloroplastos e
composi¢do da membrana dos tilacdides. Ocorre a degradacdo do empilhamento das granum e
das lamelas estromais (PATSIKKA et al., 2002). Mateos-Naranjo et al. (2008) pesquisando o
efeito do cobre no crescimento e fotossintese de Spartina densiflora Brongn. descrevem que a
eficiéncia quéntica do FSII, a taxa de fotossintese liquida, condutancia estomatica e
concentragdo de pigmentos diminuiram com 0 aumento na concentragdo de Cu. Os autores
enfatizam, ainda, que o decréscimo na taxa fotossintética resultou numa reducdo de biomassa
de 50 e 80% (por 600 e 5000 mg kg™ de Cu, respectivamente). Cambrollé et al. (2011)

relatam que o efeito adverso do excesso de cobre na Glaucium flavum é a reducgdo da
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fotossintese que pode ser atribuida ao efeito toxico de Cu no aparelho fotossintético das
plantas, sendo diretamente, através de uma diminuicdo na concentracdo de pigmentos, e,
indiretamente, através de interferéncia de ions Cu no FSII.

Em concentracdes elevadas, o cobre pode reduzir significativamente o teor total de
clorofila. Os pesquisadores Nair, Kim e Chung (2014) estudando a toxicidade das
nanoparticulas de éxido de cobre em plantulas de feijao (Vigna radiata L.) confirmam em
seus resultados, o teor baixo da clorofila total. No entanto, ressalvam que ndo houve reducéo
significativa no teor de carotenoides. Isso provavelmente se explica pelos resultados
encontrados assumindo-se que a reducdo significativa do teor total de clorofila foi devido a
exposicao as nanoparticulas de 6xido de cobre por causa da diminuicdo da biomassa vegetal.

Alteracbes morfoldgicas acontecem nos vegetais quando expostos em concentracdes
altas de cobre (Cu). Kulikova et al. (2011) pesquisando o efeito das crescentes concentracfes
de cobre no crescimento e viabilidade das raizes de soja mostraram que na presenca de 50
mM de CuSQ, as raizes deixaram de crescer. O excesso de cobre resultou na mé formacéo das
camadas celulares da superficie do meristema das raizes e impediu o desenvolvimento das
raizes laterais, afetando assim a morfologia da raiz. Lequeux et al. (2010) trabalhando com a
resposta do excesso de cobre com a espécie Arabidopsis thaliana mostraram em seus
resultados que a biomassa radicular foi mais severamente inibida que a biomassa da parte
aérea. Ocorreu a reducdo do crescimento e na arquitetura das raizes, e lesdo no meristema
apical da raiz mostrando a toxicidade local.

Cai et al. (2014) analisando a morfologia radicular de Elsholtzia haichowensis através
de sistema de imagens digitais (WinRhizo) observaram que 0 ndmero de pontas
meristematicas, didmetro radicular médio, volume, &rea superficial e comprimento radicular
foram significativamente afetados com o aumento da concentracdo de Cu. Panou-Filotheou e
Bosabalidis (2004) pesquisando o efeito do excesso de cobre nas raizes de Origanum
vulgare subsp. Hirtum encontram em seus resultados que as mas formacgdes, tendo como
formas de inchagos irregulares onde emergiam as raizes secundarias refletiam da toxidade do
cobre. Estes autores relatam, ainda, que a acentuada reducdo do volume de raiz sob estresse
por Cu reflete em uma diminuicéo relevante da biomassa radicular, que depende diretamente

da diviséo e alongamento celular.

2.3 FITORREMEDIACAO
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A recuperacdo de areas contaminadas por metais pesados é importante por minimizar
ou evitar a dispersdo dos contaminantes para outros nichos ecoldgicos e a contaminacgdo da
populacdo humana (PEREIRA et al., 2012). Dentre as inimeras tecnologias que envolvem a
remediacdo de solos contaminados, destacam-se a biorremediacédo e a fitorremediacdo, que
podem promover a despolui¢do do local ou a remogédo de elementos contaminantes do solo
(ALl et al., 2013).

A fitorremediacdo baseada na fisiologia vegetal, na quimica dos contaminantes e na
bioquimica do solo, proporciona a restauracdo da estrutura e ecologia do solo. Apresenta
vantagens, dada a sua natureza permanente combinada aos baixos custos de manutencéo, a
protecdo contra a erosdo edlica e hidrica, a melhoria na estrutura fisica e quimica dos solos e a
recuperacdo da estética da paisagem (PAZ-FERREIRO et al., 2014; SAIER; TREVORS,
2010). Eleva a quantidade de carbono organico, infiltracdo da &gua, a porosidade no solo e
diminui a erosdo. Os vegetais também conservam a composicdo e o desenvolvimento dos
microrganismos no solo, até mesmo os biorremediadores (MARQUES et al., 2011).

Os alvos da fitorremediacdo incluem substancias como metais Pb, Zn, Al, Cd, Cu, Ni,
Hg, Se; elementos quimicos radioativos, sendo U, Cs, Sr; hidrocarbonetos derivados de
petroleo; pesticidas e herbicidas (bentazona, compostos clorados); explosivos (TNT, DNT);
solventes clorados e residuos organicos industriais (MARIANO; OKUMURA, 2012;
OLIVEIRA et al., 2009; PILON-SMITS, 2005).

Ali et al. (2013) e Gratdo et al. (2005) relataram que a fitorremediacdo leva a
descontaminacdo dos solos por acdo direta ou indireta dos vegetais, por extracdo ou
degradacdo do poluente, por processos como a fitoextracdo - a redugdo do contaminante é
facilitada pela sua passagem da raiz para a parte aérea; fitodregadacdo - 0s vegetais
metabolizam ou mineralizam os contaminantes dentro das células, portanto a degradagdo ¢ “in

planta”; fitovolatizacdo - apds a metabolizacdo interna nos vegetais, ocorre a liberacdo na

superficie foliar do contaminante na forma de gas; fitoestimulacdo - as raizes das plantas e a
microbiota do solo degradam o contaminante; fitoestabilizacdo - utiliza os vegetais para

minimizar a mobilidade dos contaminantes no solo através da acumulacdo pelas raizes ou a
precipitacdo dentro da rizosfera.

Para que ocorra a despoluicdo existe a necessidade da utilizacdo de plantas que
apresentem algumas caracteristicas especificas. O vegetal deve possuir capacidade de
absorcdo, concentracdo e/ou metabolizacdo e tolerancia ao contaminante; sistema radicular

denso e profundo; retengdo do contaminante nas raizes; capacidade de desenvolver-se em
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ambientes adversos, dentre outras caracteristicas (COUTINHO; BARBOSA, 2007; ENT et
al., 2013; OLIVEIRA et al., 2009; SHIRDAM et al., 2008).

2.4 MECANISMOS DE TOLERANCIA AO METAL PESADO

Em solos contaminados com metais pesados as plantas apresentam diferentes
mecanismos para lidar com o estresse do metal. Algumas espécies de plantas adotam
estratégias de exclusdo para evitar a absorcdo excessiva e transportes de ions metalicos, e
acumulam geralmente baixas concentragbes de metais em suas raizes, mesmo quando
cultivadas em solos altamente contaminados (MALIK; BISWAS, 2012). Em contraste, as
plantas acumuladoras podem acumular grandes quantidades de metais pesados em seus
tecidos, mesmo na parte aéreas (ALl et al., 2013).

O acumulo de cobre no sistema radicular pode representar estratégia de tolerancia da
planta ao excesso de metal pesado no solo (CAMBROLLE et al., 2013; SILVA et al., 2011).
Este acumulo nas raizes pode ser explicado anatomicamente por barreiras apoplasticas
exoderme e endoderme. Elas desempenham papel importante na protecdo do vegetal,
minimizando a translocacdo dos metais das raizes para a parte aérea (FREITAS et al., 2015;
GOMES et al.,, 2011). O espessamento das paredes das células do sistema radicular
(principalmente na exoderme e endoderme) proporciona maior area de retencdo de metais
pesados, diminuindo sua translocacdo para a parte aérea (ADRESS et al., 2015).

Os vegetais exibem varios outros mecanismos para combater a toxidez dos metais e
podem contar com as micorrizas que exercem um papel chave para diminuir o efeito toxico no
vegetal, e a membrana plasmatica desempenhando uma importante fungdo na homeostase dos
metais, prevenindo ou reduzindo a entrada na célula (ALI et al., 2013); Quelacdo dos metais
pode influenciar positivamente no bombeamento de certas substancias como acidos
carboxilicos e aminoacidos, possuindo potencial de formar ligacbes com os metais pesados e
assim exercendo funcdo de tolerancia e desintoxicacdo; O vactolo e o fluxo de ions para a
membrana plasmatica sdo canais para diminuir 0os metais pesados no citoplasma, processo
para tolerancia aos metais; Os peptideos metalotioninas e as fitoquelatinas podem ter um
papel fundamental na homeostase, possivelmente relacionado com o transporte do metal
dentro da célula vegetal. Esses peptideos sdo sintetizados enzimaticamente em resposta a
varios metais. As fitoquelatinas sdo rapidamente induzidas, sequestrando e inativando o0s ions

metalicos que entram no citoplasma antes que essas possam inativar enzimas de vias
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metabolicas essenciais (ALI et al., 2013; CARVALHO, 2009; COUTINHO; BARBOSA,
2007; HALL, 2002; WANG et al., 2016).

2.5 ESPECIES ARBOREAS

As espécies arboreas leguminosas exercem papel ecoldgico e podem melhorar a
qualidade do solo pela capacidade de fixar N, em associagdo com microrganismos do solo
(bactérias nitrificantes) (JESUS et al., 2014). Influenciam na quantidade e qualidade da
matéria organica do solo e transformam importantes condi¢cdes dos solos. Por adentrar
profundamente no solo, via sistema radicular, essas plantas aumentam a extracdo de
elementos quimicos e alteram as condi¢cdes microcliméaticas do solo possibilitando aumento
na umidade e aeracdo, além de favorecer o estabelecimento de diversos organismos edéaficos
que atuam no ciclo ecoldgico (CAIRES et al., 2011; CUNHA NETO, 2010).

A Hymenaea courbaril var. stilbocarpa (Hayne) Y.T. Lee & Langenh. Fabaceae —
Caesalpinioideae (Leguminosae) planta semidecidua, heliofita ou esciofita, com altura
variando de 15 — 20 metros. Sendo pouco exigente em questdo de fertilidade e umidade dos
solos. O jatoba, como é vulgarmente conhecido, é uma espécie nativa, pertence ao grupo
sucessional das espécies secundarias tardias a climax exigente a luz, sendo caracteristico de
interior de floresta priméaria (LORENZI, 2012). Por causa da ampla distribuicdo, o jatoba é
uma espécie indicada para programas de recuperacdo de areas florestais degradadas, isso por
tolerancia e adaptacdo a uma variada gama de ambientes (CARVALHO, 2003).

Peltophorum dubium (Spreng.) Taub. Fabaceae — Caesalpinioideae (Leguminosae) é
uma planta decidua, heli6fita. Ocorre preferencialmente em solos argilosos Umidos e
profundos de beira de rios, tanto na floresta priméaria densa como em formagdes secundarias.
Apresenta dispersdo ampla e abundante. A altura pode variar de 15 — 25 metros. Nativa
rustica e de rapido crescimento, conhecida vulgarmente como canafistula, faveira, sobrasil,
entre outros (LORENZI, 2012). E uma espécie secundaria, mas com algumas caracteristicas
de pioneira. A canafistula é muito utilizada como tutora de espécies secundarias-climax,
sombreadora e quebra-vento em pastagens. Planta rlstica e com rapido crescimento, P.
dubium é recomendada para a composi¢do de reflorestamento em areas degradadas de
preservacdo permanente e muito empregada no paisagismo como planta ornamental
(CARVALHO, 2003).

Silva et al. (2011) pesquisando o comportamento de trés espécies arboreas, dentre elas

Peltophorum dubium (Spreng.) Taub., em solos contaminados com cobre, discorrem que a



21

canafistula apresenta tendéncia de acimulo do metal cobre nas raizes, e 0 excesso alto de
cobre no solo reduz o desenvolvimento das mudas.

A espécie Myroxylon peruiferum L. f. € uma Fabaceae - Faboideae (Leguminosae) de
acordo com Lorenzi (2012) possui como caracteristica planta decidua, heliofila ou esciofita,
pode ocorrer no interior da mata como nas formagdes secundarias. Conhecida popularmente
como bélsamo, pau balsamo ou 6leo balsamo, apresentando altura de 12 — 26 metros, com
uma ampla distribuicdo geografica. A categoria sussecional é considerada climax. N&o se
associam com Rhizobium, apresenta incidéncia baixa de micorriza arbuscular. Essa espécie

pode ser utilizada no paisagismo e em plantios de areas degradas (LORENZI et al., 2012).
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3 JUSTIFICATIVA

Buscando a literatura, pode-se encontrar informacGes de que o excesso do cobre
acarreta danos na fisiologia e morfologia dos vegetais, porém o conhecimento sobre as
respostas morfofisioldgicas e a tolerancia de espécies arboreas nativas tropicais expostas ao
cobre ainda pouco explorado. E para o bom desempenho de programas de fitorremediacéo, o
conhecimento do comportamento morfofisioldgico e os mecanismos de tolerancia ao metal
sd0 de suma importancia, visto que até o presente momento pouco se sabe sobre essas
caracteristicas em espécies florestais.

A fitorremediacdo vem ganhando mérito na area de Ciéncias Ambientais, contudo o
conhecimento de espécies tolerantes e os mecanismos utilizados por essas plantas para
combater a toxidez dos metais como o cobre é de grande importancia para o desenvolvimento
da area, mas ainda é pouco explorado, principalmente se considerarmos espécies de regies
tropicais. As espécies deste trabalho sdo nativas brasileiras e sdo plantas arbdreas que
apresentam qualidades na recuperacdo ambiental como estabilizadoras de solo. Mas pouco se
sabe sobre a capacidade dessas espécies lenhosas em tolerar, absorver e acumular metais
pesados.

Poucos trabalhos estudam as modificacdes na fisiologia e morfologia de plantas
arboreas florestais exposta ao cobre, pois na maioria dos estudos ocorrem o uso de espécies
perenes de crescimento rapido. Assim, as informacgfes trazidas neste artigo ajudardo a
direcionar novos focos e linhas de pesquisa sobre estresse dos metais pesados. Visto que a
grande problematica da poluicdo dos solos por metais pesados € crescente e podendo gerar
riscos potenciais a vitalidade dos seres vivos e a qualidade ambiental devido alta persisténcia

no ambiente desses elementos.
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4 OBJETIVOS

Nesta secdo, serdo apresentados 0s objetivos gerais e especificos do presente trabalho.

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as respostas morfofisiologicas e tolerancia de espécies arboOreas expostas a

diferentes concentracgdes de cobre.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar as medidas biométricas de crescimento.

b) Quantificar os teores de clorofila “a”, clorofila “b”, clorofila total e prolina.

c) Verificar as respostas enzimaticas antioxidantes das especies.

d) Medir os pardmetros de trocas gasosas foliares nas plantas.

e) Quantificar os teores de cobre nos diferentes compartimentos das plantas e no solo.

) Verificar alteracfes morfoldgicas no sistema radicular.
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RESUMO

O cobre (Cu) é um micronutriente essencial aos vegetais, sendo cofator de varias enzimas e
esta envolvido em muitos processos bioldgicos essenciais, mas em excesso torna-se fitotoxico
para as plantas, e pode causar varias alteracdes na morfofisiologia dos vegetais. A busca de
plantas tolerantes é crucial para o desenvolvimento de programas de fitorremediacdo. Nesse
contexto o objetivo dessa pesquisa foi avaliar as respostas fisioldgicas e a tolerancia de
espécies arbdreas Hymenaea courbaril (Jatoba), Peltophorum dubium (Canafistula) e
Myroxylon peruiferum (Oleo Balsamo) expostas a diferentes concentracées de cobre no solo.
O excesso do Cu no solo ndo afetou o crescimento vegetativo das trés espécies, no entanto foi
observado reducdo da clorofila com o aumento do cobre no solo. As espécies apresentaram
sistema de defesa enzimatico antioxidante (SOD, APX, CAT, GPX) em combate as espécies
reativas de oxigénio (ERO). As enzimas SOD e APX apresentaram maior atividade em H.
courbaril e P. dubium, enquanto nas plantas de M. peruiferum foi observado uma maior
atividade na enzima APX, e todas as espécies exibiram mecanismo compensatorio de defesa
ao estresse oxidativo. O excesso do Cu acarretou em ambas as espécies limitacdo bioquimica
da fotossintese na maior concentracdo (400 mg Kg™), enquanto M. peruiferum apresentou,
também, limitacdo estomatica. As trés espécies acumularam o Cu nas raizes como mecanismo
de tolerancia ao excesso de Cu visando preservar a aparelhagem fotossintética das folhas.
Plantas de M. peruiferum absorveram menos Cu em seus tecidos, com caracteristica de planta
exclusora de Cu. H. courbaril, P. dubium e M. peruiferum apresentaram tolerancia e sdo
indicadas para solos contaminados com cobre e a programas de fitorremediacdo como a
fitoestabilizacao.

Palavras-chave: metal pesado, enzimas antioxidantes, trocas gasosas, fitotoxicidade,
clorofila, prolina, cobre na raiz, fitorremediagéo.
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1 INTRODUCAO

A poluicdo do cobre (Cu) nos solos devido a atividades antropicas como 0 uso
arbitrario de pesticidas, fungicidas, irrigacdo a base de aguas de efluentes industriais,
industrializagdo, urbanizagdo, mineralizacdo e uso de residuos urbanos vem causando um
aumento desordenado dos niveis desse elemento (Mateos-Naranjo et al. 2013). Concentracdes
elevadas do cobre na biosfera causam contaminacdo ambiental, devido ao seu potencial
nocivo a qualidade ambiental e a vitalidade dos seres vivos, além da alta persisténcia no
ambiente, podendo causar riscos potenciais na saude humana (Nagajyoti et al. 2010; Ali et al.
2013; Stankovic et al. 2014).

Nas plantas, o cobre (Cu) é um micronutriente essencial para o crescimento dos
vegetais, participando de reacBGes biologicas importantes no transporte de elétrons na
fotossintese e respiragdo, atividade antioxidante, fixacdo do nitrogénio e no metabolismo de
nutrientes, das proteinas e da parede celular (Yruela 2013; Garcia et al. 2014). No entanto, em
excesso pode promover distarbios fisioldgicos, bioquimicos e morfoanatdmicos nas plantas,
provocando inibicdo do seu desenvolvimento (Sanches-Pardo et al. 2014; Gautam et al.
2016). Pode causar estresse oxidativo nos vegetais devido ao aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) altamente toxicos que danificam os lipidios e proteinas
das membranas celulares, aminoacidos, acidos nucleicos dos vegetais (Thounaojam et al.
2012), e gerando perdas de rendimento agricola e reducédo da fertilidade dos solos (Gao et al.
2010; Adrees et al. 2015).

Em solos contaminados com Cu as plantas apresentam diferentes mecanismos para
lidar com o estresse do metal. Algumas espécies de plantas adotam estratégias de exclusdo
para evitar a absorcdo excessiva e transportes de ions metalicos, e acumulam geralmente
baixas concentracdes de metais em suas raizes, mesmo quando cultivadas em solos altamente
contaminados (Malik e Biswas 2012). Em contraste, as plantas acumuladoras podem
acumular grandes quantidades de metais pesados em seus tecidos, mesmo na parte aéreas (Ali
et al. 2013). Os vegetais exibem mecanismos para combater a toxidez dos metais como a
membrana plasméatica desempenhando uma importante funcdo na homeostase dos metais,
prevenindo ou reduzindo a entrada na celula dos ions metalicos (Ali et al. 2013). O vacuolo
armazenando os ions metalicos para diminuir 0 seu excesso no citoplasma, processo para
tolerancia aos metais pesados (Wang et al. 2016). O espessamento das paredes das células da
raiz (principalmente na exoderme e endoderme) que proporciona maior area de retencdo de

metais pesados, diminuindo sua translocacdo para a parte aérea (Adress et al. 2015).
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Geralmente, o acimulo do metal nos vegetais ocorre no sistema radicular como estratégia de
tolerdncia para prevenir eficazmente a sua translocagdo para tecidos fotossintéticos
(Cambrollé et al. 2013a).

A fitorremediacdo vem ganhando mérito na area de Ciéncias Ambientais, contudo o
conhecimento de espécies tolerantes e os mecanismos utilizados por essas plantas para
combater a toxidez dos metais como o cobre é de grande importancia para o desenvolvimento
da area, mas ainda € pouco explorado, principalmente se considerarmos espécies de regides
tropicais. As espécies deste trabalho sdo nativas brasileiras e sdo plantas arbdreas que
apresentam qualidades na recuperacdo ambiental como estabilizadoras de solo. Mas pouco se
sabe sobre a capacidade dessas espécies lenhosas em tolerar, absorver e acumular metais
pesados. Nesse contexto, o objetivo dessa pesquisa foi avaliar as respostas fisioldgicas e a

tolerancia de trés espécies arboreas expostas a diferentes concentracdes de cobre no solo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Condicdes de crescimento e delineamento experimental

O experimento foi realizado em vasos, em casa de vegetacdo, na Universidade José do
Rosario Vellano (UNIFENAS), Alfenas - MG, Brasil, situada nas coordenadas geogréaficas:
21° 25° 45” S, 45° 56° 50” W, e altitude média de 881m. Empregou-se solo da camada
superficial (0-20 cm) de Cambissolo Haplico, distréfico, que foi seco ao ar, destorroado,
peneirado em peneira de 4 mm de abertura de malha, homogeneizado, e caracterizado
quimicamente (SILVA 1999) cujos valores séo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 Caracterizacdo quimica inicial do solo utilizado no experimento.

pH P K Ca” Mg™” AI” SB* v* MO* Zn Fe Mn Cu
(H,0) (Mehlich)

mgdm® - cmol, dm>------------ % gdm® = eeee- mg dm>------—--
5,2 7,5 21 359 114 10 494 60 26 11 29,7 198 2,3

* Soma de bases (SB); indice de saturacdo por bases (V); matéria organica (M.O.).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial
5x3 e quatro repeticOes, totalizando 60 unidades experimentais (vasos). Os tratamentos foram
formados pela combinacéo de cinco concentragdes de cobre: 0, 50, 100, 200 e 400 mg kg™ e

trés espécies florestais Jatoba - Hymenaea courbaril var. stilbocarpa (Hayne) Y.T. Lee &
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Langenh, Canafistula - Peltophorum dubium (Spreng.) Taub. e Oleo Béalsamo - Myroxylon
peruiferum L. f.

Porcdes de 8 dm® de solo foram transferidas para os vasos e foi efetuado transplantio
das mudas das espécies florestais estudadas (1 muda por vaso). Por ocasido do transplantio, as
mudas apresentavam cerca de 120 dias. As doses de Cu foram aplicadas por meio de solucéo,
na superficie do solo de cada vaso, trinta dias apds o transplantio das mudas, e foi empregada
a fonte p.a. CuSQO,4.5H,0. Durante a conducéo do experimento, o controle da umidade do solo
foi feito de dois em dois dias, por meio de pesagem dos vasos e reposi¢do da agua, para
manter a umidade do solo a 70% da capacidade de retencdo. O experimento foi conduzido no
periodo de outubro de 2013 a fevereiro de 2014.

2.2 Medidas biométricas e de biomassa

No final de noventa dias de condugdo do experimento foram avaliadas as seguintes
caracteristicas das plantas: altura (H), didmetro do caule (SD), massa seca da parte aérea
(SDW) e massa seca da raiz (RDW). As medidas foram estabelecidas utilizando paquimetro e
fita métrica. Para obtencdo da massa seca, as folhas, caules e raizes foram lavadas e
transferidas para estufa de circulacdo forcada de ar, a cerca de 60°C, até peso constante.

2.3 Teor de clorofila, enzimas antioxidantes e prolina

As analises dos teores das clorofilas e de prolina nas folhas totalmente expandidas
foram realizadas, respectivamente, a partir da metodologia proposta por Arnon (1949) e Bates
etal. (1973).

A realizacdo da analise enzimatica nas folhas foi de acordo com Souza et al. (2012a) e
0s sobrenadantes coletados foram utilizados nas anélises de todas as enzimas. As atividades
das enzimas foram avaliadas espectrofotometricamente e expressas por miligramas (mg) de
proteinas que foram determinadas pelo método de Bradford (1976) utilizando uma curva
padréo de albumina de soro bovina (BSA).

A atividade da dismutase do superdxido (SOD, EC 1.15.1.1) foi avaliada pela
capacidade em inibir a fotorreducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT), proposta por
Giannopolitis e Ries (1977). A atividade da catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada pelo
consumo de H,0, a 240 nm por 3 minutos (Havir e Mchale 1987). A atividade da peroxidase

do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) foi determinada pelo acompanhamento da oxidacdo do



36

ascorbato a 290 nm por 3 minutos (Nakano e Asada 1981). A atividade da peroxidase do
guaiacol (GPX, EC 1.11.1.7) foi determinada pela oxidagdo do guaiacol a 470 nm segundo
Lin e Wang (2002) com modificaces.

Todas essas andlises foram realizadas ao término dos noventas dias de experimento.

2.4 Trocas gasosas

Os parametros de trocas gasosas foram medidos usando um sistema portatil de
fotossintese (IRGA, modelo LI-6400XT, Li-Cor, Lincoln, Nebraska, EUA) no final do
experimento aos 90 dias. As medicBes foram realizadas no periodo da manha 09:00 - 11:00
horas em uma folha totalmente expandida, na H. courbaril e M. peruiferum no quarto né
contando a partir da regido apical, e P. dubium no quarto foliolo do quarto né contando a
partir da regido apical. Os parametros avaliados foram a taxa de fotossintese foliar (A),
condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E), concentracdo de CO; intercelular (Cj),
eficiéncia do uso da agua (A/E) e a eficiéncia de carboxilacdo (A/C;). As medicbes foram
realizadas em uma 4rea de folha de 6 cm? e o fluxo de ar na cdmara foi com uma concentragéo
de CO, de 380 mmol mol™. O ar foi coletado de fora da estufa e transportado para um gal&o
de buffer e, em seguida bombeado para a cAmara. Foi utilizado uma densidade de fluxo de
fotons (PPFD) de 1000 pmol m? s, com fonte de luz LED azul-vermelho e a temperatura da

camara foi de 28°C.

2.5 Teor de Cu no solo, nas plantas e indices

Apds a colheita das plantas, o solo foi retirado de cada vaso, homogeneizado e foi
coletada amostra para determinacdo dos teores disponiveis de Cu, extraidos por DTPA (Raij
et al. 2001). A matéria seca das diferentes partes das espécies florestais (raizes, caule e folhas)
foi moida em moinho do tipo Willey. Nas amostras dos tecidos das plantas foi realizada
determinacdo dos teores de Cu de acordo com Carmo et al. (2000). O Cu acumulado nas
diferentes partes das plantas foi obtido a partir da multiplicagédo do teor de Cu no tecido
vegetal e da matéria seca (mg planta™) e o teor de cobre nos tecidos das plantas foi expressado
por mg Kg™.

Alguns indices foram calculados para avaliar a tolerancia das espécies para com o Cu
e a capacidade de acumular esse metal. O fator de translocacdo (TF) indica a capacidade da

planta em translocar metais a partir das raizes para a parte aerea, calculado como: TF =
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As/Ar<100, onde As (mg kg™) representa o Cu total acumulado na parte aérea e Ar (mg kg™)
representa o total acumulado Cu nas raizes (Shi et al. 2011).

O indice de tolerancia (TI) baseia-se na producédo de biomassa (Shi et al. 2011) e foi
utilizado para avaliar a tolerancia das trés espécies estudadas para cada concentracdo de Cu. O
indice foi calculado como: Tl = Bt/Bc, onde Bt (g/planta) representa a biomassa de plantas
cultivadas em solos com Cu e Bc (g/planta) representa a biomassa de plantas controle.

O fator de bioconcentracdo (BCF) corresponde a relacdo entre o metal presente nas
raizes e a quantidade de metal presente no solo, calculado como: BCF = Cr/Csoil, onde Cr
(mg kg™) representa a concentracdo de metais na raiz e Csoil (mg kg™?) representa a
concentracdo de metais no solo disponivel para as plantas (Branzini et al. 2012).

2.6 Andlises dos dados

Para todos os parametros analisados foram calculadas as médias e o £ erro padrdo
(SE). Para andlise estatistica dos resultados, utilizou-se a analise de variancia (ANAVA) e o
teste de comparacdo de médias Skott-Knott, com o emprego do programa Sisvar versao 4.3
(Universidade Federal de Lavras, Lavras, Brasil) quando ndo houve significancia na analise
de regressdo. O cobre bioacumulado nas plantas e o cobre no solo foram determinados por
analise de regressdo linear e ndo linear utilizando o programa TableCurve 2D versdo 5.01.

3 RESULTADOS
3.1 Medidas biométricas e de biomassa

Os parametros biométricos foram semelhantes estatisticamente para as concentracfes
nas trés espécies estudas (Tabela 2) (p<0,05). H. courbaril apresentou nos diferentes
tratamentos altura média de (H=74,00cm), didmetro do caule (SD=1,17cm), massa seca da
parte aérea (SDW=30,87¢g) e massa seca da raiz (RDW=12,63g). Em P. dubuim foi observado
78,65 cm (H), 1,92 cm (SD), 72,60 g (SDW) e 35,64 g (RDW). Nas plantas de M. peruiferum,
para as diferentes variaveis, as médias foram: 124,30 cm (H), 1,49 cm (SD), 48,85 g (SDW) e
19,20 g (RDW) (Tabela 2).



Tabela 2 Altura das plantas (H), diametro do caule (SD), massa seca da parte aérea (SDW), massa seca da raiz

(RDW), das espécies H. courbaril, P. dubium e M. peruiferum cultivadas em solo com Cu.

Species Cu (mg Kg?) H (cm)* SD (cm)* SDW (g)* RDW (g)*

H. courbaril 0 7250+506 1,10+0,03 27,98+828 13,13+2,95
50 75,00 + 7,61 1,13+0,13 34,02+3,65 11,38+247

100 75,75 + 7,08 1,17+0,27 30,06+11,44 12,97 +5,81

200 7900+7,34 125+008 3348+343 12,86+182

400 67,75+2,63 121+021 2883+1167 1281+694

Média (X) -- 74,00 + 4,20 1,17+0,06 30,87+2,73 12,63+0,71
P. dubium 0 7775518 193+009 69,76+811 34,12+3,10
50 7575+880 1,87+0,18 69,19+1050 34,25+ 0,70

100 7800+752 188+0,19 7512+993 3244+473

200 82,00+509 1,96+008 7143+652 3850+251

400 7975+573 194+011 7746+520 38,90+ 9,50

Média (X) - 7865+235 192+004 7260+457 3564+288
M. peruiferum 0 11825+394 148+003 4905+753 1832351
50 128,75+14,26 140+0,26 50,44+6,01 17,88+246

100 12250+6,45 1,46+0,20 49,83+5,08 21,92+492

200 14150+ 14,15 168+0,23 54,80%+4,76 19,14+4,08

400 110,50+ 15,86 1,45+0,06 40,14+1286 18,73+4,20

Média (X) -- 12430+11,68 149+0,11 4885+536 19,20+1,59

*Cada valor indica a média por tratamento + SE (n.4); ns*: N&o houve diferenca estatistica pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

3.2 Teor de clorofila, enzimas antioxidantes e prolina

O teor de clorofila “a” apresentou pico na concentracdo de Cu de 100 mg Kg™ em
todas as espécies arbdreas estudadas e, nas concentracdes seguintes (200 e 400 mg Kg™) foi
observado reducdo do teor desse pigmento nas plantas (Fig. 1a). Com relagdo a clorofila “b”
ndo foi observado um comportamento comum entre as espécies estudadas. Em H. courbaril o
teor de clorofila “b” reduziu a partir da concentragio de 50 mg Kg™. J4 M. peruiferum foi
observado a redugdo da clorofila “b” a partir de 100 mg Kg™. Para todas as espécies
pesquisadas foi observada diminui¢do do teor de clorofila “b” na concentracao de 400 mg Kg’
! As curvas do teor de clorofila total apresentaram comportamento semelhante ao observado

para a clorofila “b” (Fig. 1b e c).
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Fig. 1 Teor de clorofila a (a), clorofila b (b) e clorofila total (c) para as espécies H. courbaril, P. dubium e M.
peruiferum cultivadas em solo com Cu. Cada valor indica a média por tratamento + SE.

Plantas de H. courbaril com o aumento do Cu no solo apresentaram alta atividade da
enzima dismutase do superéxido (SOD) com pico de atividade para essa espécie na
concentracdo de 200 mg Kg™, sendo inibida na maior concentracio (400 mg Kg™) (Fig. 2a).
As enzimas peroxidase do ascorbato (APX) e a catalase (CAT) mantiveram atividade
semelhante ao controle com o aumento de Cu no solo (Fig. 2b e c). Vale ressaltar que a
peroxidase do guaiacol (GPX) ndo apresentou atividade (Fig. 2d) para essa espécie.

Em P. dubium observou-se alta atividade da SOD na concentracdo de 200 mg Kg™,
sendo inibida na concentracdo seguinte (400 mg Kg), e a atividade da APX e CAT
mantiveram semelhante ao controle (Fig. 2a, b e ¢). A enzima GPX também n&o apresentou
atividade nessa espécie (Fig. 2d). Dessa forma, percebe-se que a SOD e a APX foram as
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principais enzimas responsaveis pela eliminacdo das espécies reativas de oxigénio (ERO) para
essa espéecie quando comparada as demais enzimas (Fig. 2a e b).

As plantas de M. peruiferum apresentaram maior atividade da APX, sobretudo nas
maiores concentracdes de Cu (Fig. 2b). A SOD e a CAT apresentaram atividade constante,
semelhante ao controle (Fig. 2a e c). A atividade da GPX foi inibida com 0 aumento do Cu no
solo (Fig. 2b e d). Para essa espécie a APX foi a principal enzima em combater o estresse

oxidativo (Fig. 2b).
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Fig. 2 Atividade das enzimas antioxidantes (a) dismutase do superéxido (SOD), (b) peroxidade do ascorbato

(APX), (c) catalase (CAT), (d) peroxidase do guaiacol (GPX) e teor de prolina (e) das espécies H. courbaril, P.

dubium e M. peruiferum cultivadas em solo com Cu. Cada valor indica a média por tratamento + SE.

O teor de prolina para H. courbaril seguiu tendéncia de aumento até a concentracao

(50 mg Kg™?) e nas demais concentracdes de Cu, um ligeiro decréscimo (Fig. 2e). Néo foi
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observada em P. dubium grandes varia¢Ges de prolina com o acréscimo de cobre no solo (Fig.
2e). A M. peruiferum obteve valores mais elevados de prolina e pode ser observado que o

maior teor de prolina foi na concentracéo de 50 mg Kg™ de cobre aplicado no solo (Fig. 2e).

3.3 Trocas gasosas foliares

Em relacdo as trocas gasosas foliares, as trés espécies em estudo apresentaram maior
taxa de fotossintese (A) na concentracdo (100 mg Kg™) e nas concentracdes subsequentes o
cobre influenciou negativamente a fotossintese por apresentar aparente declinio da taxa
fotossintética (Fig. 3a).

Em H. courbaril e P. dubium ocorreu aumento na condutancia estomatica com o
aumento do cobre no solo, mas as médias das duas espécies na maior concentracdo (400 mg
Kg™) ficaram similares ao controle (0 mg Kg™) (Fig. 3b). J4 em M. peruiferum, a condutancia
estomatica diminuiu com o aumento da aplicacdo do Cu no solo, exceto para a concentragao
(100 mg Kg™) (Fig. 3b).

Com relacdo ao carbono interno (C;), percebe-se um aumento nas trés espécies na
concentracdo (400 mg Kg™) (Fig. 3c). Em H. courbaril houve aumento do C; na concentragéo
(50 mg Kg™*) mantendo-se no mesmo patamar até a concentragdo de (200 mg Kg™). Ja em M.
peruiferum foi observado aumento C; na dose (50 mg Kg™), sequido de queda até (200 mg
Kg™') (Fig. 3c) e na espécie P. dubium foi evidenciado a mesma tendéncia observada na
condutancia estomatica (Fig. 3b e c).

As taxas de transpiracdo (E) seguiram a mesma tendéncia observada no parametro
condutancia estomatica (gs) para as espécies em estudo (Fig. 3b e d). A espécie M. peruiferum
diminuiu a transpiracdo com o aumento do cobre no solo, observando declinio acentuado na
concentracdo de 400 mg Kg™ (Fig. 3d), o que difere das demais espécies onde foi encontrado
um aumento na maior concentragéo (Fig. 3d).

Na eficiéncia do uso da dgua (A/E), as plantas cultivadas no solo com Cu (400 mg Kg
1), foi afetada negativamente em H. courbaril e P. dubium (Fig. 3e). Entretanto, em H.
courbaril obervou-se diminuicdo no A/E com o aumento das concentragfes de Cu aplicadas
no solo (Fig. 3e). A espécie P. dubium apresentou aumento do A/E com o aumento das
concentracdes de cobre até a dose 200 mg Kg™@ (Fig. 3e). As plantas de M. peruiferum
crescendo nos diferentes tratamentos, com relacdo ao A/E, tiveram comportamento

semelhante ao controle (Fig. 3e), com pequeno declinio na maior concentracdo (400 mg Kg™).
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Em relacdo a eficiéncia de carboxilagdo (A/C;), H. courbaril apresenta declinio com o
aumento das concentracdes de Cu no solo (Fig. 3f). Ja as plantas de P. dubium e M.
peruiferum apresentaram comportamento semelhante, com aumento do A/C; até a
concentracdo de 200 mg Kg'de Cu, entretanto, houve diminuicdo desse pardmetro no

tratamento (400 mg Kg™) (Fig. 3).
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Fig. 3 Trocas gasosas em H. courbaril, P. dubium e M. peruiferum (a) taxa fotossintética (A); (b) condutancia
estomatica (gs); (¢) CO, carbono interno (C;); (d) transpiracdo (E); (e) uso eficiente da dgua (A/E) (f) eficiéncia
de carboxilagcdo (A/C;) em solos com Cu. Cada valor indica a média por tratamento + SE.

3.4 Teor de Cu no solo, nas plantas e indices

O teor de cobre no solo aumentou com as concentragdes aplicadas (Fig. 4). O

comportamento das trés espécies com relacdo ao Cu no solo foi semelhante até a concentracao
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(100 mg Kg™). As plantas da espécie P. dubium crescendo no tratamento (400 mg Kg™)
apresentaram menor teor de Cu no solo, sendo seguida respectivamente, pelas plantas das
especies H. courbaril e M. peruiferum (Fig. 4). Para as plantas H. courbaril crescendo nos
diferentes tratamentos, o cobre no solo variou de 2,72 a 138,88 mg Kg™, P. dubium variou de
3,12 a2 81,90 mg Kg'1 e na M. peruiferum variou de 3,23 a 109,78 mg Kg™ (Fig. 4).
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Fig. 4 Teores de cobre no solo apds a colheita das espécies H. courbaril, P. dubium e M. peruiferum em fungéo
das concentragGes de Cu. Cada valor indica a média do tratamento + SE.

Em relacdo ao teor total de cobre, as plantas de H. courbaril apresentaram aumento
linear desse elemento quimico nos tecidos com o aumento das concentracdes de cobre no solo
(Fig. 5a). P. dubium teve comportamento de crescimento quadratico com aumento das doses
de Cu no solo (Fig. 5a), sendo a espécie que apresentou maior bioacumulacdo de Cu em seus
tecidos, principalmente na raiz, atingindo 4,47 mg Kg* (Fig. 5b). J& M. peruiferum
apresentou comportamento quadratico com aumento das concentracdes de Cu no solo, sendo a
espécie com menor bioacumulacao (Fig. 5b).

A espécie P. dubium apresentou menores teores de Cu nos diferentes compartimentos
da planta quando comparado com a H. courbaril (Fig. 5a), no entanto o comportamento para
0 Cu bioacumulado foi inverso, ou seja, maior bioacumulagdo de Cu na planta foi observado

na P. dubium (Fig. 5b), que pode estar relacionado a maior biomassa (Tabela 2).
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Figura 5 Teor de Cu nos tecidos raiz, caule e folha (A) e concentracdo do Cu bioacumulado nos diferentes
orgdos da planta (B) de H. courbaril, P. dubium e M. peruiferum. Cada valor indica a média do tratamento + SE.

De maneira geral, a bioacumulacédo do cobre nas espécies ocorreu no sistema radicular
das plantas (Fig. 5b), sendo que no tratamento Cu (400 mg Kg™), em H. courbaril
correspondeu a 4,39 mg Kg*, P. dubium 5,56 mg Kg™* e M. peruiferum 1,56 mg Kg* da
biomassa total (Fig. 5b). Houve distribuig¢do diferenciada de Cu nos 6érgdos dos diferentes
tratamentos, onde H. courbaril apresentou 56 a 92% do cobre retido nas raizes, sendo
observado 0 mesmo comportamento para a P. dubium (77-91%) (Fig. 5b). No entanto, M.
peruiferum diferenciou-se das demais espécies estudas por ter apresentado nas folhas maiores
teores do Cu bioacumulado (11-44%), mostrando uma maior translocacdo do Cu para a parte
aérea (Fig. 5b).

H. courbaril e P. dubium apresentaram fator de translocacéo (TF) inferior a 31,5% nas
maiores concentracdes de Cu (200 e 400 mg Kg™) (Tabela 3). J& M. peruiferum apresentou
valores de translocacgdo superiores 56% para todas as doses de Cu testadas (Tabela 3). No
indice de tolerancia (T1) as espécies pesquisadas apresentaram valores semelhantes entre os

diferentes tratamentos, com queda nesse indice para as plantas crescendo no tratamento (400
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mg Kg™?) (Tabela 3). O fator de bioconcentracdo (BCF) foi maior para H. courbaril, sendo

sequido pela P. dubium e M. peruiferum (Tabela 3).

Tabela 3 Fator de translocacdo (TF), indice de tolerancia (T1) e Fator de bioconcentracdo (BCF) de cobre para
espécies H. courbaril, P. dubium e M. peruiferum cultivadas em solo com Cu.

H. courbaril P. dubium M. peruiferum

50 100 200 400 50 100 200 400 50 100 200 400
TF 7250 68,04 2107 716 932 21,89 3148 27,70 60,14 56,37 72,49 5811

Tl 110 116 103 082 099 103 105 085 098 104 106 0,87
BCk 071 044 124 080 213 071 024 029 044 024 009 013

4 DISCUSSAO

Elevadas concentracdes de cobre sdo potencialmente tdxicas para a maioria das
plantas. Entretanto, no presente trabalho ndo foi observado sintomas visiveis de toxicidade de
Cu, tais como clorose causada por danos nas membranas dos tilacdides (Adrees et al. 2015).
No periodo estudado também ndo foi notado inibicdo do crescimento das plantas mesmo nas
altas concentracdes de Cu. Estes resultados sdo semelhantes ao encontrado por Cambrollé et
al. (2013b).

As espécies em estudo apresentaram diminui¢do nos teores de clorofila “a”, “b” e total
nas concentracdes elevadas de Cu. Diversos autores (Mateos-Naranjo et al. 2008; Gomes et
al. 2011; Yruela 2013; Nair et al. 2014; Adress et al. 2015) relataram o efeito do excesso de
cobre sobre a clorofila resultando em degradacdo desse pigmento, o que assemelha-se com os
resultados encontrados nessa pesquisa. Entretanto, € interessante ressaltar que em plantas
tolerantes o conteddo de clorofila pode aumentar ou ndo sofrer alteracdes significativas em
resposta ao tratamento com metais (Borghi et al. 2008).

O excesso de Cu pode causar estresse oxidativo nos vegetais, devido ao aumento da
producéo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) altamente toxicos. As espécies reativas de
oxigénio (ERO), como radicais de superoxido (O,"), peroxido de hidrogénio (H,0,) e o
radical hidroxila (OH") causam danos as proteinas e lipidios das membranas celulares dos
vegetais (Thounaojam et al. 2012; Sanchez-Pardo et al. 2014). Para combater a produgéo de
ERO as plantas apresentam mecanismos antioxidantes que incluem as enzimas antioxidantes,

como a dismutase do superoxido (SOD), peroxidase do ascorbato (APX), catalase (CAT) e
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peroxidase do guaiacol (GPX) que impede desse modo, danos oxidativos (Adress et al. 2015).
E interessante notar que frente as enzimas as espécie estudadas apresentaram mecanismo
compensatério de defesa ao estresse oxidativo (Cargnelutti et al. 2006), contribuindo para a
tolerancia ao cobre, onde para as espécies H. courbaril e P. dubium, a SOD e APX foram as
principais enzimas responsaveis em combater um possivel estresse oxidativo. O aumento da
atividade da enzima SOD pode ser atribuido ao acimulo de radicais superédxido (O") induzido
pelo cobre, considerada a primeira ERO formada na qual a SOD participa da primeira linha de
defesa contra o estresse oxidativo (Gill e Tuteja 2010). A remocéo do radical superéxido pode
prevenir a formac&o de radicais hidroxila antes de sua interagdo com moléculas-alvo (Xu et al.
2013). Apos a formacdo do H,O, pela enzima SOD, a APX juntamente com a CAT sao as
principais enzimas responsaveis pelo processo de detoxificacdo do H,O, em plantas e podem
dismutar diretamente o H,O, ou oxidar substratos, formando produtos ndo toxicos a célula
(Sharma et al. 2012). Com isso, a coordenagdo adequada da atividade da SOD, CAT e
peroxidases é fundamental para manter o equilibrio entre produgdo e remocéo de OH’. A APX
é a principal enzima do ciclo ascorbato-glutationa, que sequestra H,O, formando 4gua como
produto final (Asada e Takahashi 1987), ja a CAT é uma proteina que catalisa a dismutacéao
de duas moléculas de H,O, em agua e oxigénio molecular (Frugoli et al. 1996). Para as
plantas de todas as espécies pesquisadas a APX exerceu papel principal na remocdo da ERO
quando comparada a CAT. Independentemente da espécie estudada, a atividade da enzima
APX foi maior quando comparada a enzima CAT, isso ocorre porque, embora a CAT tenha
uma alta especificidade pelo H,O,, a sua afinidade é menor quando comparada a APX (Meng
et al. 2007; Sharma et al. 2012), sendo menos eficiente em remover 0 H,0,, isso explica a
menor atividade da CAT em relacdo a APX. Além disso, a APX estd mais amplamente
distribuida na célula o que resulta no aumento de sua eficiéncia (Willekens et al. 1995). As
enzimas de todas as espécies apresentaram mecanismo compensatorio no qual houve aumento
da atividade da APX e reducdo da GPX com o aumento da concentragdo do cobre.
Lyubenova et al. (2015) relataram aumento da APX em concentragdes crescente de Cu em
Typha latifolia. Entretanto, a atividade das enzimas antioxidantes pode ser aumentada até um
certo nivel e, em seguida, diminuir devido a inibicdo enzimatica pelo aumento do estresse
oxidativo (Adress et al. 2015), sendo observado esse comportamento nas plantas de P. dubium
na concentracdo mais elevada de Cu.

A prolina pode desempenhar diferentes fungdes em resposta ao estresse abiotico nas
plantas, dentre elas a de osmoprotetora destacando-se no papel de protecdo das membranas

contra os efeitos deletérios, causados por excesso de metais pesados. Geralmente, ocorrem
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teores elevados dessas substancias em condigOes de estresse (Gautam et al. 2016). A M.
peruiferum apresentou maiores teores de prolina no tecido foliar em relacdo as demais
especies. Esse resultado provavelmente se explica pela prolina funcionar com um recurso para
a desintoxicacdo das ERO, protegendo e estabilizando as enzimas e ativar vias de
desintoxicacdo alternativas (Szabados e Savoure 2010). J& H. courbaril e P. dubium
apresentaram tendéncia linear de diminuicdo da prolina em relacdo aos tratamentos,
possivelmente por essas espécies terem alocado mais cobre em suas raizes nao permitindo a
sua translocacéo para as folhas.

A exposicdo das trés espécies a concentracdo de 100 mg Kg* Cu ndo afetou
negativamente a fotossintese (A), mostrando efeito benéfico para as plantas, possivelmente
como um micronutriente dentro dos limites favoraveis (Souza et al. 2014) e pelo Cu ser
componente da plastocianina, apresentando assim, participacdo direta no transporte de
elétrons entre PS 1l e PS | na fase fotoquimica da fotossintese (DalCorso et al. 2014). Outra
possivel explicacdo para a A alta é a relacdo dependente do aumento na condutancia
estomatica (gs), estbmato aberto maior fixacdo de CO, o que resulta em maior fotossintese.

O estresse abidtico causado pelo excesso de cobre pode acarretar danos nos
fotossistemas, resultando no declinio da fotossintese (Bazihizina et al. 2015; Kupper e
Andresen 2016). A fotossintese das trés espécies em estudo apresentou efeito negativo ao
excesso do Cu, sobretudo na concentracdo mais elevada (400 mg Kg™). O declinio em A pode
ser atribuida a limitacdo estomatica ou ndo-estomatica (Cambrollé et al. 2013b). As plantas de
H. courbaril, P. dubium e M. peruiferum apresentaram limitacdo nao-estomatica ou
bioguimica quando se observa reducdo da A e o aumento da concentracdo de CO; intercelular
(Ci) no mesofilo, possivelmente devido a reducdo das taxas de assimilacdo de CO, pela
inibicdo das enzimas carboxilativas (por exemplo a rubisco) (Mateos-Naranjo et al. 2013).
Outra provavel explicacdo para declinio em A é a desnaturacdo das proteinas do complexo
antena ou da inibicdo direta do centro de reagGes FSII pela insercdo de Cu em feofitina
(Yruela 2009) e o subsequente comprometimento da doacédo de elétrons do PSII (Bazihizina et
al. 2015), bem como na reducéo do teor de clorofila nas folhas em 400 mg Kg™. Outra
possivel explicacdo para efeito/limitacdo ndo-estomatica que ocorrem nessas plantas é o
aumento da fluorescéncia (Zhang et al. 2013), que pode levar a diminui¢do da fotossintese nas
maiores concentracdes de Cu. J& em M. peruiferum a reducdo de A pode ser atribuida
tambeém, a limitacdo estomatica devido ao fechamento dos estdmatos (diminuicdo da gs) no
maior teor de Cu aplicado no solo (Bazihizina et al. 2015). A diminui¢do da A com 0 aumento

do Cu no solo corrobora com varios trabalhos encontrados como em Souza et al. (2014) em
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cacao (Theobroma cacao) e em Cambrollé et al. (2011) em Glaucium flavum que
descreveram o efeito adverso do excesso de cobre na fotossintese dessas espécies.

A diminuicdo da transpiracdo (E) com o aumento de cobre no solo em M. periferum
pode ter influenciado a menor a concentracdo de cobre nos tecidos dessa planta, ja que a sua
translocacdo da raiz para a parte aérea esta diretamente relacionada com o fluxo transpiratério
(Bazihizina et al. 2015). Esse fato também pode ser explicado devido M. periferum presentar
maior teor de prolina em seus tecidos, mesmo havendo declinio desse aminoacido a partir da
concentracdo de 50 mg Kg?, que apresenta funcées como de regulacdo osmética, ou seja,
agindo no equilibrio do balango hidrico, protecdo contra a desnaturacdo das enzimas, bem
como a estabilizacdo de sintese de proteina nas células, quelacdo de metais, prevengdo da
fotoinibicdo (Gill et al. 2014).

No geral, a eficiéncia do uso da dgua (A/E) foi afetada para ambas as espécies estudas
na maior concentracdo de Cu (400 mg Kg™). Mas em plantas de H. courbaril percebe-se
diminuicdo acentuada com o aumento do Cu e em P. dubium um aumento até (200 mg Kg™).
Plantas que passam por estresse abiotico, como o hidrico por exemplo, sdo mais tolerantes
guando apresentam maior A/E (Tomas et al. 2014). Assim, em um possivel uso futuro dessas
plantas em programas de fitorremediacdo, plantas de P. dubium poderiam tolerar mais as
variag0es ambientais como a seca, levando a um melhor desempenho. A tolerancia a estresses
abidticos de plantas € um fator crucial em programas de fitorremediacao.

Ao analisar a eficiéncia de carboxilacdo (A/C;) pode-se observar que H. courbaril e P,
dubium tém a relacdo A/C; reduzida com o aumento da concentracdo de cobre, em especial na
concentracdo 400 mg Kg™, esse fato ocorre porque essas plantas possuem maior condutancia
estomatica e maior transpiracdo. Isso favorece a translocacdo do Cu para a parte aérea
ocasionando um estresse nas folhas, inibicdo das enzimas fotossintéticas (limitacdo
bioquimica) com acimulo de gas carbonico no mesofilo (C;). Por outro lado, nessa mesma
concentracéo as plantas de M. peruiferum fecham os estdmatos (gs), reduzindo a transpiragéo
(E) e consequentemente, a fotossintese (A) levando a reducédo da relagdo A/C; pelo fato dessas
plantas possivelmente pararem de assimilar carbono, devido a limitacdo estomatica.
Bazihizina et al. (2015) encontraram declinio na A da Silene paradoxa L. devido a limitacdo
estomatica na populacdo sensivel e limitacdo bioquimica na populacdo tolerante quando
exposta ao cobre.

A absorcdo do metal pelo vegetal depende da disponibilidade dos metais do solo e da
exigéncia fisiologica da planta (DalCorso et al. 2014). Devido ao cobre ser um micronutriente

essencial aos vegetais, & prontamente absorvido pelas raizes das plantas. Observa-se que as



49

trés espécies estudadas foram capazes de extrair o Cu a partir do solo e concentra-lo em todos
0s 6rgdos examinados: folhas, caules e nas raizes. Com destaque para a H. courbaril e P.
dubium onde a bioacumulacéo do cobre, principalmente, no sistema radicular dessas espécies
aumentou nos tecidos com aumento das concentracdes de Cu. Estudos realizados com as
espécies Peltophorum. dubium, Parapiptadenia rigida, Enterolobium contortisiliquum (Silva
et al. 2011), Bauhinia forficata Link, Pterogyne nitens Tul (Silva et al. 2015a) e com duas
cultivares de macieira (Malus hupehensis Rehd.) (Wang et al. 2016) relataram que o Cu
nessas espécies acumula-se preferencialmente no sistema radicular, resultado semelhante ao
encontrado no presente estudo.

H. courbaril, P. dubium e M. peruiferum apresentaram capacidade de crescer e tolerar
as altas concentracbes de Cu no solo. Este fato corrobora com o resultado do indice de
tolerancia (TI), sendo os melhores desempenhos observados nos valores proximos a 1,0
(Souza et al. 2012b). As espécies pesquisadas apresentaram valores préximo de 1,0 na
concentracdo mais elevada (400 mg Kg™), evidenciando tolerancia mesmo em concentragdes
elevadas de Cu no solo.

O fator de translocacdo (TF) demonstrou que para H. courbaril e P. dubium houve
baixa translocagdo nas maiores concentrages de Cu. Esse fato assemelha-se ao encontrado
por Silva et al. (2015b), onde relataram que Anadenanthera macrocarpa foi a espécie florestal
que apresentou menor translocacdo de cobre a parte aérea das mudas. Ja M. peruiferum
apresentou valores maiores de translocacao, atingindo aproximadamente 60% na dose de Cu
mais elevada (400 mg Kg™), entretanto, dentre todas as espécies estudadas foi a que teve
menor teor de cobre absorvido do solo. Isso possivelmente pode estar relacionado a diferentes
mecanismos de tolerancia ao estresse por Cu, onde H. courbaril e P. dubium apresentaram
compartimentalizacdo desse metal no sistema radicular, e possivelmente também, maior
capacidade dessas espécies de desintoxicacdo dentro dos tecidos pelas enzimas antioxidantes
(Bazihizina et al. 2015) e M. peruiferum apresentando baixa absor¢do do Cu, evidenciando
caracteristica de planta exclusora de Cu (Cambrollé et al. 2013b). Esta caracteristica de planta
exclusora pode estar relacionado com a menor transpiracdo que € fator importante que
determina se as plantas absorvem ou excluem o Cu (Fu et al. 2015). O fator de
bioconcentracdo (BCF) veio confirmar o desempenho das trés espécies frente a exposicdo de
Cu no solo. Para todas as concentracdes testadas, as espécies H. courbaril e P. dubium
apresentaram maiores valores de BCF quando comparado com a M. peruiferum. Por tolerarem
e absorverem o metal essas espécies (principalmente H. courbaril e P. dubium) podem ser

indicadas a programas de fitoestabilizagdo em locais contaminados com cobre.
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O acumulo de cobre no sistema radicular pode representar estratégia de tolerancia da
planta ao excesso de metal pesado no solo (Silva et al. 2011; Cambrollé et al. 2013b),
visando preservar 0s tecidos metabolicamente mais ativos (Branzini et al. 2012) e a
aparelhagem fotossintética presente nas folhas. Este acimulo nas raizes pode ser explicado
anatomicamente por barreiras apoplésticas conhecidas como exoderme e endoderme. Elas
desempenham papel importante na protecdo do vegetal, minimizando a translocacdo dos
metais das raizes para a parte aérea (Gomes et al. 2011; Freitas et al. 2015). O espessamento
das paredes das células do sistema radicular (principalmente na exoderme e endoderme)
proporciona maior area de retencdo de metais pesados, diminuindo sua translocacdo para a
parte aérea (Adress et al. 2015). Wang et al. (2016) trabalhando com a cultivar Malus
hupehensis Rehd. Ralls relataram maiores quantidades de Cu sequestrados, principalmente, na
parede celular e vacuolo das raizes fibrosas. Possivelmente, as plantas das espécies H.
courbaril, P. dubium e M. pereuiferum utilizaram alguns desses mecanismos, com o intuito de
manter o crescimento das plantas, que ndo foi afetado pelas doses de cobre, no periodo
estudado, além disso, ndo foram observadas alteracdes visuais nos tecidos foliares. Este
comportamento indica que a e translocacdo do Cu a partir de raizes para a parte aérea parece
estar muito restrita em todas as espécies, 0 que evidéncia a limitada mobilidade do cobre
dentro dessas plantas e mecanismos utilizados para restringir a translocacéo para a parte aérea
(Branzini et al. 2012).

CONCLUSAO

Conclui-se que as plantas de Hymenaea courbaril, Peltophorum dubium e Myroxylon
peruiferum ndo foram afetadas pelo excesso de cobre no crescimento vegetativo, entretanto o
excesso de Cu resultou em menor teor de clorofila. As espécies apresentaram sistema de
defesa enzimatico antioxidante (SOD, APX, CAT, GPX) em combate a (ERO) com um
comportamento diferenciado frente as enzimas, onde H. courbaril e P. dubium a enzima SOD
e APX apresentaram maior atividade e M. peruiferum a APX, exibindo mecanismo
compensatério de defesa ao estresse oxidativo. O excesso do Cu gerou em ambas as espécies
limitacdo bioquimica da fotossintese na maior concentracéo (400 mg Kg™). Alta concentracio
de Cu nas plantas de M. peruiferum causou também, limitagdo estomatica devido ao
fechamento dos estdmatos (gs). As trés espécies apresentaram como mecanismo de tolerancia
ao excesso de Cu acumulo desse metal nas raizes como estratégia para preservar a

aparelhagem fotossintética nas folhas. M. peruiferum mostrou-se uma planta exclusora,
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enquanto H. courbaril e P. dubium mostraram-se acumuladoras de Cu na raiz. H. courbaril,
P. dubium e M. peruiferum apresentaram tolerancia e séo indicadas para revegetacdo de solos

contaminados com cobre e a programas de fitorremediacdo como a fitoestabilizacéo.
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RESUMO

O cobre (Cu) é um micronutriente essencial ao desenvolvimento das plantas e esta envolvido
em muitos processos bioldgicos importantes. Mas, em excesso € tdxico para 0s vegetais, e
pode causar varias alteracdes na morfologia e nas respostas fotossintéticas das plantas. O
conhecimento das respostas morfoldgicas e fisioldgicas ao excesso do Cu € importante para o
desenvolvimento de programas de fitorremediacdo e para o entendimento dos mecanismos
envolvidos na tolerancia a este metal. Nesse contexto o objetivo dessa pesquisa foi avaliar o
efeito do excesso do cobre na morfologia radicular e nas respostas fotossintéticas em
Hymenaea courbaril L. O Cu até a concentracido de 200 mg Kg™ favoreceu o crescimento,
trocas gasosas e morfologia radicular das plantas de H. courbaril. O excesso do Cu no solo
afetou o crescimento vegetativo e causou declinio na taxa fotossintética. Foi observado
limitacdo bioquimica da fotossintese na maior concentracdo (800 mg Kg™) e menor taxa
fotossintética liquida méaxima (Amax), taxa de respiracéo no escuro (Rg), ponto de compensagéo
de luz (LCP), ponto de saturacdo de luz (LSP) e rendimento quéantico aparente (o) quando
exposta ao excesso do Cu. O crescimento radicular, area superficial, diametro médio, volume
raizes, biomassa seca, comprimento especifico da raiz diminuiram com as altas concentragdes
de Cu aplicadas no solo. As plantas de H. courbaril apresentaram quantidade maior de raizes
finas até a 400 mg Kg™ com inibicdo em 800 mg Kg™. O Cu foi acumulado nas raizes como
mecanismo de tolerancia ao excesso do metal visando preservar a aparelhagem fotossintética
presente nas folhas. Na concentragdo de 800 mg Kg™ o cobre causou inibicdo do sistema
radicular e alteracBes nas respostas fotossintéticas. As plantas de H. courbaril apresentaram
tolerancia ao excesso de Cu no solo, e essa arbdrea € indicada para recuperacdo de areas
contaminadas com esse metal.

Palavras-chave: metal pesado, trocas gasosas, comprimento especifico da raiz,
fitorremediacdo, tolerancia ao cobre, WinRhizo.
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1 INTRODUCAO

O cobre (Cu) é um micronutriente essencial ao desenvolvimento dos vegetais com
participacdo em reacOes biologicas importantes (Kipper e Andresen 2016), como elemento
estrutural de proteinas, enzimas, mitocondrias e cloroplastos, assim como na resposta ao
estresse oxidativo e em reagdes redox (Yruela 2013). Na fotossintese € constituinte da
plastocianina que esta envolvida na cadeia transportadora de elétrons entre o PSIl e PSI na
fase fotoquimica (DalCorso et al., 2014; Adress et al., 2015).

O cobre em excesso no solo torna-se fitotoxico para as plantas, interferindo em
inimeros processos fisiolégicos (Yruela 2013; Kipper e Andresen 2016). A sintese dos
pigmentos fotossintéticos, permeabilidade da membrana celular, homeostase e equilibrio dos
nutrientes para as plantas sdo alterados nas altas concentracdes de Cu (Adress et al., 2015;
Gautam et al., 2016). lons de Cu em excesso nas plantas causa distlirbios na fotossintese -
podendo gerar estresse oxidativo com aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS),
diminuindo a fixacdo de carbono e reduzindo ou inibindo o desenvolvimento da planta
(Klpper e Andresen 2016). A exposicdo ao estresse por Cu conduz a uma remodelacdo na
morfologia radicular (Cai et al., 2014), visto que as raizes € o primeiro 6rgdo ao entrar em
contato com o contaminante. Alta concentragcdo de cobre reflete na reducdo da biomassa
radicular, bem como na reducdo da biomassa da parte aérea (Feigl et al., 2013).

O conhecimento das respostas fisioldgicas, bioquimicas e morfoanatémicas das
plantas quando expostas aos metais pesados € de grande importancia para recuperacdo de
areas contaminadas. A fitorremediacdo com os processos fisiologicos envolvidos vem
despertando interesse mundial (Ent et al., 2013), mas as respostas morfoldgicas e fisioldgicas
ainda sdo poucas conhecidas em espécies florestais. E 0 emprego de arbdreas em programas
de fitorremediacdo apresenta vantagens devido ao metal ficar por um periodo maior
imobilizados nos tecidos vegetais e pelas raizes apresentar uma barreira contra a lixiviagdo do
contaminante. A espécie Hymenaea courbaril L. (Caesalpinioideae) nativa brasileira
apresenta qualidades na recuperacdo de areas degradadas devido a ampla distribuicdo dessa
espécie e a tolerancia e adaptacdo a uma variedade de ambientes (Lorenzi 2012), contudo
ainda ndo se conhece a sua tolerancia ao cobre e nem seus mecanismos de adaptacdo a este
estresse. Nesse contexto, o objetivo dessa pesquisa foi avaliar o efeito do excesso do cobre na

morfologia radicular e nas respostas fotossintéticas de Hymenaea courbaril L.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido no Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade José
do Rosario Vellano (UNIFENAS), em Alfenas - MG, Brasil, situada nas coordenadas
geograficas: 21° 25° 45 S, 45° 56 50 W, e altitude média de 881m. O delineamento
experimental foi em blocos ao acaso (DBC), e os tratamentos empregados foram cinco
concentracdes de cobre (CuSO,4.5H,0) 0, 100, 200, 400 e 800 mg kg™, com quatro repeticdes.
A espécie arborea utilizada foi Jatoba - Hymenaea courbaril L. (mudas), com idade
aproximada de 120 dias.

No experimento foi empregado solo da camada subsuperficial, com a seguinte
caracterizaco quimica (Tabela 1). Em amostra de 360 dm® do solo foi adicionado 3,6 Kg de
hamus de minhoca, 160g de calcério e 230g de superfosfato simples. Plantas de H. courbaril
foram transferidas para vasos (18 dm®) e mantidas em casa de vegetacdo com cobertura
plastica (150 microns) e revestidas nas laterais com telado (sombrite 50%). Durante a
conducdo do experimento, o controle da umidade do solo foi feito de dois em dois dias, por
meio de pesagem dos vasos e reposicdo da agua, para manter a umidade do solo a 70% da
capacidade de retencdo. Aos trinta dias ap6s o transplantio das mudas foi efetuada a aplicacéo
das concentracdes de cobre via solucdo na superficie do solo como CuS0O,.5H,0. Sessenta
dias ap6s a aplicacdo do cobre foi efetuada adubacéo nitrogenada na dose de 10 mg Kg™ de
N, na forma de ureia. A conducdo do experimento ocorreu de dezembro de 2014 a maio de
2015.

Tabela 1 — Caracterizagdo quimica inicial do solo utilizado no experimento.

(Fﬁ’"(')) (Meﬁlich) K Ca? Mg? AI® SB* V* MO* 2Zn Fe Mn Cu
2

mgdm?®  —eeeeeeeeeee- 110] PG T I % dagkgt --------- mg dm*---------
5,7 04 02 05 03 01 10 29 09 02 30 25 02

* Somatorio de bases (SB); indice de saturacao de bases (V); matéria organica (M.O.).

2.2 Medidas biométricas
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Foram realizadas seis medicOes de altura (H) e diametro do caule (SD) no periodo de
120 dias de cultivo. As medidas foram estabelecidas utilizando paquimetro digital e fita
métrica no 20, 40, 60, 80, 100 e 120 dias de cultivo.

2.3 Trocas gasosas

Os parametros de trocas gasosas foram medidos usando um sistema portatil de
fotossintese (IRGA, modelo LI-6400XT, Li-Cor, Lincoln, Nebraska, EUA) com camara com
fonte de luz artificial (LI-6400-02B RedBlue, Li-Cor) aos 20, 40, 60, 80, 100 e 120 dias de
cultivo apos a aplicacdo do cobre no solo. As medic¢des pontuais foram realizadas no periodo
da manhd 09:00 - 11:00 horas em uma folha totalmente expandida, no quarto n6 contando a
partir da regido apical. Os parametros avaliados foram a taxa de fotossintese foliar (A),
condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E), concentracdo de CO; intercelular (Cj),
eficiéncia do uso da agua (A/gs) e eficiéncia de carboxilacdo (A/C;). As medicbes foram
realizadas em uma 4rea de folha de 6 cm? e o fluxo de ar na cdmara foi com uma concentrag&o
de CO, de 380 mmol mol™. O ar foi coletado de fora da estufa e transportado para um galdo
de buffer e, em seguida bombeado para a cAmara. Foi utilizado uma densidade de fluxo de
fotons (PPFD) de 1000 umol m? s, com fonte de luz LED azul-vermelho e a temperatura da
camara foi de 28°C.

As curvas da taxa fotossintética liquida (A) em resposta a densidade de fluxo de fétons
fotossinteticamente ativos (PAR) foram determinadas, também, através do mesmo sistema
portatil de fotossintese. Todas as medidas foram realizadas na mesma folha utilizada para as
medidas pontuais em trés plantas por tratamento. As PAR utilizadas foram 1400, 1000, 800,
200, 100, 50, 25, e 0 umol m? s™ por 5 minutos, a 28°C e com condi¢8es ambientes de CO;
(aproximadamente 380 pmol mol™). As curvas foram realizadas em quatro momentos
distintos 30, 60, 90 e 120 dias de cultivo. Os dados referentes as curvas foram ajustados a
funcdo hiperbdlica retangular: A = a + [(Amax X PAR)/(b + PAR)], em que Anax é a taxa
maxima de fotossintese liquida e ‘a’ e ‘b’ s@o coeficientes de ajuste da equagdo. Através da
curva foram obtidos: taxa fotossintética liquida maxima (Amax), taxa de respiracdo no escuro
(Rq) medidas em folhas adaptadas ao escuro, ponto de compensacéo de luz (LCP) e ponto de
saturacdo de luz (LSP). O rendimento quantico aparente (o) foi estimado por meio de
regressio linear da regido inicial da curva (0 < PAR < 200 pmol m? s™) sendo A = ¢ + (a %

PAR), e ‘c’ e ‘0’ sdo coeficientes de ajuste.
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2.4 Morfologia radicular

Para a morfologia radicular foram utilizadas trés raizes por tratamentos no final do
experimento. Apds o processo de lavagem, as plantas foram separadas em sistema radicular e
parte aérea, na altura do coleto. Para a anélise da morfologia do sistema radicular utilizou-se o
sistema de andlise de imagens WinRhizo Pro 2007a (Regent Instruments, Sainte-Foy, QC,
Canada) acoplado a um scanner profissional (Epson, Expression 10000 XL, Epson America,
Inc., USA) equipado com unidade de luz adicional (TPU). Os procedimentos para a obtengédo
das imagens foram feitos de acordo com Souza et al. (2012a). Foram determinadas as
seguintes caracteristicas: comprimento de raiz (RL) (cm), area de superficie de raiz (SA)
(cm?), diametro médio de raiz (RMD) (mm) e volume de raiz (RV) (cm®). O comprimento
radicular também foi analisado por classes de diametro (0 a 4.5 milimetros) pelo mesmo
software. Em seguida as raizes foram armazenadas em sacos de papel e transportadas para
uma estufa de circulacdo forgcada de ar a 72 °C até obtencdo de massa constante. Outros
atributos envolvendo dados morfolédgicos e de massa seca foram feitos: a relacdo entre massa
seca radicular e massa seca parte aérea (RDW/SDW g g™), comprimento especifico de raiz

(SRL cm g™, finura de raiz (RF cm cm®) e densidade de tecido de raiz (RMDe g cm®).

2.5 Teor de Cu nos tecidos e indices

A massa seca das raizes, caules e folhas foram moidas em moinho do tipo Willey, e
com as amostras dos tecidos das plantas foi realizada determinacdo dos teores de Cu por
espectroscopia de absorcdo atbmica de acordo com Carmo et al. (2000).

Para avaliar a tolerancia das plantas de H. courbaril e a capacidade de acumular o
cobre foram calculados o indice de tolerancia e o fator de translocacdo. O indice de tolerancia
(T1) baseia-se na producdo de biomassa (Shi et al., 2011) e foi utilizado para avaliar a
tolerancia das trés espécies estudadas para cada concentracdo de Cu. O indice foi calculado
como: Tl = Bt/Bc, onde Bt (g/planta) representa a biomassa de plantas cultivadas em solos
com Cu e Bc (g/planta) representa a biomassa de plantas controle.

O fator de translocacdo (TF) indica a capacidade da planta em translocar metais a
partir das raizes para a parte aérea, calculado como: TF = As/Ar100, onde As (mg kg™)
representa 0 Cu total acumulado na parte aérea e Ar (mg kg™) representa o total acumulado
Cu nas raizes (Shi et al., 2011).
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2.6 Analises dos dados

Para todos os parametros analisados foram calculadas as médias e 0 + erro padrédo
(SE). Para analise estatistica dos resultados, utilizou-se a analise de regressdo linear e ndo

linear utilizando o programa TableCurve 2D verséo 5.01.
3 RESULTADOS
3.1 Medidas biométricas

As plantas de H. courbaril em todos os tratamentos com o cobre (Cu) mantiveram
crescimento linear em altura (H) e didmetro do caule (SD) (p<0,05) (Figura 1A, 1B), com
maior crescimento nas concentracdes de 100 e 200 mg Kg™. No entanto, observa-se que o
excesso do Cu afetou negativamente a H e SD na concentragdo mais elevada (800 mg Kg™)
(Figura 1A, 1B).
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Figura 1 — Altura (H) e didmetro do caule (SD) da H. courbaril exposta a diferentes concentragdes de Cu.

*p<0,05% de probabilidade.
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3.2 Trocas gasosas

Na concentragdo de 200 mg Kg™ de Cu as plantas de H. courbaril apresentaram maior
fotossintese (A), condutancia estomatica (gs), carbono interno (C;), transpiracdo (E) e
eficiéncia de carboxilacdo (A/C;) até o periodo de cem dias, sendo observado declinio dos
mesmo parametro aos 120 dias (Figura 2A, 2B, 2C, 2D, 2E). Entretanto, foi observado que o

excesso de Cu no solo (800 mg kg™) causou diminuicio nos parametros de A, Gs, E e A/C;
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(Figura 2A, 2B, 2C, 2D, 2E). Vale ressaltar que houve aumento do C; na maior concentracao
na Gltima medida realizada (120 dias) (Figura 2C). H. courbaril apresentou aumento na
eficiéncia do uso da 4gua (A/gs) na concentracdo de 800 mg kg™ Cu aplicado no solo, sendo

observado diminuicdo aos 120 dias (Figura 2E).
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Figura 2 — Trocas gasosas de H. courbaril exposta a diferentes concentracbes de Cu. A fotossintese (A); B

condutancia estomatica (gs); C carbono interno (C;); D transpiracédo (E); E eficiéncia do uso da agua (A/gs) e F
eficiéncia de carboxilagdo (A/C;). Cada valor indica média por tratamento + SE.

Nas plantas de H. courbaril a taxa fotossintética liquida méaxima (Amax) foi maior no
tratamento de 200 mg Kg™, seguida pela concentracéo de 100 mg Kg™ de Cu, com crescente
aumento nas medicBes realizadas (Figura 3A). Em 800 mg Kg™ de Cu aplicado no solo foi
observada a menor Anax (Figura 3A). Em relacdo a taxa de respiracdo no escuro (Ry) foi

observado maior Rg em 100 mg Kg™ aos 30 dias de cultivo, seguido de aparente declinio
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(Figura 3B). Em 800 mg Kg™ ocorreu menor Ry em relacio as demais concentracdes (Figura
3B). Ao longo do tempo a Ry permaneceu sem grandes variagGes para essa concentragdo. Nas
medidas realizadas foi observado menor ponto de compensacéo de luz (LCP) na concentracao
800 mg Kg™ (Figura 3C). Ap6s os sessenta dias de cultivo ocorreu aumento significativo e
estabilizaco desse parametro para o excesso de Cu (800 mg Kg™). J4 para o ponto de
saturacdo de luz (LSP), H. courbaril apresentou maiores médias na concentragdo de 200 e 100
mg Kg™, e menor LSP na maior concentracdo de Cu (800 mg Kg™) (Figura 3C) Percebe-se
que com o passar do tempo houve um aumento de LSP em todas as concentra¢des, exceto em
0 mg kg™. Com relagdo aos valores de rendimento quantico aparente (o) obtidos para H.
courbaril, observou-se que o excesso de Cu (800 mg Kg™) ocasionou diminuicéo e com o

aumento dos dias de cultivo observa-se um aumento e estabiliza¢do no a. (Figura 3D).
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Figura 3 - (A) Taxa fotossintética liquida maxima (Anax); (B) taxa de respiragdo no escuro (Rd); (C) ponto de
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compensagéo de luz (LCP); (D) ponto de saturacdo de luz (LSP) e (E) rendimento quéntico aparente (a) nas
plantas de H. courbaril exposta a diferentes concentragdes de Cu. Cada valor indica a média do tratamento + SE.

3.3 Morfologia do sistema radicular e atributos de massa seca

O excesso do Cu afetou negativamente todos os parametros estudados da morfologia
do sistema radicular, sendo observado declinio acentuado em 800 mg Kg™ de Cu para o
comprimento, area superficial, didmetro médio e volume das raizes das plantas de H.
courbaril (Figura 4A, 4B, 4C e 4D). Entretanto, foi observado que para os parametros de
comprimento de raiz até a concentracéo de 172,68 mg Kg™, 4rea superficial até (169,37 mg
Kg™), diametro médio da raiz até 166,66 mg Kg™ e volume de raiz até (193,16 mg Kg™)
ocorre favorecimento para o desenvolvimento da raiz e apds estas concentracdes de Cu ocorre
efeito toxico e inibidor sobre o sistema radicular (Figura 4A, 4B, 4C e 4D).
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Figura 4 - Caracteristicas de raiz: (A) comprimento, (B) area superficial, (C) didmetro médio e (D) volume da
espécie H. courbaril exposta a diferentes concentragdes de cobre. *p < 0,05%.

Nas plantas de H. courbaril a distribuicdo do comprimento, area superficial e volume
por classes de diametro observou-se 0 mesmo comportamento dos parametros anteriores

(Figura 4 e 5) com crescimento radicular nas concentragdes iniciais acima do controle (0 mg
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Kg™) e inibicdo do crescimento radicular nas maiores concentragdes de cobre. No geral, o
sistema radicular em H. courbaril é dominado por raizes de diametro fino. Contudo foi
observado que as concentracdes 100, 200 e 400 mg Kg* de Cu apresentam maior
comprimento, area superficial e volume de raizes mais finas (0 a 1 mm) quando se compara
ao tratamento controle (0 mg Kg™). Vale ressaltar que apesar da concentragdo 200 e 400 mg
Kg® de Cu levar a um aumento dessas caracteristicas em raizes finas observa-se
simultaneamente um aumento em raizes de didmetro médio (com didmetro de 2 mm). Em 800
mg Kg™* ocorre uma diminuicdo do comprimento, &rea superficial e volume de raizes mais
finas (Figura 5A, 5B e 5C).
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Figura 5 - (A) Comprimento de raiz, (B) area superficial de raiz, (C) volume de raiz distribuidos por classes de
didmetro em H. courbaril exposta a diferentes concentracdes de Cu.
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Para a massa seca da parte aérea (DWS) até a concentracdo 100 mg Kg™ e massa seca
radicular (DWR) até 200 mg Kg™ ocorre aumento da biomassa, seguido de decréscimo para
esses parametros nas demais concentracfes (Figura 6A e 6B). A relacdo entre RDW/SDW
aumenta nas maiores concentracdes (Figura 6C). Para o comprimento especifico de raiz
(SRL) os maiores valores foram observados no controle e em 100 mg Kg*, com declinio nas
concentracdes 200, 400 e 800 mg Kg™ (Figura 6D). A finura de raiz (RF) até a concentracio
de 200 mg Kg™ ocorre um favorecimento, seguido de decréscimo nas concentragdes seguintes
(400 e 800 mg Kg™) devido a efeito téxico do Cu (Figura 6E). A densidade de tecido de raiz

(RMDe) apresentou aumento com as altas concentragdes de Cu aplicadas no solo (Figura 6F).
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de Cu. (A) massa seca da parte aérea (SDW); (B) massa seca raiz (RDW); (C) relagdo entre massa seca radicular
e massa seca parte aérea (RDW/SDW); (D) comprimento especifico da raiz (SRL); (E) Finura de raiz (RF); (F)
densidade de tecido da raiz (RMDe). Cada valor indica a média do tratamento + SE.

3.4 Teor de cobre nos tecidos e indices

Com o aumento do cobre no solo foi observado seu aumento também nos tecidos das

plantas de H. courbaril (Figura 7). O Cu foi absorvido e alocado principalmente nas raizes

dessa espécie (Figura 7).
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Figura 7 — Teor de cobre na raiz, caule e folha das plantas de H. courbaril expostas a diferentes concentragdes
de Cu.

Para o indice de tolerancia (TI) e o fator de translocacdo (TF) nas plantas de H.

courbaril observa-se que os valores diminuiram com o aumento das concentracGes de Cu

aplicadas no solo (Tabela 2).

Tabela 2 - indice de tolerancia (T1) e Fator de translocacdo (TF) das plantas de H. courbaril expostas a
diferentes concentra¢@es de Cu. Cada valor indica a média por tratamento + SE.

Cu (mg Kg™) TI TF
100 1,67+0,11 6,46 + 0,66
200 1,42 +0,45 7,73+0,95
400 1,16 0,52 4,35+ 0,28
800 0,32 + 0,08 4,45 + 0,72

4 DISCUSSAO

4.1 Efeito do cobre no crescimento e trocas gasosas
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O cobre até a concentracdo de 200 mg kg™ favoreceu o crescimento, trocas gasosas e
morfologia radicular das plantas de H. courbaril possivelmente por ser um micronutriente e
estar dentro dos limites favoraveis ao desenvolvimento das plantas (Souza et al., 2014).
Porém, em excesso no solo o Cu ocasionou reducéo do crescimento dessa arborea devido ao
seu potencial toxico em elevadas concentragdes causando limitacdo no desenvolvimento dos
vegetais (DalCorso et al., 2014; Adrees et al., 2015). Esse resultado assemelha-se com o
encontrado com Marco et al. (2016) pesquisando excesso de Cu nas arboreas Senna multijuga
e Erythrina crista-galli, onde encontraram diminuicdo no crescimento dessas espécies
provavelmente porque o Cu em excesso reduz o crescimento e estabilizagdo das plantas nas
etapas subsequentes no seu desenvolvimento. A reducgéo do crescimento registada nas plantas
expostas as concentracdes mais elevadas de Cu, também, pode ser atribuido a reducdo na
assimilacdo de carbono (Cambrollé et al., 2015).

O excesso de ions de Cu nas plantas pode causar competicdo com outros ions
metalicos (Fe, Ni, Zn) e substituicdo de elemento estrutural nas enzimas, como por exemplo, a
ribulose 1-5 difosfato oxigenase/carboxilase (RuBisco), ocasionando distdrbio na
fotossintese; gerando aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelular nas folhas
que sdo altamente tdxicos e aumentando a peroxidacgdo lipidica; diminuindo a fixacdo de
carbono e producdo de energia, e consequentemente reduzindo ou inibindo o desenvolvimento
da planta (Kupper e Andresen 2016). Possivelmente isso explica a menor fotossintese (A) e a
baixa taxa fotossintética liquida maxima (Amax) encontrada nas plantas H. courbaril na
concentracdo mais elevada (800 mg Kg™).

A alta concentracdo de Cu (800 mg Kg™) afetou a fotossintese (A) e condutancia
estomatica (gs), porém ndo houve reducdo na concentracdo de CO, interno (C;). Estes
resultados sugerem que a reducdo da A e Anax poderia ser atribuida aos diferentes efeitos do
Cu sobre a integridade ou a funcdo do aparelho fotoquimico — limitacdo bioquimica, bem
como ao seu impacto sobre as concentracGes de clorofila nas folhas (Cambrollé et al., 2015).
Outra provavel limitagdo para A é a fluorescéncia sugerindo que o excesso de Cu aumenta a
fotoinibicdo induzida pelo estresse a luz (Zang et al., 2013; Cambrollé et al., 2015). Fato que
pode ser observado quando se analisa a eficiéncia de carboxilacdo (A/C;) que na concentracdo
de 800 mg Kg™* é reduzida, possivelmente devido a inibicdo das enzimas carboxilativas
(rubisco) (Mateos-Naranjo et al., 2013).

A taxa fotossintética liquida maxima (Amax) reflete a capacidade maxima fotossintética
da folha (Zhang et al., 2014). A Anax foi influenciada pela alta concentragdo de Cu (800 mg

Kg™) indicando que a capacidade fotossintética das plantas de H. courbaril diminuiu com o
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excesso do Cu. Esse fato pode ser reforcado pelo ponto de compensacéo de luz (LCP) e pelo
ponto de saturacdo de luz (LSP) que refletem a capacidade das plantas de usar o0s niveis mais
baixos e maior de luz, respectivamente, refletindo a relacéo entre luz e fotossintese (Zhang et
al., 2014), que foi limitada em 800 mg Kg™ quando comparado aos demais tratamentos. Esses
resultados diferem aos encontrados por Zhang et al. (2014) onde LCP e LSP foram maiores
com excesso de metal pesado, indicando que o metal poderia aumentar a eficiéncia do uso da
luz em luz alta e reduzir a eficiéncia do uso da luz em niveis baixos de luz. O LCP é o valor
de luminosidade em que a taxa de fixacdo de CO, na fotossintese € igual a taxa de liberacdo
de CO, na respiracdo e a fotorrespiracdo (Nunes et al., 2009). O LCP elevado reflete uma
maior respiragcdo e uma menor atividade da Rubisco carboxilase e uma maior atividade da
Rubisco oxigenase sugerindo um possivel mecanismo de protecdo para evitar fotoinibicao,
dissipando o excesso de ATP e NADPH, produzindo CO; interno (manutencdo da atividade
de Rubisco) e consumindo oxidantes (H.O,) através de catalise (Baccio et al., 2009).
Possivelmente o Cu estd em nivel muito téxico no solo refletindo em grande quantidade de
ions intracelular, impedindo que ocorra esse mecanismo de protecdo com aumento em LCP. A
taxa de respiracdo no escuro (Rq) foi menor em 800 mg Kg™ quando comparada aos demais
tratamentos, possivelmente devido a toxidade do Cu. No rendimento quantico aparente (o)
observa-se o efeito negativo do excesso do Cu, porém com o passar do tempo (dias) as plantas
de H. courbaril tenta adapta-se a condicéo de estresse induzida por esse metal mostrando-se
tolerante.

O Cu atua como elemento estrutural de mitocondrias, cloroplastos e proteinas como a
plastocianina que estd envolvida na cadeia transportadora de elétrons entre 0 PS Il e PS | na
fase fotoquimica da fotossintese (Yruela 2013; DalCorso et al., 2014; Adrees et al., 2015). A
presenca de cobre no solo até 200 mg Kg™ influenciou positivamente resultando na maior
fotossintese (A) nas plantas de H. courbaril. Outro fator provavel para a alta A é a alta
condutancia estomatica (gs) para essa concentracdo, favorecendo assim maior fixacdo de CO,
por essas plantas.

A maior eficiéncia do uso da agua (A/gs) nas plantas de H. courbaril na concentracéo
mais elevada de cobre reflete em economia de agua. Plantas que economizam agua em
ambientes com excesso de metais pesados sao importantes para programas de fitorremediacao
devido ndo se perturbarem tanto com estresses adicionais como o hidrico, sugerindo o
possivel emprego dessa espécie em programas de fitorremediacdo por tolerar mais variagdes
ambientais como a seca. Esse fato favorece melhor desemprenho (sobrevivéncia) da planta, ja

que a A/gs € um parametro indicador de tolerancia a seca (Pinheiro et al., 2014). Um dos
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grandes entraves da fitorremediacdo € a influéncia de outros estresses ambientais (além da
presenca do metal) na absorgéo de contaminantes pelas plantas (Ali et al., 2013).

4.2 Implicac6es do cobre na morfologia radicular

Fatores bidticos e também abidticos como metais pesados podem influenciar nos
parametros da morfologia radicular que determinard a sobrevivéncia de uma planta em um
determinado ambiente (Cai et al., 2014). O sistema radicular bem desenvolvido é uma
caracteristica importante para tolerdncia a estresses. De um modo geral, a exposi¢cdo ao
estresse conduz a uma remodelacdo na morfologia da raiz (Cai et al., 2014). Altas
concentracdes de cobre afetaram a morfologia/arquitetura radicular em H. courbaril. O efeito
toxico do Cu acarretou diminuicdo no comprimento, area superficial, didmetro médio e
volume da raiz que refletiu tanto na redugdo da biomassa radicular como na reducdo da
biomassa da parte aérea nessas concentragdes. Esses resultados foram semelhantes aos
encontrados por Cai et al. (2014) na analise da morfologia radicular de Elsholtzia
haichowensis, ressaltando que a acentuada reducdo do volume de raiz sob estresse por Cu
reflete na diminuicdo relevante da biomassa radicular, que depende diretamente da divisdo e
alongamento celular. Efeitos semelhantes foram encontrados por Bochicchio et al. (2015) em
combinacdo por metais pesados Cd, Cu e Zn na morfologia radicular em Arabidopsis
thaliana. Marco et al. (2016) relataram que o aumento do Cu reduziu os parametros
morfoldgicos nas arbdreas pesquisadas (Senna multijuga e Erythrina crista-galli). Feigl et al.
(2013) encontraram o efeito inibidor no sistema radicular mais acentuado em Brassica juncea
em compara¢do com Brassica napus causado por estresse ao Cu mostrando variabilidade
genética entre as espécies na tolerancia a este metal.

Por outro lado, o Cu em condicdes de micronutriente favoreceu o desenvolvimento
radicular de H. courbaril, que segundo a Imada et al. (2008) a area superficial de raiz é a que
estd mais relacionada com a absorcdo de nutrientes, e um aumento do volume radicular
propicia maior eficiéncia de absorcéo de nutrientes que favorece um bom desenvolvimento da
planta.

O Cu favoreceu o desenvolvimento do comprimento radicular, area superficial e
volume da raiz por classes de diametro até a concentragdo de 400 mg Kg™ das raizes finas que
s80 propicias a absorcdo de 4gua. Mas ainda na concentracdo de 400 mg Kg™ observa-se que
o favorecimento das raizes classificadas como grossas (& > 2,0 mm) (Magalhdes et al., 2012),

ocorreu sendo sinal de investimento de raizes de sustentacdo e ndo de absorcdo. Assim ate
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200 mg Kg' a concentragdo parece ter realmente favorecido o sistema radicular de H.
courbaril na exploracdo do solo. Entretanto, observa-se o efeito toxico e inibidor para os
mesmos parametros quando em elevadas concentra¢fes no solo. Uma vez que a raizes finas
sdo sensiveis sob niveis altos de Cu. Além da diminuicdo das raizes primarias e laterais, 0
namero e a densidade, também, sdo reduzidos por efeito do Cu (Feigl et al., 2013).

A aplicacdo de Cu em concentracgdes elevadas no solo causou reducdo nos atributos de
massa seca, com aumento na relacdo da massa seca da raiz sobre a parte aérea (RDW/SDW),
sugerindo que nessa arborea ocorre aumento da densidade do tecido de raiz nas maiores
concentragdes. As plantas de H. courbaril apresentaram os maiores valores para comprimento
especifico de raiz (SRL) nas concentragdes iniciais de Cu. Sabe-se que um maior SRL reflete
em uma maior exploracdo e aquisicdo de agua e nutrientes no solo por unidade de carbono
investido (Bouma et al., 2001). Fato que corrobora com o resultado encontrado na finura de
raiz (RF). Em 100 mg Kg™ ocorre favorecimento em SRL, que também foi observado com
aumento de raizes finas (RF). Em areas de reflorestamento poderia ser indicada essa
concentracdo de Cu, devido ao estimulo no aumento de raizes na exploracao do solo.

A alta densidade de tecido da raiz (RMDe) (raizes com grandes quantidades de massa
morta e fibrosa) € um exemplo da caracteristica de espécies inseridas em ambientes de
estresse, que acabam por reduzir o comprimento especifico radicular (Wabhl et al., 2000). Fato
que pode ser observado nas plantas de H. courbaril submetidas ao excesso de Cu. O Cu pode
aumentar a lignificacdo em espécies tolerantes por se acumular na parede celular das células
(Colzi et al., 2015) e por ficar aderido nas barreiras apoplasticas na exoderme e endoderme
(estrias de Caspary) (Freitas et al., 2015).

Apesar de ocorrer inibicdo do crescimento, morfologia, trocas gasosas das plantas de H.

courbaril ndo houve morte dessas plantas e elas acumularam cobre em seus tecidos.
4.3 Cobre nos tecidos

A absorcdo do metal pelas plantas depende da exigéncia fisiolégica e da
disponibilidade do metal no solo (DalCorso et al., 2014). O cobre é absorvido e encontrado
em maior concentracdo nas raizes das plantas por se ligar fortemente a parede celular das
células das raizes, e assim ndo é facilmente movel na planta, resultando em uma baixa
translocacdo desse metal para a parte aérea (Kabata-Pendias 2011). O Cu absorvido pelas
plantas de H. courbaril foi retido nas raizes, principalmente nas maiores concentragoes. Esse

resultado assemelha-se ao encontrado por Silva et al. (2015) com destaque para a arborea
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Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong., sendo a principal espécie estudada em
acumular o Cu no sistema radicular. Este comportamento é utilizado por muitas plantas como
um mecanismo de tolerancia aos metais pesados para reduzir a translocacdo do metal a parte
aérea, e assim evitar danos causados pela toxicidade do metal pesado a aparelhagem
fotossintética presente nas folhas (Marco et al., 2016). Este fato corrobora com os resultados
encontrados neste trabalho, pois apesar das plantas sofrerem com a presenga do cobre em
excesso elas ndo morreram e ainda acumularam o metal nas raizes.

Mesmo com efeito téxico do Cu nas concentracOes elevadas, as plantas de H.
courbaril apresentaram capacidade de tolerancia e sobrevivéncia. E o indice de tolerancia (TI)
baseado na producdo de biomassa vem a confirmar esse fato, mesmo na mais alta
concentracdo, onde essa arbdrea conseguiu sobreviver. Resultados de TI proximos a 1,0
indica maior tolerancia ao estresse causado pelo metal (Souza et al., 2012b). As concentragdes
crescentes de Cu incorporado no solo reduziram o fator de translocagdo (TF) dessa arborea,
sendo observado que apenas 4,45% do Cu foi translocado das raizes para a parte aérea pelas
plantas em 800 mg Kg™. Concentracées de Cu maiores nas raizes e menores na parte aérea
sugerem gue pode haver alguns mecanismos de protecdo pelo qual a translocacdo de Cu das
raizes a parte aérea foi limitada (Wang et al., 2016). Esse fato provavelmente esta relacionado
a mecanismos de tolerancia contra os efeitos deletérios que o excesso de Cu pode acarretar no
vegetal (Cambrollé et al., 2013). Estudo realizado por Marco et al. (2016) com arboreas
apresentou resultados semelhantes com reducdo do TF em solos com Cu em Senna multijuga

e Erythrina crista-galli.

5 CONCLUSAO

O cobre até a concentracdo de 200 mg kg™ favoreceu e estimulou o crescimento,
trocas gasosas e morfologia radicular das plantas de H. courbaril. Entretanto, o excesso do Cu
(800 mg Kg™) causou declinio na fotossintese com limitacdo bioquimica, e inibicdo do
desenvolvimento radicular, principalmente de raizes finas para essa arborea. O Cu foi
acumulado nas raizes dessas plantas como mecanismos de prote¢do ao aparato fotossintético
presente nas folhas. Plantas de Hymenaea courbaril L. apresentaram tolerancia ao excesso do
cobre e sdo indicadas para areas contaminadas por esse metal, e a programas de

fitorremediacgdo como a fitoestabilizacao.
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