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“Nunca é tarde demais para ser aquilo que sempre se desejou ser.”
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RESUMO GERAL

Compreender os mecanismos que tornam a presenca do cobre uma substancia toxica, bem
como a regulacdo da resposta das plantas a sinais e estimulos ambientais tem se tornado um
aspecto fundamental da biologia vegetal. Nesse contexto, foi objetivo deste trabalho
caracterizar o efeito de diferentes concentracdes de cobre (Cu), peréxido de hidrogénio
(H20,) e oxido nitrico (NO) sobre a germinacdo, crescimento inicial, ciclo celular e o
metabolismo de Lactuca sativa L., bem como a possivel acdo protetora do NO sobre a
fitotoxicidade do Cu. Para tal, foram realizados trés experimentos conduzidos em
delineamento experimental inteiramente casualizado. Para caracterizar o efeito do Cu e H,0,
sobre os aspectos fisiol6gicos e citologicos em L. sativa, sementes foram expostas as
concentracdes 50; 100; 250 e 500 uM de CuSOq e 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 mM de H,0, sendo
agua destilada utilizada como controle negativo. O Cu néo influenciou a germinacdo (G%) e a
biomassa seca (BS), no entanto, comprimento de raiz (CR) e biomassa fresca (BF) foram
reduzidos conforme o aumento da concentracdo. Isso pode ser atribuido a reducéo do indice
mitotico (IM) de 29,02% no tratamento controle para 1,5% na concentracdo 500 uM de
CuSO,4. Embora essa concentracdo tenha sido citotoxica ndo foi clastogénica nas condicGes
testadas. Para o conteudo de prolina foi observado um comportamento concentracéao-
dependente e a atividade da superoxido dismutase (SOD) foi significativa. Ressalta-se que o
Cu foi citotoxico, porém o sistema antioxidante da planta alvo impediu a peroxidacéo lipidica
das membranas. Para H,O,, houve reducéo significativa na G% nas concentragdes acima de 5
mM. O CR e IM foram negativamente influenciados e apresentaram comportamento
concentracdo-dependente. O mesmo comportamento foi observado para prolina, que
apresentou maior acimulo nas concentracdes 7,5 e 10 mM diferindo dos demais tratamentos.
Além disso, houve atividade significativa das enzimas SOD e ascorbato peroxidase (APX).
Ressalta-se ainda que a SOD teve maior atividade e assim, possivelmente, associada a prolina
tenha atenuado a peroxidacdo lipidica das membranas. A fitotoxicidade do H,O, interferiu
negativamente no crescimento inicial de L. sativa. O efeito protetor do NO foi verificado pela
utilizacdo de nitroprussiato de sddio (SNP) como doador de NO. Sementes de L. sativa foram
expostas a 250 e 500 uM de CuSO, e a 100, 250 e 500 uM do agente protetor isoladamente e
da combinacdo dos dois, sendo agua destilada utilizada como controle negativo. Ndo houve
diferenca significativa para G%. Para CR os tratamentos com 250 e 500 uM de SNP,
diferiram entre si e dos demais tratamentos reduzindo o crescimento de maneira
concentragdo-dependente. A combinagdo SNP mais Cu impediu o efeito fitotdxico desse metal
nas maiores concentracfes. O organismo-teste exposto a agua destilada apresentou 1M
26,24%, enquanto nos tratamentos com Cu isoladamente o IM foi 1,36% e 1,18% para as
concentragdes 250 e 500 UM, respectivamente. Dessa forma, o NO atenuou o efeito citotoxico
do Cu, no entanto, isoladamente nas maiores concentra¢cbes mostrou-se citotoxico. Para BF
houve diferenca significativa entre os tratamentos, sendo 250 e 500 uM de Cu aqueles que
apresentaram menor acumulo de biomassa. Quando 250 e 500 uM de SNP foram combinados
com 250 uM de Cu os efeitos toxicos do Cu foram atenuados, pois ndo houve reducéo da BF.
O actmulo de prolina corroborou para evidenciar o efeito protetor do NO. A divisédo celular,
CR e BF foram reduzidos quando L. sativa foi exposta ao Cu. A aplicacdo exdgena de NO foi
capaz de reduzir os efeitos deletérios do Cu.

Palavras chave: Fitotoxicidade. Metais pesados. Espécies Reativas de Oxigénio. Alface.



ABSTRACT

Understanding the mechanisms that make the presence of copper a toxic substance, as well as
a regulation of the plants’ response to signals and environmental cues has became a
fundamental aspect of Plant Biology. In this context, the goal of this work was to characterize
the effect of different concentrations of copper (Cu), hydrogen peroxide (H20O,) and nitric
oxide (NO) on the germination, initial growth, cellular cycle and the metabolism of Lactuca
sativa L., as well as a possible protector action of NO on the phytotoxicity of the copper.
Three experiments were carried out in completely randomized experimental design. To
characterize the effect of the copper and H,O, on the physiological and cytological aspects on
L. sativa, seeds were exposed to 50; 100; 250 e 500 uM of CuSO4 and 1.0; 2.5; 5.0; 7.5 e 10
mM of H,0,, being the water used as negative control. The copper did not influence the
germination (G%) and the dry matter (BS), however, root length (CR) and fresh matter (BF)
was reduced as the concentration increased. This can be attributed to the reduction of the
mitotic index (IM) of 29.02% in the control (treatment) to 1.5% in the concentration 500 puM
of CuSO4. Although this concentration has been toxic, it was not clastogenic in the tested
conditions. To the content of proline, concentration-dependent behavior was observed and the
activity of superperoxide dismutase (SOD) was significant. It is noteworthy that the copper
was cytotoxic, but the antioxidant system of the target plant prevented the lipid peroxidation
of the membranes. To H,0,, it had a significant reduction of G% in the concentrations over
5mM. The CR and IM were negatively influenced and showed concentration-dependent
behavior. The same behavior was observed to proline, that present higher accumulation in the
concentration of 7.5 e 10 mM, differing of the others treatments. Furthermore, the activity of
the enzymes (SOD) and ascorbato peroxidase (APX) was significant. It is noteworthy that the
SOD had higher activity and thus, possibly, associated to the proline has attenuated the lipid
peroxidation of the membranes. The phytotoxicity of H,O; interfered negatively in the initial
growth of L. sativa. The protector effect of the NO was verified by use of Sodium
nitroprusside (SNP) as a donor of NO. Seeds of L. sativa were singly exposed to 250 and 500
UM of CuSO4 and to 100, 250 and 500 uM of the protector factor and to the combination of
those two, being the water used as negative control. It has no significant difference for G%.
CR treatments with 250 e 500 uM of SNP differed from each other and from the others
treatments, reducing the growth in a concentration-dependent behavior. The combination SNP
plus copper prevented the phytotoxic effect of this metal in the higher concentrations. The
organism-test exposed to water showed IM 26.24%, while the treatments with singly copper
the IM was 1.36% e 1.18% for the concentration of 250 and 500 uM, respectively. Thus, NO
attenuated the cytotoxic effect of copper, however, singly in the higher concentrations showed
itself cytotoxic. BF presented significant difference between treatments, being 250 and 500
UM of copper those that showed lower accumulation of biomass. When 250 and 500 uM of
SNP were combined with 250 UM of copper the toxic effects of copper were attenuated,
because there was not reduction of BF. The accumulation of proline supports to evidence the
protector effect of NO. The cellular division, CR and BF were reduced when L. sativa was
exposed to copper. The exogenous application of NO was capable of reducing the deleterious
effects of copper.

Keywords: Phytotoxicity. Heavy Metals. Reactive Oxygen Species. Lettuce.
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1 INTRODUCAO

Os metais pesados ocorrem naturalmente no meio ambiente, como constituintes de
rochas, nos solos, na &gua e nos seres vivos. Desta forma, entende-se que s6 ocorre poluicao,
quando a concentracdo destes elementos é amplamente superior aos niveis naturais existentes
no ambiente (GONCALVES JR.; PESSOA, 2002).

A existéncia de areas contaminadas por metais pesados provoca danos ambientais,
como comprometimento da qualidade dos recursos hidricos, restrices ao uso do solo e
prejuizos a saude humana. Casos de contaminagdo do solo por metais em areas agricultaveis
do estado de Minas Gerais foram relatados por Fernandes et al. (2007). Relatos apresentados
pela CETESB mostram que a contaminacdo do solo por metais pesados representa 12% das
areas contaminadas no estado de Sdo Paulo (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE
SANEAMENTO AMBIENTAL - CETESB, 2005).

Os metais pesados sdo convencionalmente definidos como elementos com
propriedades metalicas (ductilidade, condutividade, estabilidade de cations, a especificidade
do ligante, dentre outras) que possuem nimero atdbmico maior que 20 e densidade maior que 5
g cm™. Dentre os 90 elementos naturais, 53 s30 metais pesados e nesse grupo encontram-se 0
Cu, Fe, Mn, Ni e Zn, que sdo considerados micronutrientes essenciais para plantas
(BENAVIDES; GALLEGO; TOMARO, 2005).

Os metais presentes no solo podem ser provenientes de fontes geoldgicas, liberados
pelo intemperismo, ou provenientes de atividades antrépicas. No final do século XIX e inicio
do século XX, a contaminacdo do ar, aguas e solos, por metais pesados devido as acGes
antropicas, tornou-se mais comum (NRIAGU; PACYNA, 1988). As principais fontes
antrdpicas de contaminacdo do solo por metais sdo: mineracdo e beneficiamento de metais,
aplicacdo de defensivos agricolas e fertilizantes, lodos de esgoto urbanos e industriais, queima
de combustiveis fosseis, aguas residuarias, residuos de industrias de beneficiamento quimico,
disposicéo de artigos eletronicos, de caca e pesca, e treinamento militar e de guerra. Dentre 0s
metais contaminantes, os mais comuns sdo o Cd, Cr, Cu, Hg, Pb e Zn (KABATA-PENDIAS,
2011).

O cobre tem despertado especial interesse, devido a seus efeitos toxicos no ambiente e
sobre saude humana (HU et al. 2009). No entanto, os estudos realizados para compreender o
efeito tdxico do cobre na fisiologia das principais culturas alimentares ainda sdo incipientes
(DIMKPA et al., 2012; SHAW; HOSSAIN, 2013).
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As principais fontes de contaminacgdo do solo por cobre estdo associadas a atividades
antropicas, como as resultantes da acumulacdo de fertilizantes, de chorumes, estrumes de
aviarios e pocilgas, fungicidas, bactericidas e a mineragdo (DUCIC; POLLE, 2005).

Segundo Bowen (1979), o teor normal de cobre no solo varia de 2 a 250 mg kg™
Estimativas afirmam haver um acréscimo de cobre nos solos, sendo de 3 a 38 x 10° t ano™
devido ao uso de residuos agricolas, e de 660 a 1580 x 10° t ano™ em consequéncia da
aplicacdo de lodos de esgoto urbano e industrial (NRIAGU; PACYNA, 1988).

Nos solos agricolas, as concentracdes de cobre podem chegar a valores entre 110 e
1500 mg kg™, causando toxicidade, e estd associada, sobretudo, a utilizacdo de fungicidas
(BAKER; SENFT, 1995). Na serra gaucha, por exemplo, a maior regido vitivinicola do Brasil,
as videiras sdo submetidas a aplicacdes sucessivas de calda bordalesa [(CuSO4 + 5H,0 +
Ca(OH),)] como fungicida para controle do mildio (Plasmopara viticola) (SONEGO, 2002).
O uso continuado desse produto pode adicionar até 30 kg ha™ ano™ de cobre, ultrapassando o
seu teor critico no solo e a capacidade maxima de adsorcdo, inviabilizando o cultivo de
plantas nessas condicdes (ARIAS et al., 2004; FERNANDEZ-CALVINO et al., 2008).
Estudos indicam que a aplicacdo de fungicidas cupricos em videiras aumenta tanto o teor total
de cobre no solo, inclusive quando amostras de solo da camada de 20—40 cm de profundidade
sdo analisadas (CASALI, 2008). Ainda, a concentracdo de cobre no solo depende da sua
adsorcdo as particulas organicas e inorganicas, tornando-o praticamente imével no solo, ndo
sendo lixiviado para as camadas mais profundas (MENGEL; KIRKBY, 2001).

As plantas, quando submetidas a ambientes contaminados por metais pesados como o
cobre, apresentam uma série de distarbios fisioldégicos e nutricionais, como alteracdo na
absorcéo, translocacdo e funcgdes dos nutrientes (PAIVA; CARVALHO; SIQUEIRA, 2002).
Podem ainda apresentar mudangas em processos fisioldgicos importantes, tais como
fotossintese, respiracdo, atividade enzimatica e crescimento, resultando em diminuigdo da
produtividade agricola (KARENLAMPI et al., 2000). Desse modo, é necessario conhecer as
interacdes entre plantas e metais, para avaliar os riscos associados a entrada destes na cadeia
alimentar, através da sua absorcéo pelos vegetais, uma vez que, em quantidades excessivas,
podem causar sérios problemas a todos os organismos (NRIAGU; PACYNA, 1988).

Nesse contexto, estudar o efeito do cobre sobre o metabolismo antioxidante
enzimatico e alteragOes citogenéticas em bioensaios com Lacuta sativa L. bem como as
interacBes com espécies reativas de oxigénio e 0s possiveis mecanismos de protecdo podem

trazer subsidios para compreender a fitotoxicidade desse metal.
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2 DESENVOLVIMENTO

A seguir, é apresentada uma revisdo de literatura atualizada acerca dos temas
abortados nesta dissertacdo, com intuito de gerar embasamento tedrico para a andlise e
discussao dos resultados.

2.1 O cobre e seu efeito bioldgico em plantas

Os metais pesados sdo componentes naturais dos solos e alguns, como € o caso do
cobre (Cu), sdo considerados micronutrientes essenciais para as plantas. Porém, a
intensificacdo das atividades antrdpicas industriais e agricolas, tém elevado os niveis de
metais no ambiente e, desta forma, comprometendo importantes funcdes metabolicas
associadas a fisiologia, bioquimica e biologia molecular das plantas (YRUELA, 2009).

As plantas sdo organismos autotréficos que possuem a habilidade de captar energia
luminosa e sintetizar componentes vitais a partir do diéxido de carbono (COy), agua (H,0) e
nutrientes. Os minerais, macro e micronutrientes, sdo essenciais para promover e manter o
crescimento harmonioso e seu desenvolvimento normal, bem como, completar seu ciclo de
vida (HENRIQUES; CHALFUN-JUNIOR; AARTS, 2012; YRUELA, 2009).

A planta necessita basicamente de dezessete elementos essenciais que podem ser
divididos em ndo-minerais e minerais. Os nutrientes ndo-minerais, carbono (C), hidrogénio
(H) e oxigénio (O), sdo absorvidos a partir da agua (H,O) e do gas carbdnico (CO,). Dentre 0s
nutrientes minerais, seis sdo absorvidos e exigidos em quantidades superiores aos demais (N,
P, K, Ca, Mg e S) e sdo chamados de macronutrientes. Ja os elementos Fe, Mn, Zn, Cu, B,
Mo, Cl e Ni, que sdo exigidos em menores quantidades, sdo, por isso, denominados
micronutrientes (MENGEL,; KIRKBY, 2001).

A construcdo de grupos proteicos e a ativagdo enzimatica sdo as principais fun¢des dos
micronutrientes. Desse modo, é importante conhecer a bioatividade e distribuicdo dos
micronutrientes nas diferentes partes das plantas, a fim de estabelecer os sintomas causados
pela falta ou excesso desses nutrientes (MARSCHNER, 1995).

O cobre é um micronutriente que atua como elemento estrutural de varias proteinas,

envolvidas na cadeia transportadora de elétrons, na mitocondria e cloroplastos, bem como na
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resposta ao estresse oxidativo em plantas (GRATAO et al., 2005; YRUELA, 2009). Esta
também envolvido no metabolismo da parede celular, sinalizagdo de horménios, no
metabolismo de proteinas e mobilizacédo do ferro (PILON et al., 2006; YRUELA, 2005).

Uma caracteristica particular e importante dos fons Cu*? é a sua capacidade para se
ligar a pequenas moléculas como oxigénio (O?), o que explica porque o cobre é um cofator
num grande nimero de oxidases, tais como superoxido dismutase (SOD) e ascorbato
peroxidase (APX), dentre outras (KRAMER; CLEMENS, 2005; YRUELA, 2009).

As plantas absorvem o cobre na forma iénica (Cu*?) e a quantidade média encontrada
nas folhas é de 10 mg g™ da matéria seca (5-20 mg g* de matéria seca), embora estas
concentracbes possam variar entre espécies e suas variedades (MARSCHNER, 1995;
YRUELA, 2009).

O Regulamento da Comissdo Européia (CE) N.° 149/2008 de 29 de Janeiro de 2008
que altera o Regulamento (CE) n° 396/2005 do Parlamento Europeu e do Conselho ao criar 0s
anexos I, 111 e IV que fixam limites méximos de residuos para os produtos abrangidos pelo
anexo | do mesmo regulamento, estabelece o limite maximo de Cu em alface de 100 mg kg™
da biomassa fresca.

Embora a mobilidade do Cu nas plantas seja restrita, Marschner (1995) argumenta
sobre varios aspectos fisioldgicos envolvendo a translocacdo de cobre de folhas senescentes
para folhas jovens. No entanto, este processo parece ser dependente da concentragdo. Assim,
considera-se haver deficiéncia de cobre, quando o teor deste elemento varia entre 1 a5 mg
kg™ na biomassa seca. Do ponto de vista molecular, pouco se conhece acerca dos efeitos e
respostas que resultam da deficiéncia de cobre (KRAMER; CLEMENS, 2005).

A presenca de altas concentragGes de cobre no solo afeta negativamente o crescimento
e a produtividade das plantas, devido a peroxidagdo lipidica das membranas celulares, ao
comprometimento da atividade fotossintética, e aos processos de absorcdo e assimilacdo de
nutrientes (BUENO; PIQUERAS, 2002; DEVRIESE et al., 2001; FIDALGO et al., 2013;
LANARAS et al., 1993; LLORENS et al., 2000;).

Nos solos, a faixa de concentrago toxica de Cu para plantas é de 20 a 100 mg kg™*. Os
sintomas associados ao excesso de cobre podem ser cloroses, necroses e inibicdo do
crescimento (KABATA-PENDIAS, 2011; MARSCHNER, 1995; YRUELA, 2005). Pode
gerar ainda, danos oxidativos e interferir com estruturas e processos celulares importantes
como a fotossintese, sintese de pigmentos fotossintéticos, permeabilidade da membrana
celular e outros mecanismos metabdlicos, provocando forte inibi¢cdo do desenvolvimento da
planta (BERTRAND; POIRER, 2005; YRUELA, 2005). Sintomas caracteristicos da
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toxicidade de Cu foram observados por Mourato et al. (2009) em plantas de tremogo com teor
de Cu de 60 pg g™ na parte aérea. Por outro lado, Berton et al. (1997) citam que plantas de
milho apresentando teor de 335 mg kg™ de Cu nas folhas, ndo manifestaram sintomas de
toxicidade ou diminuicdo na biomassa seca.

AlteracBes no conteddo de Cu provocam ainda mudancas nos teores de varios
elementos minerais nas plantas (BRUN et al., 2003). De acordo com Kabata-Pendias (2011),
o Cu possui interagdo com o Zn, Mo, Fe, Cd, Cr, P e Ca, podendo seus efeitos ser antagénicos
ou sinergicos. Altas concentraces de Cu na planta diminuem o conteido de Fe no
cloroplasto. O Cu interfere no papel do Mo que atua na reducgéo de nitrato. A interacdo entre
Cu e Cd e entre Cu e Mn é tanto antagdnica quanto sinérgica, e somente sinérgica para Cu-Ni.
O efeito antagbnico do Cu com o Fe e o P pode ser devido a competicao por sitios disponiveis
de adsorc¢éo na superficie da raiz.

Mourato et al. (2009) verificaram que o teor de Na, K, Ca, Mg e Fe, néo foi alterado
com o aumento das doses de Cu. J& os nutrientes Mn, P e Zn, foram mais afetados, sendo que
0 aumento na concentracdo do metal diminuiu o teor de Mn tanto nas raizes quanto nas
folhas; para o P foi observado diminui¢cdo somente nas folhas; e para 0 Zn aumento na
absorcdo pelas raizes.

Barbosa Filho et al. (1990) observaram que doses crescentes de Cu, na auséncia do Zn,
estimularam a absorcdo deste ultimo, caracterizando uma interacdo sinérgica entre os dois
elementos. Tal interacdo é explicada pela substituicdo parcial do Zn pelo Cu nos sitios de
troca dentro da planta.

Bertoni et al. (1999) verificaram que os teores e de N, P, K e Ca na parte aérea das
plantas de arroz ndo foram influenciados pelas doses de Cu (0; 0,75; 1,5; 2,25 e 3,0 mg kg™
de solo). Entretanto, dentre os macronutrientes, apenas o0 Mg e o S foram influenciados
significativamente pelas doses de Cu aplicadas. Desta forma, a presenca de altas
concentracdes de Cu no ambiente pode tornar-se toxica afetando o desenvolvimento da planta
devido as interferéncias diretas ou indiretas com inimeros processos fisiolégicos (MENGEL,;
KIRKBY, 2001).

Os mecanismos envolvidos no aumento da tolerancia das plantas ao Cu podem ser
bastante diversificados (LASAT et al., 2002). No entanto, sabe-se que a fim de evitar o
acimulo de Cu, as plantas ttm uma complexa rede de transportadores envolvidos no
equilibrio intracelular, e com isso, asseguram a alocacdo adequada do elemento a proteina
alvo (YRUELA, 2009). Os membros da COPT1 e COPT5 da familia das proteinas
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transportadoras de Cu (COTP) tém sido encontrados no citoplasma e vacuolo de plantas
(MARTINOIA et al., 2012; YRUELA, 2009).

Um mecanismo de defesa que provavelmente esta presente na maioria das plantas, é a
baixa translocacdo do Cu das raizes para a parte aérea. Esse processo € caracterizado como a
primeira barreira contra a entrada de metais pesados e consiste na imobilizacdo desses na
parede celular das raizes por carboidratos extracelulares como mucilagem e calose, evitando a
presenca de ions livres nos tecidos radiculares e a translocacdo dos metais para a parte area
das plantas (BARCELO; POSCHENRIEDER, 2003).

2.2 Estresse oxidativo provocado pelo cobre

O Cu pode ser considerado micronutriente essencial para as plantas em baixas
concentracdes, porém pode ser toxico em concentracdes mais elevadas, devido a sua agédo
préoxidativa (HATTAB et al., 2009). O estresse oxidativo pode ser avaliado como um dos
principais mecanismos de toxicidade de metais pesados em plantas (POBORILOVA,
OPATRILOVA; BABULA, 2013; SHAW; HOSSAIN, 2013; SHAW et al., 2014). O excesso
de Cu pode causar estresse oxidativo em plantas, devido ao aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN) altamente toxicas (APEL,
HIRT, 2004; ARASIMOWICZ; FLORISZAK-WIECZOREK, 2007; FOYER; SHIGEOKA,
2011; GILL; TUTEJA, 2010).

As ERO também sdo subprodutos do metabolismo aerébio das plantas, que resultam
de variadas vias metabolicas (tais como a respiragdo celular, fotorrespiragdo, oxidagdo de
lipidios e fotossintese) localizadas em diversos compartimentos celulares, como as
mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos (APEL; HIRT, 2004; M@LLER; JENSEN;
HANSSON, 2007; NAVROT et al., 2007). As ERO sdo normalmente referidas como
subprodutos de reacOes redoxes, que se apresentam tanto como radicais livres, como na forma
molecular de um ndo radical (KOVALCHUK, 2010). Essas moléculas podem ser geradas
como resultado de excitacdo, formando oxigénio singleto, ou de sucessivas adi¢es de
elétrons ao O?, reduzindo-o ao radical aniénico superéxido (O-), radical hidroperoxila (HO,)
ou peroxido de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxila (OHe) (BHATTACHARIJEE, 2010;
D’AUTREAUX; TOLEDANO, 2007). O éxido nitrico (NO), o diéxido de nitrogénio (NO?),
peroxinitrito (ONOO-), S-nitrotiois (RSNO) e a S-nitrosoglutationa (GSNO) séo conhecidas
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espécies reativas de nitrogénio (SOUZA et al., 2007). Tais substancias podem ser altamente
destrutivas, pois aumentam a permeabilidade das membranas (desestabilizacédo estrutural das
proteinas) e induzem a peroxidacdo lipidica e a degradacdo do acido indolacético (AlA),
levando a uma diversidade de alterac6es morfoldgicas, bioquimicas e fisioldgicas nas plantas
(MEDIOUNI et al., 2006).

Em outras palavras, os radicais livres sdo atomos ou moléculas que possuem um
elétron ndo pareado e, portanto, sdo extremamente reativos. Um elétron desemparelhado é
aquele que ocupa sozinho um orbital atébmico ou molecular. Estes radicais podem ser
formados por varios mecanismos, tais como a adicdo de um Unico elétron a uma molécula ndo
radical. Além disso, também podem ser formados quando a ligagcdo covalente é quebrada,
permanecendo um elétron do par de ligacdo em cada atomo (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007).

Dentre as ERO, o O, é moderadamente reativo e considerado instvel por possuir
nimero impar de elétrons (13) na Ultima camada eletrénica. J& o H,O, é uma ERO
moderadamente reativa com uma meia-vida relativamente longa (1 ms) e cujo pequeno
tamanho permite-lhe atravessar membranas celulares e migrar para diferentes
compartimentos. Dessa forma, difunde os danos e também atua como um mensageiro da
condicdo de estresse. Ressalta-se ainda que o H,O, tem uma acdo deletéria, porque participa
da reag@o formadora de (OHe) (GADJEV et al., 2008; KARUPPANAPANDIAN et al., 2011).
O radical (OHe) ¢ considerado a mais oxidante dentre as ERO e sua alta reatividade resulta
em reacOes rapidas e inespecificas com distintos substratos, podendo potencialmente reagir
com todos os tipos de moléculas bioldgicas (AGUIAR; FERRAZ, 2007; MYLONA,;
POLIDOROS, 2011). Em sistemas biologicos, pode ocasionar modificagdes nas bases
nitrogenadas, levando & inativagcdo ou mutacdo do DNA; desnaturar proteinas pela oxidacdo
de grupos sulfidrila (-SH) e pontes dissulfeto (-SS), além de causar danos a moléculas de
carboidratos e retirar &tomos de hidrogénio de grupos metileno de acidos graxos poli-
insaturados, dando inicio a peroxidacao lipidica (BARREIROS; DAVID, 2006; BLOKHINA;
VIROLAINEN; FAGERSTEDT, 2003). Assim, as espécies reativas podem reagir rapidamente
desestabilizando outras moléculas e gerando outros radicais livres e, consequentemente, o
estresse oxidativo.

Dada a capacidade para mudar o seu estado redox, alteracfes no teor de cobre podem
provocar estresse oxidativo direto. Os fons Cu” podem reagir, segundo as reagdes de Fenton,
com o H,0, gerando radicais hidroxila (OHe) e segundo a reacdo Haber-Weiss, podem ser

reduzidos pelos radicais superoxido (Oy), e reagir em seguida com o H,O, (BARTOSZ, 1997,
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KRAMER; CLEMENS, 2005; MARSCHNER, 1995). E importante notar que a funcéo de ser
um sinalizador de estresse ou uma molécula prejudicial a célula depende de um equilibrio
entre a producdo de ERO e a producdo de substancias antioxidantes (GRATAO et al., 2005;
GECHEV et al., 2006). Desta maneira, é necessario que o nivel de ERO na célula seja
mantido sob controle, uma vez que o acumulo dessas espécies pode causar inimeros danos as
células (MITTLER, 2002; SHARMA, 2012).

2.3 Metabolismo antioxidante nas plantas

As plantas respondem aos desafios ambientais, alterando o metabolismo celular e
acionando varios mecanismos de defesa. Sua sobrevivéncia a condi¢des de estresse depende
da capacidade da planta de perceber o estimulo, gerar e transmitir sinais, instigando mudancas
bioquimicas que ajustem seu metabolismo. A acdo fitotoxica do cobre produz ERO, que
podem agir oxidando proteinas, lipidios e &cidos nucleicos, caracterizando o estresse
oxidativo (ASADA, 1999; DAT et al., 2000). Neste contexto, as plantas tém demonstrado
uma variedade de mecanismos para combater os radicais livres (ZHANG et al., 2006).

O termo antioxidante foi inicialmente utilizado para identificar compostos inibidores
de radicais livres. Com o tempo, a aplicagdo dos termos °‘sistema antioxidante’ e
‘antioxidante’ foi ampliada e atualmente, inclui ndo somente o sistema de eliminagdo de
espécies reativas e a prevencao de sua formacao, mas também o sistema de detoxificacdo, que
eliminam compostos que possam sofrer oxidacdo espontanea por oxigénio (PRADEDOVA,;
ISHEEVA; SALYAEV, 2011).

Segundo Hernandez et al. (2010) plantas que apresentam maior atividade do sistema
antioxidante sdo mais resistentes aos danos oxidativos. Isso foi verificado por Alves et al.
(2013), estudando uma espécie tolerante ao alagamento (Sesbania virgata), que observou
aumento na atividade enzimaética do sistema antioxidante ao longo do estresse. Portanto,
dentre os antioxidantes estdo substancias capazes de neutralizar os radicais livres, suprimir a
oxidacdo desses radicais e ainda aquelas capazes de proteger estruturas bioldgicas
(PRADEDOVA,; ISHEEVA; SALYAEYV, 2011).

O sistema antioxidante verificado nas plantas inclui tanto atividades enzimaticas
quanto ndo enzimaticas. A atividade coordenada desses antioxidantes regula a detoxificacdo

e/ou eliminacdo das espécies reativas (CHOUDHURY et al., 2013). Nesses organismos, de
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acordo com Sharma et al. (2012), o complexo sistema de defesa antioxidante é distribuido nas
diferentes organelas celulares, como mitocéndrias, cloroplastos e peroxissomos.

O sistema ndo enzimatico inclui acido ascorbico, tocoferol, carotenoides e
flavonoides, entre outros compostos de baixa massa molecular. Eles podem ser divididos em
duas categorias: antioxidantes lipossoliveis e os hidrossollveis. Tocoferol, quininas,
bilirrubina e alguns polifenois fazem parte dos antioxidantes lipossollveis, enquanto o acido
ascorbico, glutationa, acido urico e também outros polifenois pertencem aos hidrossoluveis.
Esses compostos agem como tampdes redoxes, interagindo com inimeros componentes
celulares. Também influenciam no crescimento e desenvolvimento das plantas através da
modulacdo de processos como mitose e crescimento radicular, e até senescéncia e morte
celular. E importante ressaltar ainda que estes compostos podem influenciar a expressdo
génica associada a resposta ao estresse biotico e abidtico, maximizando a defesa (FOYER;
NOCTOR, 2005). A regulacdo da expressdo de genes codificantes de enzimas antioxidantes,
cuja atividade evita ou reduz os danos potenciais causados pelas ERO, faz parte da resposta
ao estresse oxidativo (CYRNE et al., 2003). Contudo, os pontos de regulacdo mais
importantes sdo aqueles relacionados a economia de energia e ao controle da formacdo de
ERO (BLOKHINA; FAGERSTEDT, 2010).

O sistema antioxidante enzimatico inclui a superoxido dismutase (SOD), a ascorbato
peroxidase (APX), a catalase (CAT), a dehidroascorbato redutase (DHAR), a guaiacol
peroxidase (GPX), a glutationa redutase (GR) e a monodehidro ascorbato redutase (MDHAR)
(YRUELA, 2009).

Dentro das células, a SOD ¢é considerada a primeira linha de defesa contra ERO, e
catalisa a dismutacdo dos fons superéxido (O, para H,O, e O®. Como dito anteriormente, 0s
ions superoxido sdo sintetizados em qualquer compartimento celular onde ha um transporte de
elétrons, portanto a SOD esta presente em todos 0s compartimentos celulares susceptiveis ao
estresse oxidativo (ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002; MITTLER, 2002). A SOD ¢
classificada de acordo com seu metal cofator. Assim, as FeSOD (utilizam o ferro como
cofator) sdo encontradas no estroma dos cloroplastos e mantém similaridade estrutural com as
MnSOD (utilizam manganés como cofator), as quais sdo encontradas principalmente em
mitocondrias. J& as Cu/ZnSOD (utilizam cobre e/ou zinco como cofator) podem estar
localizadas tanto em cloroplastos, como no citosol, apoplasto e peroxissomos, € ndo possuem
estrutura relacionada com as outras duas. Os genes da SOD ja demonstraram ser sensiveis ao
estresse, como consequéncia da formagédo de ERO (ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002;
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BLOKHINA; VIROLAINEN; FAGERSTEDT, 2003; CAVALCANTI et al., 2004,
DUTILLEUL et al., 2003; FERREIRA; DOMINGOS, 2012).

A APX ¢ considerada a enzima mais importante na eliminacdo de H,O, no citosol e
nos cloroplastos (INZE; VAN MONTAGU, 1995). Essa enzima utiliza ascorbato como doador
de elétrons para reduzir H,O, a é&gua, fazendo parte do ciclo ascorbato-glutationa
(SHIGEOKA et al., 2002). Segundo Polle (2001), esse ciclo é uma via eficiente para plantas
que apresentam disponivel o H,O,, em alguns compartimentos celulares onde ndo existe
catalase presente, como por exemplo, nos cloroplastos (MITTLER, 2002). As isoenzimas de
APX sdo distribuidas em, pelo menos, quatro compartimentos celulares distintos: mitocondria
(miAPX), citosol (cAPX), peroxissomo/glioxissomo (mAPX) e nos cloroplastos (chlAPX).
No entanto, nos cloroplastos, a APX ocorre em duas isoformas: a da membrana do tilacoide
(tAPX) e a forma soltuvel no estroma (SAPX). A APX da membrana dos tilacoides e a
estromal estdo envolvidas na eliminagdo do H,0, produzido pela fotossintese e a mMAPX e a
miAPX eliminam o H,O, produzido pela fotorrespiracéo e pela respiragéo, respectivamente. A
funcdo fisioldgica da cAPX é de protecdo das plantas sob diferentes condi¢cbes de estresse
(MANO; OHNO; ASADA, 1999; SHIGEOKA et al., 2002).

A CAT, enzima que possui diferentes isoformas em vegetais, tem a funcdo de
neutralizar o H,O, em &gua e oxigénio molecular e esta presente nos peroxissomos e
glioxissomos. Juntamente com a APX a CAT é uma das principais enzimas de detoxificacdo
do H,O, em plantas e podem dismutar diretamente o H,O, ou oxidar substratos, tais como
metanol, etanol, formaldeido e &cido formico. As catalases podem ser dividas em trés classes:
classe 1, que removem o H,O, produzido durante a fotorrespiracdo em tecidos fotossintéticos;
classe 2, produzidas em tecidos vasculares e cuja funcdo bioldgica permanece desconhecida; e
classe 3, onde estdo as catalases presentes em sementes e plantas jovens, cuja atividade esta
relacionada a remogdo do H,O, produzido durante a degradacdo dos &cidos graxos no
glioxissoma (GARG; MANCHANDA, 2009; GILL; TUTEJA, 2010; SHARMA, 2012).

A glutationa (GSH) é regenerada pela glutationa redutase (GR), enquanto que a
guaiacol peroxidase (GPX) é uma enzima que catalisa a reducdo de H,O, e de
hidroperoxilipideo gerado durante a peroxidacdo lipidica e vai formar agua utilizando
guaiacol como substrato (APEL; HIRT, 2004; DIETZ, 2011; FOYER; SHIGEOKA, 2011).

A superexpressao de isoformas das enzimas supressoras de radicais livres, como SOD,
APX, CAT, GR e GPX resultou em tolerancia a estresse abidtico em varias espécies de plantas
devido a eficiente capacidade de supressdo dos radicais livres (GILL; TUTEJA, 2010). Uma

forma de controlar os danos oxidativos causados pela fitotoxicidade do cobre é por meio da
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acdo das enzimas antioxidantes. De forma geral, a funcdo deste sistema antioxidante é
sequestrar ou suprimir as ERO produzidas durante o estresse oxidativo e, assim, ajudar a
planta a sobreviver a tais condi¢cbes (APEL; HIRT, 2004; BLOKHINA; VIROLAINEN;
FAGERSTEDT, 2003; FOYER; SHIGEOKA, 2011; GILL; TUTEJA, 2010).

Os compostos antioxidantes vao inibir o processo de oxida¢cdo, mesmo que estejam em
concentracdo relativamente baixa, convertendo os radicais em espécies menos reativas (GILL;
TUTEJA, 2010; SHAO et al., 2008). Desse modo, um antioxidante é qualquer substancia que
retarda ou previne significativamente a oxidacdo do conteudo celular, envolvendo proteinas,
carboidratos e DNA, mantendo estas biomoléculas no estado ativo para o metabolismo
(FOYER; NOCTOR, 2005). Essa ampla variedade de antioxidantes difere na sua composicao,
propriedades fisicas e quimicas, mecanismos e sitios de agéo.

Considerando que estes antioxidantes estdo envolvidos na resposta ao estresse
oxidativo, qualquer incitagdo que perturbe o balanco redox celular, pode servir como um
estimulo indutor a qualquer gene relacionado a defesa. Assim, ndo é necessario que apenas
aqueles genes relacionados diretamente com o controle de ERO e ERN, sejam estimulados,
mas também qualquer gene das vias de sintese dos compostos antioxidantes ou genes
relacionados a essas vias (FOYER; NOCTOR, 2005; VRANOVA et al., 2002).

Diante do exposto, o estresse oxidativo ocorre devido ao desequilibrio entre a geracéo
de espécies reativas e sua eliminacdo, e dessa forma, a homeostase redox celular é governada
pela presenca de grandes grupos de antioxidantes que absorvem e tamponam redutores e
oxidantes (FOYER; NOCTOR, 2005). O sistema de defesa antioxidante neutraliza os efeitos
danosos das espécies reativas através de diferentes mecanismos, como atividade redutora e
complexacdo potencial de metais pro-oxidantes. Estas atividades variam entre diferentes
espécies e partes das plantas (TACHAKITTIRUNGROD; OKONOGI;
CHOWWANAPOONPOHN, 2007).

2.4 Oxido nitrico e sinalizacéo

O oxido nitrico (NO) é uma molécula lipofilica bioativa pequena, ubiqua e postulada
como um composto que age contra diferentes tipos de estresses em plantas. Este gas altamente
difusivel e que rapidamente transpde a membrana celular, possui uma meia vida curta

(aproximadamente 3 segundos) na presenca de O® devido a sua alta reatividade
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(CRAWFORD, 2006; STEFANO et al., 2006). Por isso, a grande maioria das pesquisas com
NO em organismos vivos envolve aplicacdo de doadores de NO, como o nitroprussiato de
sodio (SNP) (TOSSI; CASSIA; LAMATTINA, 2009).

Além de reagir com o NO atmosférico e do solo, as plantas também sdo capazes de
emitir grandes quantidades de NO. Essa molécula pode ser gerada por mecanismos nao
enzimaticos, tais como por meio da reducdo quimica do NO,, por carotenoides, na presenca
de luz e em pH acido e na presenca de um redutor como o acido ascérbico (COONEY et al.,
1994; CRAWFORD, 2006).

Contudo, a origem principal da producdo de NO em plantas, € provavelmente por
meio da acdo da nitrato redutase (NR) que utiliza NADPH como doador de elétrons.
(YAMASAKI; SAKIHAMA; TAKAHASHI, 1999). A NR foi o primeiro mecanismo
descoberto, de producdo de NO em plantas. Esta enzima normalmente reduz nitrato em
nitrito, mas pode também reduzir nitrito a NO (CRAWFORD, 2006). A atividade produtora de
NO da NR, tem sido constantemente verificada tanto in vivo, como in vitro (COURTOIS et
al., 2008).

Esse mensageiro secundario foi descrito primeiramente como um composto toxico e
mais tarde como um importante sinalizador na fisiologia celular de animais e plantas
(FRUGILLO et al., 2014; GARCIA-MATA; LAMATTINA, 2002; PAGNUSSAT et al., 2002).
As func0es fisiologicas do NO tém sido amplamente documentadas em mamiferos, destacado
sua importancia como molécula sinalizadora em sistemas imune, vascular e nervoso. Ja em
plantas, evidéncias sugerem que o NO esteja envolvido no crescimento, desenvolvimento e
em resposta a sinais ambientais que afetam a fotomorfogénese, a expansdo foliar, 0
crescimento de raiz, o crescimento do tubo polinico e a senescéncia (EDERLI et al., 2009).
Além disso, 0 NO também exerce atividade antioxidante em vias similares a dos flavonoides
(TOSSI et al., 2011).

Estudos indicam que a aplicacdo de NO exdgeno, sob a forma de SNP, melhora a
tolerancia de plantas ao estresse induzido por metais pesados (PANDA; CHAUDHURY;
KHAN, 2011; WANG et al., 2013). Esses estudos indicam que o efeito protetor do SNP foi
devido a liberacdo de NO. A funcdo protetora do NO inclui a regulacdo das ERO e
antioxidantes, indugéo da expressédo de genes, e a absorgéo e distribuicdo de elementos (HSU;
KAOQ, 2004). No entanto, por se tratar de uma espécie reativa de nitrogénio (ERN), os efeitos
do NO podem ser citotdxicos ou de protecdo dependendo da sua concentracdo (LAMATTINA
etal., 2003).
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Interagindo com ERO e outras pequenas moléculas, 0 NO é parte fundamental de
muitas vias de transducdo de sinal e participa na regulacdo de multiplas respostas a uma
variedade de estresses bioticos e abidticos, tais como seca, calor e até infeccdo por patdégenos
(LOMBARDI et al., 2010).

Em muitas plantas, o NO tem influenciado de forma importante o crescimento,
desenvolvimento e a defesa celular (STEFANO et al,. 2006; ZAGO et al., 2006). Evidéncias
sugerem, por exemplo, que a ativacdo da morte celular programada durante a reacdo de
hipersensibilidade em defesa a patdgenos, a qual é codificada pelo genoma, ¢ ativada pela fina
modulacdo dos niveis de O, H,O, e NO. Assim, tanto NO quanto ERO sdo necessarios para
desencadear a morte celular. Ambos sdo também componentes de um sistema de defesa
altamente integrado que envolve a ativacdo do fluxo de ions, mudanca no padrdo de
fosforilacdo de proteinas, no pH extracelular, no potencial de membrana, na oxidacdo de
proteinas da parede celular e alteragdes nos niveis de calcio (Ca’*) que desencadeiam a
expressao local de genes de resisténcia (STEFANO et al., 2006). Isso indica que NO e ERO
exercem um papel chave na regulacdo da resposta das plantas a contaminantes ambientais
(ZAGO et al., 2006). Nesse sentido, 0 NO age como molécula sinalizadora, uma vez que ele
pode ativar uma sequéncia de eventos acionando respostas de defesa celular
(ARASIMOWICZ; FLORYSZAK-WIECZOREK, 2007).

Em relacdo a atividade antioxidante, o NO pode reagir diretamente com ERO, como
mencionado anteriormente, e também com metais de transicdo. Além disso, pode gerar outras
ERN, como peroxinitrito (ONOO-), S-nitrotiois (RSNO) e a S-nitrosoglutationa (GSNO).
Estas ERN sdo moléculas tdxicas em altas concentracdes, ou funcionam também como
sinalizadores em resposta a estresse, podendo regular muitas fungfes bioldgicas pela reacéo
com moléculas celulares, incluindo proteinas, vitaminas e &cidos nucleicos (TOSSI et al.,
2011). Dessa maneira, 0 NO ndo é apenas uma molécula sinalizadora de estresse, mas
também pode agir como um sinalizador intrinseco do crescimento e desenvolvimento da
planta (ARASIMOWICZ; FLORYSZAK-WIECZOREK, 2007).

2.5 Bioensaios aplicados a avaliagdo da toxicidade de metais

Um dos mecanismos usados para monitorar a toxicidade de contaminantes ambientais,

é a utilizacdo de organismos sensiveis a presenca de toxicantes como bioensaios. Espécies
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vegetais sdo amplamente utilizadas em testes de toxicidade e genotoxicidade, incluindo
estudos de bioacumulagdo de metais pesados (ALVIM et al., 2011; GIORGETTI et al., 2011,
PEREIRA et al., 2013; SIMOES et al., 2013).

Os bioensaios demonstram grande eficiéncia no monitoramento de poluentes
ambientais sendo importantes para avaliar o nivel de prejuizo ambiental decorrido da
contaminacdo por metais pesados e representam uma alternativa para complementar as
analises quimicas (MACIAS; CASTELLANO; MOLINILLO, 2000; PANDARD et al., 2006;
RODRIGUES et al., 2013; WILKE et al., 2008).

Bioensaios em que se utilizam plantas superiores sdo considerados eficientes para a
avaliacdo e monitoramento da toxicidade de poluentes (CZERNIAWSKA-KUSZA; KUSZA,
2011; FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007). Sua principal vantagem é a
ampla variedade de parametros de toxicidade, como a taxa de germinagdo, ganho de
biomassa, comprimento de raizes e aspectos bioquimicos, além de apresentar baixo custo e
possibilidade de serem realizados continuamente (GUSTAVSON et al., 2000;
ZALTAUSKAITE; CYPAITE, 2008).

Bioensaios vegetais que avaliam a germinacdo sdo realizados durante os primeiros
dias do desenvolvimento das plantas nos quais ocorrem uma série de processos fisiologicos
importantes e a presenca de uma substancia fitotoxica pode causar efeitos adversos,
resultando em uma série de anomalias, podendo até mesmo interferir na sobrevivéncia da
planta (SOBRERO; RONCO, 2004).

Lactuca sativa L. € uma das principais espécies pertencentes a familia Asteraceae, que
representa a maior familia de dicotileddneas e abrange aproximadamente 23.000 espécies,
distribuidas por mais de 1.500 géneros. As espécies dessa familia encontram-se
principalmente nas regides temperadas, sendo que algumas sdo utilizadas como produtos
horticolas, plantas aromaticas e medicinais (ALMEIDA, 2006).

A Alface é uma planta herbacea, anual, amplamente utilizada como organismo-teste
em bioensaios devido a sua tolerdncia a diferentes potenciais osmaticos, pequeno periodo
requerido para sua germinacdo (24 a 48 horas), além de serem facilmente encontradas no
comércio durante 0 ano todo, a um baixo custo (ARAUJO; MONTEIRO, 2005; MACIAS;
CASTELLANO; MOLINILLO, 2000; RICE et al., 1984; RODRIGUES et al., 2013;
ZALTAUSKAITE; CYPAITE, 2008). Em testes de fitotoxicidade, comumente avalia-se a
inibicdo do processo germinativo e o comprimento das raizes que ocorre na presenca de
pequenas concentragdes do composto toxico, tornando este organismo um indicador sensivel
aos efeitos bioldgicos de contaminantes (PALACIO et al., 2012; SIMOES et al., 2013).
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Modificagcbes no indice mitotico sdo bons indicadores de poluicdo ambiental,
especialmente na avaliacdo de substancias com potencial citotéxico como o Cu (HOSHINA,
MARIN-MORALES, 2009). As anormalidades como pontes e quebras cromossémicas séo

indicadores de acdo clastogénica, ao passo que, perdas cromossémicas, adesdes e C-metafases
resultam de efeitos aneugénicos (PEREIRA et al., 2013).



24

3 JUSTIFICATIVA

A presenca de agentes contaminantes no ambiente como 0s metais pesados € uma
realidade nos dias atuais, principalmente devido a intensificacdo das atividades antropicas tais
como mineragéo e agricultura. O cobre em pequenas concentra¢des atua como micronutriente
essencial para o desenvolvimento vegetal, porém em altas concentragcdes pode ser fitotoxico
devido a producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Ha poucos relatos na
literatura sobre a avaliagdo da toxicidade desse metal em plantas, bem como as interagdes
com H;O, e NO sobre o metabolismo antioxidante e alteracBes citogenéticas sobre
organismos-teste vegetal. Nesse sentido, a exposicdo de Lactuca sativa L. a diferentes
condicdes do agente toxicante cobre bem como as interacfes com espécies reativas de
oxigénio e os possiveis mecanismos de protecdo podem trazer subsidios para compreender a

fitotoxicidade desse metal.
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4 OBJETIVOS

A sessdo a seguir trata dos objetivos gerais e especificos pretendidos neste trabalho.

4.1 Obijetivo geral

Estudar a fitotoxicidade e citotoxicidade do cobre, H,O, e NO, suas interagcdes e 0s

possiveis mecanismos de protecdo em bioensaios com Lactuca sativa L.

4.2 Objetivos especificos

Caracterizar o efeito de diferentes concentracbes do cobre, H,O, e NO, sobre a
germinacdo, crescimento inicial, ciclo celular e a atividade antioxidante enzimatica de
Lactuca sativa L.

Investigar o efeito protetor do NO sobre fitotoxicidade do cobre em Alface, avaliando
a germinacdo e crescimento inicial, bem como as alteracdes no ciclo celular e possivel

ocorréncia de anormalidades cromossémicas.
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RESUMO: (Efeito do cobre sobre aspectos fisioldgicos e citologicos em Lactuca sativa L.) O
objetivo deste trabalho foi caracterizar o efeito do cobre sobre os aspectos fisioldgicos e
citoldgicos em Lactuca sativa L. Sementes de Alface foram expostas as concentracfes 50;
100; 250 e 500 puM de CuSQ, e agua destilada foi utilizada como controle, utilizando-se cinco
repeticdes constituidas de 30 sementes e 3 mL de solucdo por tratamento para os testes de
fitotoxicidade e trés para citotoxicidade. Para prolina, atividade antioxidante enzimatica,
peroxidacdo lipidica foram utilizadas quatro repeticbes com 50 sementes e 5 mL de solucao.
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. O alongamento de raiz
e biomassa fresca foram reduzidos conforme o aumento da concentracdo. Isso pode ser
atribuido ao indice mitotico reduzido de 29,02 %, no tratamento controle, para 1,5 % na
concentracdo 500 UM de CuSO,4. Anormalidades cromossémicas ndo mostraram diferenca
significativa. O acumulo de prolina nas plantulas aumentou de maneira dependente da
concentracdo do metal. A dismutase do superdxido (SOD) foi a principal enzima responsavel
pela eliminagdo das espécies reativas de oxigénio (ERO). Peroxidase do ascorbato, do
guaiacol e catalase ndo apresentaram alteracao significativa. A acdo da SOD juntamente com
a prolina, atenuou a peroxidacdo lipidica das membranas. Embora a concentracdo 500 uM de
CuSO, tenha sido citotoxica nao foi clastogénica nas condicdes testadas. Além disso, o cobre
ndo influenciou a germinacdo e biomassa seca. Ressalta-se ainda que L. sativa apresentou
eficiente sistema antioxidante, ndo permitindo danos significativos as membranas celulares.

Palavras-chave: Citotoxicidade; Metal pesado; Fitotoxicidade; Atividade antioxidante

enzimatica.
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ABSTRACT: (Effect of copper on physiological and cytological aspects in Lactuca sativa L.)
The objective of this work was to characterize the effect of copper over physiological and
cytological aspects in Lactuca sativa L. Lettuce seeds were exposed to the concentrations of
50, 100, 250 and 500 pM of CuSO,4 and distilled water was used as control, using five
replicates constituted of 30 seeds and 3 mL of solution per treatment for phytotoxicity and
three for cytotoxicity tests. For proline, enzymatic antioxidant activity, lipid peroxidation, we
used four replicates with 50 seeds and 5 mL of solution. The experimental design used was
completely randomized. The root elongation and fresh matter were reduced according to the
increase of concentration. This can be attributed to the reduced mitotic index of 29.02 % in
the control treatment to 1.5 % in the concentration of 500 uM of CuSQO,. Chromosomal
abnormalities did not show significant difference. The accumulation of proline in the
seedlings increased depending on the concentration of the metal. Superoxide dismutase
(SOD) was the enzyme main responsible for the elimination of reactive oxygen species.
Ascorbate and guaiacol peroxidase, and catalase did not present significant alteration. The
action of SOD along with proline attenuated lipid peroxidation in the membranes. Although
the concentration of 500 uM of CuSO, has been cytotoxic, it was not clastogenic in the tested
conditions. In addition, the copper did not influence germination and dry biomass. We also
highlight that L. sativa presented efficient antioxidant system, not allowing significant
damage to cell membranes.

Key words: Cytotoxicity; Heavy metal; Phytotoxicity; Enzyme antioxidant activity.
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INTRODUCTION

Studies on the effect of copper showed that, in low concentrations, this metal is
considered an essential micronutrient for plants for being a constituent and activator of many
enzymes (Burkhead et al 2009), however, in excess, it can negatively affect plant growth and
metabolism, becoming phytotoxic (Fidalgo et al 2013, Cambrollé et al 2013).

Bioassays demonstrate high efficiency in monitoring environmental pollutants, and are
important to evaluate the level of environmental damage occurred from contamination by
heavy metals (Pandard et al 2006; Rodrigues 2013). Superior plants are widely used in
bioassays and are considered efficient, overall, in heavy metal phytotoxicity studies (Pandard
et al 2006; Czerniawska & Kusza 2011). Lactuca sativa L. (Asteraceae) is a species widely
used as test-organism. This is due to its sensitivity to chemical agents, germination and rapid
and linear growths in an ample range of pH, and low sensitivity to osmotic potentials (Rice
1984, Araujo & Monteiro 2005, Ribeiro et al 2012).

Studies of the effects of bioaccumulation of heavy metals, such as copper, show that
these are phytotoxic, causing oxidative damage, and can interfere on structures and cellular
processes such as photosynthesis, mitochondrial respiration, carbon metabolism, nitrogen
assimilation, permeability of the cell membrane and other metabolic mechanisms, inhibiting
the vegetable development (Shi-Sheng 2007, Burkhead et al 2009, Yruela 2009, Cambrollé et
al 2013). This occurs due to the chemical properties that make the transition metals important
components of the cellular oxidation-reduction system and can also be responsible for
undesirable reactions and cell damage (Kim & Kwak 2010, Ravet & Pilon 2013).

Copper, when in excess, is capable of catalyzing the production of Reactive Oxygen
Species (ROS), causing damage to biological molecules (DNA, RNA and proteins) and lipid
peroxidation in cell membranes (Shi-Sheng 2007). However, to combat the oxidative stress,

the plants developed a complex antioxidant metabolism that regulates the detoxification
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and/or elimination of ROS and, consequently, reduces oxidative damage (Choudhury et al
2013).

In phytotoxicity tests, we commonly evaluate the inhibition of the germination process
and root elongation that occurs in the presence of small concentrations of the toxic compound
(Palécio et al 2012). In addition, inferences regarding the cytotoxicity may be performed by
analyzing changes in the cellular cycle (Fernandes et al 2007). Therefore, we aimed at
characterizing the effect of different concentrations of copper on germination, initial growth,

change in the cellular cycle and enzyme antioxidant activity in Lactuca sativa.

MATERIAL AND METHODS

Plant material and treatments

For the evaluation of germination (G %), root elongation (RE), fresh matter (FM) and
dry matter (DM), mitotic index (MI) and chromosomal abnormalities (CA), 30 Lactuca sativa
L. cv. Grand Rapids seeds were randomly distributed in Petri dishes lined with a double layer
of Whitmann paper n° 2, humidified with 3 mL of CuSOy, solution in the concentrations of 50,
100, 250 and 500 uM, using distilled water as negative control. For the quantification of
proline, enzyme antioxidant activity and lipid peroxidase we used 50 seeds and 5 mL of
solution per treatment. The dishes were maintained in Biochemical Oxygen Demand chamber
(B.0.D.) at 20°C and photoperiod of 12 hours (SIMOES et al 2013). Both the pH and the
osmotic potential of the solutions were evaluated using, respectively, a digital pH-meter
(Tecnopon mPA 210) and automatic osmometer (Advanced Instruments — 3320 Micro-

Osmometer).
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Phytotoxicity and cytotoxicity

The G % was evaluated 24 and 48 hours after experiment installation. The RE was
obtained by measuring ten randomly selected roots at the end of the seven day of cultivation.
Subsequently, these plants were weighed on precision analytical scale (Marte, Model AY 220)
in order to determine the FM, and placed into hothouse with air circulation (Nova Era 400
ND) at 45 °C until reaching constant weight for the determination of dry biomass.

To determine the MI and CA, L. sativa root tips were obtained 24 hours after the
exposure to each treatment. The roots were fixed in Carnoy solution, hydrolyzed in HCI 5M at
25 °C and stained with Schiff reactive. The cytogenic preparations were performed according
to Pereira et al. (2013). We evaluated 6000 cells/treatments for the MI and CA evaluation.

The statistical design used was completely randomized with five treatments and five

replicates for phytotoxicity and three replicated for cytological parameters.

Enzymatic antioxidant activity and proline content

For the extraction of the antioxidant enzymes, 0.2 g of whole plant fresh matter were
macerated in liquid nitrogen and homogenized in 1.5 mL of extraction buffer. The
homogenized solutions were centrifuged at 15,000 rpm for 10 minutes, at 4 °C, collecting the
supernatant for the enzyme analyses of the superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase
(APX), catalase (CAT) and guaiacol peroxidase (GPX) (Biemelt et al 1998).

Superoxide dismutase activity was determined by the enzyme’s capacity in inhibiting
the phytochemical reduction of the nitro blue tetrazolium (NBT), proposed by Giannopolitis
& Ries (1977). The tubes containing the buffer along with the sample, as well as the control
(same incubation medium without the sample), were illuminated with 20 W fluorescent light
for seven minutes and the readings were performed at 560 nm. One unit of SOD was defined

as the capacity of the enzyme to reduce 50 % of NBT.
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Ascorbate peroxidase activity was determined by the decrease of ascorbate absorbance
(e = 2.8 mM™ cm™) at 290 nm every 15 seconds, during three minutes, according to Nakano
& Asada (1981). In order to do this, an aliquot of 100 pL of the enzyme extract was added to
2000 pL of the incubation buffer. A unit of APX was defined by the amount of enzyme that
oxidizes 1 umol min™ of ascorbic acid.

Catalase activity was determined by the decrease of absorbance to 240 nm every 15
seconds, during three minutes, monitored by the consumption of hydrogen peroxide according
to that described by Havir & Michale (1987). The reaction was initiated by the addition of
H,0, (¢ = 36 mM™ cm™). One unit of CAT was defined by the amount of enzyme necessary
to decompose 1 pmol min™ of H,05.

Guaiacol peroxidase activity was determined by accompanying the change in
absorbance of 470 nm every ten seconds, during 0.5 minutes, caused by the reduction of the
guaiacol (¢ = 26,6 mM™ cm™) adapted by Urbanek et al. (1991). One unit of GPX was
defined by the enzyme’s capacity to oxidize 1 pmol min™ of guaiacol.

To determine the content of proline, we used the method described by Torello & Rice
(1986), when the plants presented seven days of cultivation. For such, 0.1 g samples of whole
plant fresh matter were homogenized with 10 mL of 3 % sulfosalicylic acid, vigorously
agitated for one hour, filtered and centrifuged at 15,000 rpm for then minutes. After
centrifuge, 2 mL of the supernatant was collected and added to 2 mL of acid ninhydrin and 2
mL of acetic acid. Posteriorly, they were heated at 100 °C for one hour and cooled in ice bath.
The intensity of the color was measured at 520 nm in spectrophotometer (Halo SB-10
Dynamica) and the obtained absorbance were compared with the standard curve of proline.

The results were expressed in pmol of proline per gram of fresh matter.
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Lipid peroxidation

Lipid peroxidation was determined by means of quantifying the species reactive to
thiobarbituric acid (TBA), according to Buege & Aust (1978). For such, 0.1 g of whole plants
were macerated in liquid nitrogen, added of 20 % polyvinylpyrrolidone (m/v) and
homogenized in 1.5 mL of 20 % trichloroacetic acid (TCA) (m/v). The homogenized solution
was centrifuged at 15,000 rpm for ten minutes. Aliquots (0.75 mL) of the supernatant were
added to 0.75 mL of TBA. Subsequently, the tubes were heated at 90 °C for 20 minutes. After
heating, the tubes were rapidly cooled in ice bath and the readings determined in
spectrophotometer (Halo SB-10 Dynamica), at 540 nm. The concentration of the
malondialdehyde (MDA)/thiobarbituric acid (TBA) complex was calculated by the equation:
[MDA] = (A535 — A600) / (£.b), in which: & (extinction coefficient = 1.56 x 10° cm™); b
(optic length = 1).

The statistical design used for the physiological parameters was completely
randomized with five treatments and four replicates.

The data were submitted to analysis of variance and the means were compared by the
Scott-Knott test with 5 % of significance. The variables that did not meet the presuppositions
of residue normality and/or homogeneity were submitted transformation by means of square

root.

RESULTS AND DISCUSSION

The pH values found in the treatments ranged from 5.14 to 5.45, while the osmotic
potential ranged from -0.001 to -0.002 MPa. According to Borella & Pastorini (2010), L.
sativa tolerates pH values between 4 and 10. Gatti et al. (2004) and Gatti et al. (2014)

highlight that solutions with osmotic potential of up to -0.2 MPa do not cause interference by
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the treatments, not presenting significant difference between the copper concentrations tested
and the control (p>0.05).

Letucce showed G % de 90 % e 95 % with 24 e 48 h of sowing, respectively. The
analysis of variance showed no significant difference between the tested concentrations of
copper (p>0,05). Salvatore et al. (2008) also did not verify influence of copper over
germination of Lactuca sativa, Solanum lycopersicum, Raphanus sativus and Brassica
oleracea. This is probably because germination does not necessarily imply growth by cellular
division, a phenomenon known to be inhibited by heavy metals (Liu et al 2003, Pereira et al
2013) that, however, can also be attributed to cellular elongation or stretching of the
embryonic axis after soaking (Haber & Luippold 1960, Bewley & Black 1984, Chon et al
2004).

We observed significant difference between the treatments for RE (p<0.001) (Fig. 1A).
The control differed from the remaining treatments, presenting higher RE, with 18.7 mm. The
plants submitted to the concentrations of 50 and 100 uM, differed between each other and the
remaining treatments, presenting lengthening of 11.9 and 1.3 mm, respectively. In addition,
we observed apical necrosis of the roots in these concentrations, which might have influenced
the absorption of water by the plants. This reveals that the initial growth of the plants is more
sensitive than germination. Root elongation is a parameter widely used in metal toxicity tests
(\Voigt et al 2006, Kopittke et al 2011, Pereira et al 2013) and, in general, the roots are more
affected by substances present in the environment than other plant structures, since this organ

is responsible for absorbing the substances present in the environment (Turk & Tawaha 2002).
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Figure 1. (A) Root Elongation (mm), (B Mitotic Index (%)
and (C) Fresh matter (g) of Lactuca sativa L. in relation to
different concentrations of CuSO,. Bar: standard error.
Same letter do not differ by the Scott-Knott test at 5%
significance level.

Studies conducted by Pasternak et al. (2005) and Potters et al. (2009) report the inhibition
of root elongation in plants exposed to copper as a morphological response sensitive to the
environmental stress caused by metals. Marschner (1995) reports that an immediate response
to the exposure to elevated concentrations of copper consists in the inhibition of root growth
as well as damages to cell membranes due to the increase of potassium efflux. In addition, the
toxicity level can be based on the increase or decrease of the MI and, thus, can be used as
cytotoxicity parameter (Fernandes et al 2007). Another consequence of copper toxicity, in
addition to inhibiting cellular division, is the inducement of chromosomal abnormalities
(Souguir et al 2008).

The root meristem of L. sativa exposed to distilled water presented MI of 29.01 %
(Fig. 1B). The treatment with copper significantly reduced (p<0.05) the MI at the
concentrations of 250 (17.1 %) and 500 uM (1.5 %), respectively, differing between each

other and from the remaining treatments. Therefore, we verified that the increase in the level
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of copper promoted a concentration-dependent cytotoxic action on the meristematic cells of
the test-organism root.

The reduction of Ml indicates toxic effect of the copper, which can interfere on
the normal development of mitosis, resulting on the inhibition of the number of cells that
enter prophase and blocking mitosis during interphase (Rijstenbil & Poortvliet 1992).Studies
conducted by Yildiz et al. (2009) with Allium cepa L. showed that copper induces the
inhibition of root growth, indicating a delay in growth in a concentration dependent manner,
with the value for effective concentration (ECsg) being approximately 1.5 mg/L, and reduction
of the M1 of around 64 % in relation to the control. In addition, we observed the presence of
bridge type chromosomal abnormalities, stickyness, fragments, c-metaphase and multipolarity
on anaphase-telophase cells after exposed for 4 d to the chemical solutions.

Pereira et al. (2013), working with Lactuca sativa L. exposed to lead, identified
changes to the cellular cycle, as well as structural abnormalities in the chromosomal
complement, being them both aneugenic and clastogenic after exposed for 24 h to the
chemical solutions, same evaluation period of this study. This corroborates with the results
observed for Vicia faba and Pisum sativum, on which the copper presented clastogenic and
aneugenic effect over meristematic root cells, inducing the formation of micronuclei, thus,
suggesting this metal acts as genotoxic agent (Souguir et al 2008). However, in the present
study, there was no significant difference in the occurrence of CA, suggesting that, for the
tested concentrations and conditions, copper does not present genotoxic effect. The observed
CA possibility corresponding to a background.

For FM, there was difference between the treatments (p<0.05) (Fig. 1C). However, for
DM, there was no significant difference (p<0.05). The non-significant loss of dry matter can
be attributed to the expansin accumulation involved in cell wall plasticity influenced by the

increase of copper concentration, making the most caliber roots. This explains the fact that
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plants exposed to higher concnetrations have the same dry mass equivalent to the control
(Pena et al 2015). The concentrations 50, 100 and 250 uM of CuSO, were equal between each
other and lower than the control for FM. On the concentration 500 uM, we verified the lowest
FM. Kovacik et al. (2010) attribute the reduction of total biomass to the decrease of root
growth of different plants exposed to copper, which corroborates with that exposed by
Cambrollé et al. (2013), who reports that copper, in high concentrations, as any trace metal,
can be translocated to the aerial part of the plant and interfere in many physiological
processes. Ahsan et al. (2007) observed a significant reduction of biomass between the control
and 500 uM of copper on rice seedlings, four days after germination. Studies conducted by
Ali et al. (2000) and lannacone et al. (2005) with Allium cepa, Beta vulgaris, Oriza sativa and
Raphanus sativus identified influence of copper in the reduction of fresh and dry matter,
inversely proportionate to its concentration.

For the content of proline, in L. sativa plants exposed to copper, the control presented
4.8 umol g™ of fresh matter and did not differ statistically from the concentrations 50 and 100
UM of CuSO,, which presented contents of 7.8 and 6.9 pmol g™ fresh matter, respectively
(Fig. 2). The concentration of 250 uM of CuSO, significantly differed from the remaining
treatments, presenting 22.1 pmol g* of fresh matter. The highest content of proline was
observed for the highest concentration of CuSO,4 (500 pM), presenting value of 33.86 umol g
! of fresh matter. This reveals an increase of 250 % in the content of proline for the

concentration of 250 uM of CuSO,4 and 590 % for the highest concentration tested (500 puM)

when the plant was exposed to this metal.
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Figure 2. Content of Lactuca
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different  concentrations  of
CuSO,. Bar: standard error.
Same letter do not differ by the
Scott-Knott  test at 5%
significance level.

The largest production of proline is directly correlated to oxidative stress caused by
the accumulation of metal in plants (Kovacik et al 2009; Radi¢ et al 2010). Therefore, due to
its importance for osmotic adjustment, proline is the compound most studied for plants under
abiotic stress (Kavi Kishor et al 2005). The presence of stress induces the synthesis of proline
and inhibits its degradation, being that its concentration varies between plant species and
depends on the level of stress to which they were exposed, being possible the accumulation of
100 times more than in normal conditions (Verbruggen & Hermans 2008). This amino acid is
also capable of removing ROS, inhibiting lipid peroxidation of cellular membranes (Rajeb et
al 2014).

The increase in the content of proline can be related to a response of the plant under
stress to avoid the loss of water, since this amino acid presents acknowledged importance on
the osmotic adjustment in plant cells (Delauney & Verma 1993). The osmotic adjustment
allows water absorption, plant growth and the expansion of foliar turgidity during stress,
associated with the partial opening of the stomata, allowing the assimilation of CO, (Alves &

Setter 2004). However, high levels of proline in higher metal concentrations were not able to

prevent mass loss, especially in the concentration of 500 UM CuSOs,.
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The increase in the contents of proline can also activate many cellular functions such
as carbon and nitrogen supply used during growth for reestablishment after stress (Kavikishor
et al 2005). This explains the behavior of L. sativa DM, since there was no significant
difference between treatments, even in the highest concentrations.

The results show that, in order to combat a possible oxidative stress caused by the
elevation in the contents of copper, there was a significant increase in the activity of SOD in
the manner that the highest concentrations (250 and 500 uM) presented the highest activities
(Fig. 3). This response can be attributed to the accumulation of superoxide radicals (O)
induced by copper allowing, according to Meng et al. (2007), the codification of genes for the
synthesis of the enzyme. For catalyzing the dismutation of the superoxide anion, which is the
first ROS formed, the SOD participates in the first line of defense against oxidative stress
(Gill & Tuteja 2010). In addition, the removal of the superoxide radical to prevent the
formation of hydroxyl radicals before their interaction with target molecules (Xu et al 2013).

For enzymes APX, GPX and CAT, although presenting change, it was not significant.

SOD activity

"0 50 100 250 500
CuSO, (M)

Figure 3. Activity of superoxide
dismutase (SOD) in Lactuca sativa
L. submitted different
concentrations of CuSQO,. Bar:
standard error. Same letter do not
differ by the Scott-Knott test at 5%
significance level.
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Olteanu et al. (2013) found high SOD activity and decrease in CAT in Triticum aestivum
submitted to different sources of copper (citrate and acetate) for seven days suggesting that
the SOD had primordial function in the prevention of oxidative stress. Therefore, although the
CAT presents high specificity for H,O,, its affinity is lower than that of the APX (Meng et al
2007, Sharma et al 2012), being less efficient in removing the H,O,, which possibly explains
its lower activity in relation to the APX. The decline in CAT, even if not significant, might be
attributed to the modifications induced by copper in the assembly of the enzyme’s subunits
(Verma & Dubey 2003). In addition, it is known in literature that the CAT is sensitive to the
stress caused by copper that, in low concentrations, might stimulate the activity of this
enzyme, however, elevated concentrations can lock it (Srivastava et al 2006).

The accumulation of malondialdehyde is frequently used as indicator of damage to
cellular wall (Bouazizi et al 2010, Sharma et al 2012, Shi-Sheng 2007), however, we did not
observe significant difference on the level of lipid peroxidation between treatments. This can
be attributed to the accumulation of proline and the activity of SOD (Figs. 2 and 3), acting,
concomitantly, in the removal of ROS, thus, contributing for maintaining the integrity of the
cellular membrane and of the remaining cellular components. These results diverge from
those observed by Devi & Prasad (2005), who demonstrated that the accumulation of copper
resulted in an increase of lipid peroxidation and changes in the activity of antioxidant

enzymes in Brassica juncea.

CONCLUSIONS
The present results shows that concentrations above 250 pM of copper caused
oxidative damage and resulted in the reduction of the mitotic index in the root tips that were

responsible for root growth and fresh matter reduction. However was not observed clastogenic
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effect. So, the copper can be considered phytotoxic and cytotoxic, but not genotoxic on the
test conditions.

Lactuca sativa L. presented an efficient antioxidant system, initiated by the activity of
SOD that, along with proline, guaranteed an effective removal of the ROS, not allowing

significant damage to the lipid membranes.
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Resumo

Este trabalho teve por objetivo estudar alguns aspectos da fisiologia e citologia de Lactuca
sativa L. exposta ao H,O,. Foram avaliadas as caracteristicas: percentual de germinacéo,
comprimento de raiz, biomassas fresca e seca, indice mitético, anormalidades cromossdmicas,
teor de prolina, atividade antioxidante enzimética e peroxidacao lipidica. Para tal, sementes de
Alface foram embebidas em solucdo de H,O, em placas de Petri, nas concentragdes 0,0; 1,0;
2,5; 5,0; 7,5 e 10 mM. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 4 e 3
repeticdes para os estudos fisioldgicos e citologicos, respectivamente. Para germinacdo houve
reducéo significativa nas concentragdes acima de 5 mM de H,0,. O crescimento inicial das
plantulas e a divisdo das células meristeméaticas foram influenciados negativamente e
apresentaram comportamento concentracao-dependente. Houve maior acumulo de prolina nas
concentracdes 7,5 e 10 mM de H,0O, diferindo dos demais tratamentos. Houve atividade
significativa das enzimas SOD e APX, o que nao foi verificado para CAT, GPX e a
peroxidacdo lipidica das membranas. L. sativa apresentou eficiente sistema antioxidante,
iniciado pela SOD seguido pela APX, além da prolina, que podem ter contribuido para

garantir a integridade das membranas celulares.

Palavras-chave: Atividade antioxidante enzimatica; Espécies Reativas de Oxigénio;
Fitotoxicidade

Alteracdes fisioldgicas e citologicas em Alface exposta ao H,0,
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Introducéo

Diferentes estresses bioticos e abioticos levam a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) em plantas. O perdxido de hidrogénio (H20,) e as demais ERO eram vistos
unicamente como metabdlitos toxicos para a célula, porém, atualmente Ihes sdo dadas a
atribuicdo de moléculas sinalizadoras, dependendo da concentracdo. Assim, sdo benéficas em
baixas concentracfes, atuando como mensageiros secundarios em uma cascata de sinalizagdes
que mediam respostas nas plantas (SHARMA et al., 2012), e prejudiciais quando em excesso,
provocando danos as biomoléculas (GECHEV; HILLE, 2005; QUAN et al., 2008).

O H,0, é moderadamente reativo, possui uma longa meia-vida celular (1ms) e tem a
capacidade de difundir-se livremente através das membranas (HENZLER; STEUDLE, 2000).
Por ser uma das ERO mais estaveis, o H,O, € um componente vital para o desenvolvimento,
metabolismo e homeostase das plantas (BIENERT et al., 2006). Contudo, essa ERO em
excesso pode inativar enzimas por oxidacao e provocar danos aos acidos nucléicos, proteinas
e lipideos (GILL; TUTEJA, 2010).

A elevacdo na concentracdo de H,O, € percebida por fatores de transcricdo sensiveis a
modificacBes no estado redox da célula, iniciando entdo as cascatas de reaces (SHULAEYV et
al., 2008). Desta forma, o H,O, estd envolvido na condutancia estomaética, tolerancia a
deficiéncia de oxigénio, fortalecimento da parede celular, senescéncia, fotossintese, controle
do ciclo celular, entre outras (GECHEV et al., 2006; PETROV; BREUSEGEM, 2012).

Para combater o estresse oxidativo, as plantas desenvolveram um complexo
metabolismo antioxidante que inclui tanto atividades enziméticas quanto ndo enzimaticas. A
atividade coordenada desses antioxidantes regula a detoxificagdo e/ou eliminacdo das ERO e,
consequentemente, reduz o dano oxidativo (CHOUDHURY et al., 2013). Assim, é importante
notar que a fungdo de sinalizador de estresse ou molécula prejudicial a célula depende de um
equilibrio entre a producdo de ERO e a producéo de substancias antioxidantes (GRATAO et
al., 2005; GECHEV et al., 2006).

Com o intuito de conferir maior tolerancia das plantas a estresses abioticos, muitos
estudos tém sido realizados com a aplicacdo exogena de H,O, estimulando a germinagéo,
aumentando a biomassa fresca das plantulas, o comprimento das raizes e da parte aérea, além
de um aumento dos transcritos de enzimas do sistema antioxidante e diminuindo a
peroxidacao lipidica (GAO et al., 2010).

Lactuca sativa L. é uma espécie amplamente utilizada como organismo-teste
(RIBEIRO et al., 2012; GATI et al., 2014). Isto se deve a sua sensibilidade a agentes



66

quimicos, répida germinacdo devido a pouca reserva de energia, crescimento rapido e linear
em ampla faixa de variacdo de pH e baixa sensibilidade aos potenciais osméticos (ARAUJO;
MONTEIRO, 2005; GOMES et al., 2012). Sua utilizacdo também se justifica pelo seu amplo
cultivo no mundo todo e sua representatividade na alimentacdo humana.

Em testes de fitotoxicidade, comumente avalia-se a inibigdo do processo germinativo e
0 comprimento das raizes que ocorre na presenca de diferentes concentra¢cbes do composto
toxico, tornando este organismo um indicador sensivel aos efeitos bioldgicos de
contaminantes (PALACIO et al., 2012; REIGOSA et al., 2013).

Diante da atuacdo do H,O, no aumento da tolerancia de espécies vegetais aos mais
variados tipos de estresse e considerando-se a inexisténcia de estudos relacionando a
aplicacdo deste composto em L. sativa, objetivou-se avaliar a fitotoxicidade do H,O, sobre a
germinacdo, crescimento inicial, ciclo celular e a atividade antioxidante enzimatica utilizando

esta espécie como organismo-teste.

Material e Métodos

Material vegetal, tratamentos e anélise estatistica

Sementes de Lactuca sativa L. cv. Grand Rapids foram utilizadas nos experimentos
como organismo-teste. Foi realizado um teste preliminar de fitotoxicidade para definicdo das
concentracdes de H,O,. O delineamento foi inteiramente casualizado com seis tratamentos
para todas as variaveis testadas e utilizadas 4 repeticbes com 30 sementes e 3 mL de solugdo
nas variaveis percentual de germinagdo (G%), comprimento de raiz (CR), biomassas fresca
(BF) e seca (BS). Para prolina, atividade antioxidante enzimatica, peroxidacéo lipidica foram
utilizadas 4 repeticdes com 50 sementes e 5 mL de solucdo por placa. E para os estudos
citoldgicos: indice mitdtico (IM) e ocorréncia de anormalidades cromossémicas (AC) foram
utilizados 3 repeticbes com 30 sementes, 3 mL de solucdo, e analisadas 4000 células por
tratamento.

As sementes foram distribuidas aleatoriamente em placas de Petri sobre uma dupla
camada de papel Whitmann n° 2, umedecidos com diferentes concentracdes de H,0; (1; 2,5;
5; 7,5 e 10 mM), sendo agua destilada utilizada como controle negativo. As placas foram
mantidas em camara de germinacéo tipo B.O.D., a 20°C e fotoperiodo de 12 horas (SIMOES

et al.,, 2013). Foram avaliados o pH e o potencial osmoético das solugdes, usando
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respectivamente, um pHmetro digital (Tecnopon mPA 210) e um osmdmetro automatico
(Advanced Instruments - 3320 Micro-Osmometer).

Os dados foram submetidos a analise de variancia e a comparacdo de médias foi
aferida pelo teste Scott-Knott com 5% de significancia. As variaveis que ndo atenderam as
pressuposicdes de normalidade e/ou homogeneidade dos residuos, sofreram transformagéo
por meio da raiz quadrada.

Avaliacéo de fitotoxicidade e citotoxicidade

O G% foi obtido pela contagem das sementes com protrusdo da radicula, 24 e 48 horas
apos a embebicdo, (CURIEL; MORAES, 2011). O CR foi obtido a partir de dez raizes
selecionadas aleatoriamente ao final do sétimo dia de cultivo. Em seguida essas plantas foram
pesadas em balanca analitica de precisdo com 4 casas decimais para determinacdo da BF e
colocadas em estufa com circulagio de ar forcada (Nova Etica 400 ND) a 45°C por 48 horas
para determinacéo da BS.

As preparacdes citologicas foram feitas pelo método de esmagamento 24 horas apds a
exposicdo a cada tratamento de acordo com Ribeiro et al. (2012). A determinacdo do IM e AC
consistiu da contagem das células durante o ciclo celular de acordo com a equacao proposta
por Rodrigues et al. (2013).

Atividade antioxidante enzimatica e teor de prolina

Para a extracdo das enzimas antioxidantes, 0,2 g de massa fresca de plantulas inteiras
foram macerados em nitrogénio liquido e homogeneizados em 1,5 mL do tampé&o de extracéo.
Os homogeneizados foram centrifugados a 15.000 rpm, por 10 minutos a 4°C, coletando-se os
sobrenadantes para as andalises enzimaticas dismutase do superoxido (SOD), peroxidase do
ascorbato (APX), catalase (CAT) e peroxidase do guaiacol (GPX) (BIEMELT et al., 1998).

A atividade da SOD foi determinada pela capacidade da enzima inibir a reducéo
fotoquimica do nitro blue tetrazolium (NBT), proposta por Giannopolitis e Ries (1977). Os
tubos contendo o tampéo juntamente com a amostra, e o controle (mesmo meio de incubacéo
sem a amostra), foram iluminados com lampada fluorescente de 20 W por 7 minutos e as
leituras realizadas a 560 nm. Uma unidade de SOD foi definida como a capacidade da enzima
reduzir 50% de NBT.
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A atividade da APX foi determinada pela diminuigdo da absorbancia do ascorbato (& =
2,8 mM™ cm™) a 290 nm a cada 15 segundos durante 3 minutos, segundo Nakano e Asada
(1981). Para tanto, uma aliquota de 100 pL do extrato enzimatico foi adicionada a 2000 pL do
tampéo de incubacdo. Uma unidade de APX foi definida pela quantidade de enzima que oxida
1 pmol min™ de 4cido ascérbico.

A atividade da CAT foi determinada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, a cada
15 segundos durante 3 minutos, monitorado pelo consumo de peréxido de hidrogénio
conforme descrito por Havir e Michale (1987). A reacdo foi iniciada pela adicdo do H,0; (e =
36 mM™ cm™). Uma unidade de CAT foi definida pela quantidade de enzima necessaria para
decompor 1 umol min™ de H,0,.

A atividade da GPX foi determinada através do acompanhamento da mudanca de
absorbancia a 470 nm a cada 10 segundos durante 0,5 minutos, causada pela reducdo do
guaiacol (¢ = 26,6 mM™ cm™) adaptado de Urbanek et al. (1991). Uma unidade de GPX foi
definida pela capacidade da enzima oxidar 1 pmol min™ de guaiacol.

A determinacdo do conteddo de prolina foi realizada quando as plantulas
apresentavam 7 dias de cultivo conforme o método descrito por Torello e Rice (1986). Para
tanto, amostras de 0,1 g de matéria fresca da plantula inteira foram homogeneizadas com 10
mL de acido sulfossalicilico 3%, agitadas vigorosamente por 1 hora, filtradas e centrifugadas
a 15.000 rpm, por 10 minutos. Ap6s centrifugacdo, 2 mL do sobrenadante foi coletado e
adicionados a 2 mL de ninidrina &cida e 2 mL de acido acético. Posteriormente, foram
aquecidos a 100°C por 1 hora e resfriadas em banho de gelo. A intensidade da cor foi medida
a 520 nm em espectrofotobmetro (Halo SB-10 Dynamica) e as absorbancias obtidas foram
comparadas com a curva padrdo de prolina. Os resultados foram expressos em pmol de

prolina por grama de matéria fresca.
Peroxidacéo lipidica

A peroxidacao lipidica foi determinada por meio da quantificacdo de espécies reativas
ao acido tiobarbitdrico (TBA), conforme Buege e Aust (1978). Para tanto, 0,1 g de plantulas
inteiras foram macerados em nitrogénio liquido, acrescido de 20% de PVPP (m/v) e
homogeneizados em 1,5 mL de acido tricloroacético (TCA) 20% (m/v). O homogeneizado foi
centrifugado a 15.000 rpm, por 10 minutos. Aliquotas (0,75 mL) do sobrenadante foram
adicionadas a 0,75 mL de TBA. Em seguida, os tubos foram fervidos a 90°C, por 20 minutos.

Apbs a fervura, os tubos foram resfriados rapidamente em banho de gelo e as leituras
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determinadas em espectrofotometro (Halo SB-10 Dynamica), a 540 nm. A concentragdo do
complexo MDA/TBA foi calculada pela equagéo: [MDA] = (A535 — A600) / (€.b), em que: &

(coeficiente de extingdo = 1,56 x 10° cm™); b (comprimento 6tico = 1).

Resultados e Discussao

Os valores de pH encontrados nos tratamentos foram em torno de 5,57 a 5,36 ja o
potencial osmotico foi de -0,09 a -1,30 MPa. Lactuca sativa L. tolera valores de pH entre 4 e
10 (BORELLA; PASTORINI, 2010). Gatti et al. (2014) destacam que solucdes com potencial
osmoético de até -0,2 MPa ndo geram interferéncia significativa em germinacdo e
desenvolvimento inicial de Alface.

Com 24 horas, ndo houve diferenca significativa para germinagdo entre e o controle e
os tratamentos com 1 e 2,5 mM de H,0,. Entretanto, os tratamentos com 5, 7,5 e 10 mM de
H,O,, diferiram entre si e dos demais tratamentos reduzindo suas médias de maneira
concentracdo-dependente (Figura 1). Com 48 horas, todos os tratamentos apresentaram
germinabilidade acima de 80%, ndo diferindo significativamente entre si, e dispensando assim
a utilizagdo de um controle positivo.

FIGURA 1: Percentual de germinacdo (G%) de Lactuca sativa L. em relacdo as concentracdes

de H,O,. Barra: erro padrdo. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Scott-
Knott a 5% de significancia.
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Embora o H,O, tenha despertado especial interesse, devido a sua capacidade de
promover a germinagdo em plantas (ISHIBASHI et al., 2013), no presente estudo, o H,0, ndo

promoveu a germinacdo. Resultados contrastantes foram observados em sementes de milho e
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ervilha, em que o H,O, acelerou a germinacdo e estimulou o inicio do crescimento das
plantulas (BARBA-ESPIN et al., 2010; GONDIM et al., 2010).

O comprimento de raiz (CR) de Alface apresentou comportamento concentragéo-
dependente (Figura 2). O tratamento controle apresentou as maiores medias de CR com 21,1
mm, diferindo dos demais tratamentos. Ja as plantulas expostas aos tratamentos de 1, 2,5e 5
de H,0O,, tiveram o CR reduzido significativamente, diferindo entre si e dos demais
tratamentos com médias com 14,8; 10,7 e 59 mm, respectivamente. As maiores
concentracdes de H,O, 7,5 e 10 mM, apresentaram as menores médias e diferiram assim dos

demais tratamentos com 3,3 e 2 mm, respectivamente.

FIGURA 2: Comprimento de raiz (CR) de Lactuca sativa L. em relacdo as concentracoes
de H,0,. Barra: erro padrdo. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Scott-
Knott a 5% de significancia.
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O CR é um parametro amplamente utilizado em bioensaios de fitotoxicidade
(RIBEIRO et al., 2013; SIMOES et al., 2013). Essa reducio no comprimento médio das raizes
de Alface pode estar relacionada com a diminuicdo do percentual de células em divisdo na
regido meristematica, uma vez que esta regiao € responsavel pelo crescimento da raiz.

O tratamento com H,0O, diminuiu o indice mitético (IM) de maneira concentragdo-
dependente (Figura 3). O meristema radicular do organismo-teste exposto a agua destilada
apresentou maior IM com 52,07%. Nos tratamentos com 1, 2,5 e 5 mM de H,0,, o IM foi de
36,1, 38,1 e 36,3% respectivamente, ndo diferindo entre si e diferindo dos demais tratamentos.
Nas maiores concentracdes de H,O, 7,5 e 10 mM, foi observado o menor o IM com 23,7 e

18,7% respectivamente, diferindo assim dos demais tratamentos.
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FIGURA 3: Percentual de células em divisdo de Lactuca sativa L., em relacdo as diferentes
concentragcdes de H,O,. Barra: erro padrdo. Letras iguais ndo diferem entre si
pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia.
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A reducdo do IM indica efeito toxico do H,0,, resultando na inibicdo do numero de
células que entram na préfase e bloqueio da mitose durante a intérfase (RIJSSTENBIL;
POORTVLIET, 1992). Segundo Fernandes et al. (2007) o aumento ou decréscimo do IM pode
ser utilizado como parametro de citotoxicidade. Assim, verificou-se que 0 aumento nos niveis
de H,0,, promoveu uma acdo citotdxica sobre as células meristematicas das pontas de raizes
de Alface que refletiu diretamente na reducdo do comprimento médio das raizes e na
biomassa fresca e seca das plantulas.

Anadlises citogenéticas com deteccdo e quantificacdo de anormalidades cromossémicas
(AC), ttm sido amplamente empregadas para avaliar o potencial mutagénico de amostras
ambientais (SILVA et al., 2003). Cromossomos quebrados, c-metafases, pontes, retardatarios,
células binucleadas e células micronucleadas sdo as alteragdes cromossémicas frequentemente
observadas (MATSUMOTO et al., 2006). No entanto, para este estudo, ndo houve diferenca
significativa na ocorréncia de anormalidades cromossdmicas, indicando que o H;O, ndo
apresenta potencial clastogénico.

Tanto a biomassa fresca (BF), quanto a biomassa seca (BS) das plantulas de Alface
expostas ao H,0,, apresentaram comportamento concentragdo-dependente (Figura 4A). Para
BF, o controle e os tratamentos com 1, 2,5 e 5 mM de H,0, néo diferiram entre si, entretanto
diferiram dos demais tratamentos. As menores médias de BF foram observadas nas maiores
concentragdes 7,5 e 10 mM de H,0,, que néo diferiram entre si, mas diferiram dos demais
tratamentos (Figura 4). Este comportamento pode estar relacionado com a reducdo do

comprimento médio das raizes, que por sua vez, tem correlacdo com a reducéo do IM.
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FIGURA 4: (A) Biomassa Fresca (BF) e (B) Biomassa Seca (BS) de Lactuca sativa L. em
relacdo as concentragdes de H,O,. Barra: erro padrdo. Letras iguais ndo diferem
entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia.
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Para BS, as maiores médias foram observadas no tratamento controle, que diferiu dos
demais tratamentos (Figura 4B). Os tratamentos com 1, 2,5 e 5 mM de H,0, ndo diferiram
entre si, no entanto, diferiram dos demais tratamentos. As menores médias de BF foram
observadas nas maiores concentrac@es de H,O, 7,5 e 10 mM. Assim, a BS das plantulas foi
mais afetada pelas diferentes concentragdes de H,O, do que a BF, mostrando-se mais sensivel.
Este comportamento pode ser atribuido ao fechamento estomatico promovido pela sinalizacdo
do H,0,, resultando em uma menor fixacdo de carbono e menor producdo de biomassa seca
da planta (GONCALVES et al., 2013). Resultados contrastantes foram encontrados por
Gondim et al. (2011) e Li et al. (2011), trabalhando com milho e trigo, respectivamente, onde
verificaram que o pré-tratamento com H,O, impediu o declinio na BS dessas plantas sob
estresse salino.

Para o teor de prolina, os tratamentos controle, 1, 2,5 e 5 mM de H,0; ndo diferiram
entre si, entretanto diferiram dos demais tratamentos. O maior teor de prolina foi observado
nos tratamentos com maiores concentracdes 7,5 e 10 mM de H,0, (Figura 5). Isto corrobora o
fato de que a presenca do estresse induz a sintese deste aminoacido e inibe a sua degradacéo,
sendo que a concentracdo de prolina varia entre as espécies vegetais e depende do nivel do
estresse ao qual foram expostas. Isto também estd correlacionado com a acdo protetora da
prolina, ou um papel regulador na homeostase celular em células vegetais submetidas a
estresses, funcionando como um mecanismo de ajuste osmotico (DELAUNEY; VERMA,
1993).
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FIGURA 5: Teor de prolina de Lactuca sativa L. exposta a diferentes concentracdes de
H.O,. Barra: erro padrdo. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Scott-
Knott a 5% de significancia.
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Este aumento no teor de prolina nas maiores concentraces pode estar relacionado
com sua funcdo osmorreguladora, e uma tentativa de proteger a plantula do estresse hidrico.
Isto se justifica através do comportamento concentracdo-dependente da BF de Lactuca sativa
L. exposta ao H,O,, que foi menos sensivel que a BS (Figura 4).

Este aminoacido também é capaz de remover ERO (SHARMA; DIETZ, 2006),
inibindo a peroxidacdo lipidica das membranas celulares (RAJEB et al., 2014).

Houve atividade antioxidante das enzimas SOD e APX, enquanto que a CAT e GPX
ndo apresentaram atividade significativa (Figura 6). A variacdo na atividade das enzimas
antioxidantes faz parte das respostas das plantas ao estresse bidtico e abiotico, estando
envolvidas nos processos que permitem aumentar a sobrevivéncia durante o crescimento

inicial, frente as mudancas ambientais (DELIAS, 2013).
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FIGURA 6: Atividade da superoxido dismutase (SOD) (A), catalase (CAT) (B), ascorbato
peroxidase (APX) (C) e guaiacol peroxidase (GPX) (D) em plantas de Lactuca
sativa L. submetidas a diferentes concentracdes de H,O,. Barra: erro padréo.
Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia.
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Entre as vérias enzimas envolvidas na eliminagdo das ERO, a SOD pode ser
considerada uma enzima chave, sendo, geralmente, a primeira linha de defesa ao estresse
oxidativo (AMADOR et al., 2012). A CAT, embora tenha uma alta especificidade pelo H,0,,
sua afinidade é menor que a da APX (MENG et al., 2007; SHARMA et al., 2012), sendo
menos eficiente em remover o H,O,. A APX apresenta alta afinidade e atua quando o H,0;
esta presente em baixas concentragdes, ja a CAT, por outro lado, tem comportamento inverso
(GILL; TUTEJA, 2010).

Embora o acumulo de H,O, causar a peroxidacdo de membranas celulares,
prejudicando a sua funcédo e integridade, e provocando danos frequentemente irreversiveis
para o funcionamento da célula (DEUNER et al., 2011) e os niveis de malondialdeido sejam
utilizados como indicador de danos a membrana celular (MITTLER, 2002; SHARMA et al.,
2012; ALVES et al.,, 2013), no presente estudo, ndo foi observada peroxidagdo lipidica
significativa entre os tratamentos (Figura 7).

Resultados semelhantes foram encontrados em Cucumis sativus cv Lvfeng, em que a
pulverizagdo com H,O, contribuiu para o aumento na atividade das enzimas do sistema
antioxidante, diminuindo a peroxidacao lipidica e protegendo a ultraestrutura dos cloroplastos
(GAO et al., 2010).
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Mittler (2002) sugeriu que altos niveis de H,O, podem causar danos as membranas,
pois esta ERO pode acelerar a reagdo de Haber-Weis, resultando na formagéo do radical

hidroxila e em peroxidacéo lipidica.

FIGURA 7: Peroxidacdo lipidica em Lactuca sativa L. exposta a diferentes concentracdes de
H,0,. Barra: erro padréo.
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Finalmente, para G% houve reducdo significativa nas concentragcdes acima de 5 mM
de H,0,. O crescimento inicial das plantulas e a divisdo das células meristematicas foram
influenciados negativamente e apresentaram comportamento concentracdo-dependente.

Houve maior acimulo de prolina nas concentra¢fes 7,5 e 10 mM de H,O, diferindo
dos demais tratamentos. A CAT, GPX e a peroxidacdo lipidica das membranas nao
apresentaram atividade significativa. Lactuca sativa apresentou eficiente sistema antioxidante,
iniciado pela SOD seguido pela APX, além da prolina, que podem estar contribuindo para

garantir a integridade das membranas celulares.
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Efeito protetor do 6xido nitrico sobre a fitotoxicidade do cobre em Lactuca sativa L.
(Asteraceae).

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito protetor do oxido nitrico
(NO) sobre a germinagdo, crescimento inicial, ciclo celular e o conteudo de prolina de
Lactuca sativa L. exposta ao cobre (CuSQ,). O efeito protetor do NO foi verificado pela
utilizacdo de nitroprussiato de sddio (SNP) como doador de NO. Para tanto, sementes de
Lactuca sativa L. cv. Grand Rapids foram expostas a diferentes concentracdes do agente
toxicante CuSO, (250 e 500 uM) do agente protetor NO (100, 250 e 500 puM) isoladamente e
da combinacdo dos dois, sendo &gua destilada utilizada como controle negativo. Os
experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado. N&o houve
diferenca significativa no percentual de germinacdo das sementes com 48 horas em nenhum
dos tratamentos. Para o comprimento de raiz, o controle ndo diferiu significativamente do
tratamento com 100 pM de SNP, entretanto os tratamentos com 250 e 500 uM de SNP,
diferiram entre si e dos demais tratamentos e reduziram o comprimento radicular de maneira
concentracdo-dependente. Os tratamentos com CuSO, foram fitotoxicos influenciando o
crescimento das raizes, possivelmente devido a diminuicdo do indice mitético (IM). Ja a
combinacdo do SNP com o cobre impediu o efeito fitotoxico desse metal nas maiores
concentragOes. A exposi¢do ao cobre reduziu o IM de maneira concentragdo-dependente. O
organismo-teste exposto a agua destilada apresentou IM de 26,24% enguanto nos tratamentos
com cobre, o IM foi de 1,36% e 1,18% para as concentracbes de 250 e 500 pM,
respectivamente. Para biomassa fresca houve diferenca significativa entre os tratamentos,
entretanto, para biomassa seca ndo houve diferenca. Os tratamentos com 250 e 500 uM de
cobre reduziram o acumulo de biomassa nas plantulas. Ja o SNP nédo apresentou efeito sobre o
acumulo de biomassa isoladamente, mas foi eficiente em atenuar os efeitos toxicos do cobre.
N&o houve deficiéncia no acimulo de biomassa quando o SNP nas concentracfes de 250 e
500 uM foi combinado com 250 uM de cobre. J& para a maior concentracdo de cobre (500
M) houve efeito protetor de toxicidade apenas quando o SNP foi usado na concentragdo de
500 uM. Com relacdo ao teor de prolina, houve aumento na concentracdo desse aminoacido
nos tratamentos com 250 e 500 UM de CuSO,. Concluimos que o cobre alterou a divisdo
celular influenciando diretamente na reducdo do comprimento de raiz e no incremento da
biomassa fresca das plantulas de Lactuca sativa. No entanto, ndo influenciou na germinacéo e
na biomassa seca total. Ja a aplicacdo exdgena de NO (na forma de SNP) foi capaz de reduzir
os efeitos deletérios do cobre restaurando o crescimento das raizes pela recuperacdo da
diviséo celular, refletindo diretamente no incremento de biomassa.

Palavras chave: Citotoxicidade; Metais-trago; Espécie Reativa de Nitrogénio; Metabolismo.
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INTRODUCAO

O cobre (Cu), em baixas concentracdes, pode ser considerado micronutriente essencial
para as plantas, no entanto, é fitotoxico em concentracdo elevadas (HATTAB et al., 2009; LI
et al., 2009), podendo provocar estresse oxidativo devido ao aumento da producéo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) altamente toxicas (APEL & HIRT, 2004;
FOYER & NOCTOR, 2005; ARASIMOWICZ & FLORISZAK-WIECZOREK, 2007; GILL
& TUTEJA, 2010; FOYER & SHIGEOKA, 2011).

O o6xido nitrico (NO) é uma molécula postulada como composto que age contra varios
tipos de estresses, incluindo estresse oxidativo induzido por metais pesados, principalmente
através da modulacdo das enzimas do metabolismo antioxidante, ou pela eliminacdo direta de
ERO (BELIGNI & LAMATTINA, 2001; HUANG et al., 2002; KOPYRA & GWO'Z'DZ',
2003; ROMERO-PUERTAS et al., 2004; ZHAO et al., 2004; LASPINA et al., 2005). Este gas
é altamente difusivel e transpde rapidamente a membrana celular (STEFANO et al., 2006;
CRAWFORD, 2006). Assim, por possuir uma meia vida celular curta (aproximadamente 3
segundos) na presenca de O, e apresentar alta reatividade, a maioria das pesquisas com NO
em organismos Vvivos envolve a aplicacdo de doadores de NO (TOSSI et al., 2009). O doador
de NO mais utilizado € o nitroprussiato de sodio (SNP), que é fotossensivel e sua degradacao
ocorre por reacdo com oxigénio e variagOes de temperatura (TOSSI et al., 2009).

O NO foi descrito primeiramente como um composto toxico, mas, atualmente é
reconhecido como importante sinalizador na fisiologia celular de animais e plantas
(GARCIA-MATA & LAMATTINA, 2002; PAGNUSSAT et al., 2002). Em muitas plantas, o
NO esta intimamente relacionado com a fisiologia do crescimento e desenvolvimento, defesa
celular contra patdgenos (DURNER et al., 1998; STEFANO et al., 2006; ZAGO et al., 2006),
e em resposta a sinais ambientais que afetam a fotomorfogénese, a expansao foliar, o
crescimento da raiz, inducdo da apoptose (NEILL et al, 2003) ou senescéncia, entre outros
(EDERLI et al., 2009).

Tanto NO quanto ERO s@o componentes de um sistema de defesa altamente integrado
que envolve a ativacdo do fluxo de ions, mudanca no padrdo de fosforilacdo de proteinas, no
pH extracelular, no potencial de membrana, na oxidacdo de proteinas da parede celular e
alteracBes nos niveis de calcio (Ca**) que desencadeiam a expressdo local de genes de
resisténcia (STEFANO et al., 2006). Isso indica que NO e ERO exercem um papel chave na
regulacdo da resposta das plantas a contaminantes ambientais (ZAGO et al., 2006). E
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importante salientar que a interacdo entre ERO e NO pode ser citotoxica dependendo da
concentracdo (INNOCENTI et al., 2007).

Neste contexto, 0 NO age como molécula sinalizadora, uma vez que pode ativar uma
sequéncia de eventos metabolicos acionando respostas de defesa celular (ARASIMOWICZ &
FLORYSZAK-WIECZOREK, 2007). No entanto, pode gerar ERN altamente tdxicas, que
compreendem o proprio NO e outras moléculas como peroxinitrito (ONOO-), S-nitrotidis
(RSNOs) e a S-nitrosoglutationa (GSNO). Estas ERN também funcionam como sinalizadores
em resposta a estresse, podendo regular muitas funcdes bioldgicas pela reacdo com moléculas
celulares, incluindo proteinas, vitamina E, e &cidos nucleicos (TOSSI et al., 2011). Dessa
maneira, 0 NO ndo é apenas uma molécula de sinalizagdo de estresse, mas também pode agir
como um sinal intrinseco no crescimento e desenvolvimento da planta (ARASIMOWICZ &
FLORYSZAK-WIECZOREK, 2007). Assim, o objetivo deste trabalho foi caracterizar o
efeito protetor do NO sobre a germinacdo, crescimento inicial, ciclo celular e contetdo de
prolina em Alface exposta ao cobre.

MATERIAL E METODOS

Sementes de Lactuca sativa L. cv. Grand Rapids foram utilizadas como organismo-
teste nos experimentos. As variaveis avaliadas foram o percentual de germinacdo (G%),
comprimento de raiz (CR), biomassas fresca (BF) e seca (BS), indice mitotico (IM) e o teor
de prolina. Para tanto, sementes foram distribuidas aleatoriamente em placas de Petri forradas
com dupla camada de papel germintest umedecidos com os tratamentos. Sulfato de cobre
CuSOQ, foi utilizado como agente toxicante e o efeito protetor do NO foi verificado pela
combinacdo de CuSO, (250 e 500 puM) com nitroprussiato de sddio (SNP) como doador de
NO (100, 250 e 500 uM), sendo agua destilada o controle negativo. Também foi verificada a
toxicidade do CuSO, e do SNP isoladamente e combinados. As placas foram mantidas em
camaras de germinacao tipo B.O.D. a 25°C e fotoperiodo de 12 horas. Tanto o pH, quanto o
potencial osmético das solucgdes, foram avaliados usando, respectivamente, pHmetro digital
(Tecnopon mPA 210) e osmdmetro automatico (Advanced Instruments - 3320 Micro-
Osmometer).

O G% foi obtido pela contagem das cipselas com protrusdo da radicula 24 e 48 horas
apos a embebicdo, (CURIEL & MORAES, 2011). O CR foi obtido pela medida de dez raizes
selecionadas aleatoriamente ao final do sétimo dia de cultivo. Em seguida essas plantas foram

pesadas em balanca analitica de precisdo (Marte, Modelo AY 220), para determinacédo da BF e
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colocadas em estufa com circulagio de ar forcada (Nova Etica 400 ND) a 45°C até atingir
peso constante para determinagdo da biomassa seca.

Para determinacdo do IM, pontas de raizes de Lactuca sativa foram obtidas 24 horas
apos a exposicdo a cada tratamento. As raizes foram fixadas em solucdo de Carnoy,
hidrolisadas em HCI 5M & 25°C e coradas com reativo de Schiff. As preparacdes citogenéticas
foram feitas de acordo com Pereira et al. (2013).

Para determinacdo do contetdo de prolina, foi utilizado o método descrito por Torello
& Rice (1986), quando as plantulas apresentavam 7 dias de cultivo. Para tanto, amostras de
0,1 g de plantulas inteiras foram homogeneizadas em 10 mL de &cido sulfossalicilico 3% e
mantidas sob agitagdo vigorosa por 1 hora. Em seguida foram filtradas e centrifugadas a
15.000 rpm, por 10 minutos. Apds centrifugacdo, 2 mL do sobrenadante foram coletados e
adicionados a uma solucdo contendo 2 mL de ninidrina acida e 2 mL de &cido acético.
Posteriormente, foram aquecidos a 100° C por 1 hora e resfriadas em banho de gelo. A
absorbancia foi medida a 520 nm. As absorbéancias obtidas foram comparadas a curva padrao
de prolina. Os resultados foram expressos em pumol de prolina por grama de matéria fresca.

O delineamento foi inteiramente casualizado com 12 tratamentos e quatro repeti¢fes
por tratamento sendo utilizadas 30 cipselas e 3 mL de solucdo nas variaveis G%, CR, IM, BF
e BS. Para quantificar o IM, foram analisadas 6000 células por tratamento (SIMOES et al.,
2013). Para avaliar o teor de prolina foram utilizadas 4 repeticdes com 50 sementes e 5 mL de
solucdo por placa. As variaveis foram baseadas nas Regras para Andalise de Sementes (RAS)
(BRASIL, 2009).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e a comparacdo de médias foi
aferida pelo teste Scott-Knott com 5% de significancia. As varidveis que ndo atenderam as
pressuposicGes de normalidade e/ou homogeneidade dos residuos, sofreram transformacéo

por meio da raiz quadrada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de pH encontrados nos tratamentos foram em torno de 5,05 a 5,87 ja o
potencial osmotico foi de -0,001 a -0,002 MPa. Segundo Borella & Pastorini (2010), a Alface
tolera valores de pH entre 4 e 10. Gatti et al. (2014) destacam que solugdes com potencial
osmoético de até -0,2 MPa ndo geram interferéncia significativa em germinagdo e

desenvolvimento inicial de Alface.
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Né&o houve diferenca significativa no G% das sementes em nenhum dos tratamentos.
Apos 48 horas todos os tratamentos apresentaram germinacdo acima de 80% (Figura 1 A).
Para o comprimento de raiz, o controle ndo diferiu significativamente do tratamento com 100
UM de SNP, entretanto os tratamentos com 250 e 500 UM de SNP diferiram entre si e dos
demais tratamentos, e provocaram diminui¢do da raiz de maneira concentracdo-dependente
(Figura 1 B). Os tratamentos com CuSO, foram fortemente fitotdxicos impedindo o
crescimento das raizes, provavelmente divido a diminuicdo no indice mitotico. Ja a
combinacdo do SNP com o cobre impediu o efeito fitotoxico desse metal nas maiores
concentragfes. O Oxido nitrico é uma radical envolvido no crescimento da raiz como
demonstraram Pagnussat et al., (2002) e Gouvéa et al., (1997). Entretanto, nas condicdes
controle e em baixas concentracfes de SNP ndo houve estimulo de crescimento das raizes,
pelo contrério, as concentracdes de 250 e 500 uM foram fitotdxicas. As acdes do NO nas
plantas dependem da homeostase desse radical, de forma que tanto a falta quanto o excesso
podem ser prejudiciais. Doses crescentes de SNP a 250 e 500 pM possivelmente foram
excessivas tornando-se toxicas. Ja& em combinacdo com cobre, 0 NO agiu atenuando os efeitos
fitotoxicos sobre o comprimento das raizes (Figura 1 B). Peto et al., (2011), verificaram
menor comprimento de raiz em Arabidopsis tanto em mutantes com menor producéo
enddgena de NO, quanto naqueles com maior producdo desse radical. Esses mesmos autores
relatam que na planta selvagem a exposicéo ao cobre causou danos morfoldgicos a raiz e parte

da resposta da planta envolveu aumento na producéo de NO.
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Figura 1. (A) Percentual de germinacdo (G%) e (B) Comprimento de raiz (AR) de Lactuca
sativa L. em relacdo aos tratamentos com CuSQO,4 (UM) e nitroprussiato de sodio (SNP, uM).
Barra: erro padrdo. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de
significancia.

Tratamentos

Como esperado, a exposicdo ao cobre diminuiu o indice mitético (IM) de maneira
concentracdo- dependente. O organismo-teste exposto a agua destilada apresentou IM de
26,24% enquanto nos tratamentos envolvendo o cobre, o IM foi de 1,36 e 1,18% para as
concentragOes de 250 e 500 UM respectivamente (Figura 2).

A reducdo do IM indica que esse metal interferiu no desenvolvimento normal da
mitose, causando bloqueio do ciclo celular na intérfase e/ou impedindo a progressao das
células que entraram na divisdo celular (RIJSTENBIL & POORTVLIET, 1992). O aumento
ou decréscimo do indice mitotico pode, assim, ser utilizado como parametro de citotoxicidade
para o cobre (FERNANDES et al., 2007).

A reducdo do nimero de celulas em divisdo é um efeito comum dos metais. Estudos
realizados com Allium cepa L. mostraram que o cobre induz a inibicdo do crescimento
radicular, indicando um retardo no crescimento de forma concentracdo-dependente, sendo o
valor do ECs de aproximadamente 1,5 mg / L e reducdo do IM de cerca de 64% em relagéo
ao controle. Além disso, foram observadas a presenca de pontes, cromossomos pegajosos,
fragmentos, c-anafase e multipolaridade em celulas anafase-tel6fase (YILDIZ et al., 2009).
Adamakis et al., (2014) verificaram interferéncia na divisdo celular em raizes de Arabidopsis
expostas a tungsténio e esse efeito foi atribuido alteragdes no transporte polar de auxina. Da
mesma forma, o NO esté relacionado ao transporte de auxina de maneira que niveis elevados
desse radical prejudicam o crescimento primario da raiz (FERNANDEZ-MARCOS et al.,
2011), porém em niveis adequados esse radical desempenha papel relevante no
desenvolvimento do meristema apical. Nesse trabalho o NO atenuou o efeito citotoxico do

cobre, porém, isoladamente nas maiores concentracdes, esse radical mostrou-se citotoxico.
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Esses dados estdo de acordo com o exposto acima considerando o papel do NO, e revelam que
a resposta da planta a condi¢des de estresse esta relacionada a homeostase do éxido nitrico.
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Figura 2. Percentual de células em divisdo de Lactuca sativa L.,
em relacdo aos tratamentos com CuSO, (UM) e nitroprussiato de
sodio (SNP, uM). Barra: erro padrdo. Letras iguais ndo diferem
entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia.

Para biomassa fresca houve diferenca significativa entre os tratamentos (Figura 3 A).
Entretanto, para biomassa seca ndo houve diferenca (Figura 3 B). Os tratamentos com 250 e
500 UM de cobre reduziram o acumulo de biomassa fresca nas plantulas. Ja o SNP néo
apresentou efeito sobre o acimulo de biomassa isoladamente, mas foi eficiente em atenuar os
efeitos fitotoxicos do cobre. N&o houve deficiéncia no incremento de biomassa quando o SNP
nas concentracdes de 250 e 500 uM foi combinado com 250 uM de cobre. Ja para a maior
concentracdo de cobre (500 puM) somente houve efeito protetor de toxicidade quando o SNP
foi usado na concentracdo de 500 uM. Esses resultados corroboram os obtidos por He et al.
(2014) que verificaram efeito protetor do NO (na forma de SNP) sobre o acimulo de BF tanto

na parte aérea quanto nas raizes de plantulas de arroz exposta ao cadmio.
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Figura 3: (A) Biomassa Fresca (BF) e seca (BS) em Lactuca sativa L., em relacdo aos
tratamentos com CuSOy (M) e nitroprussiato de sddio (SNP, uM). Barra: erro padrdo. Letras
iguais ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de significancia.

Com relacgéo ao teor de prolina, houve aumento na concentracdo desse aminoacido nos

tratamentos com 250 e 500 uM de cobre (Figura 4).
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Figura 4. Teor de prolina de Lactuca sativa L. exposta
tratamentos com CuSO,; (UM) e nitroprussiato de
sodio (SNP, uM). Barra: erro padrdo. Letras iguais ndo
diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de
significancia.

Prolina, em condicdo de estresse, exerce acdo antioxidante reagindo com espécies
reativas de oxigénio e protegendo enzimas de processos de detoxificacdo. Além disso, a
prolina contribui para a recuperacdo da célula apds o estresse por fornecer elétrons para a
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cadeia respiratoria e por atuar como fonte de nitrogénio e carbono (WANG, et al., 2007;
SZABADOS & SAVOURE, 2010). Portanto, pode-se relacionar esse acimulo a resposta da
planta ao estresse causado pelo metal. Ja na presenca do SNP, ndo houve acumulo de prolina
em resposta ao cobre, sugerindo novamente um efeito protetor do NO em relacdo ao estresse

causado pelo metal.

4 CONCLUSOES

O cobre alterou a divisdo celular e isso influenciou diretamente na reducdo do
comprimento de raiz e no incremento da biomassa fresca das plantulas de Lactuca sativa. No
entanto, ndo influenciou na germinacdo e na biomassa seca total.

A aplicagdo ex6gena de NO (na forma de SNP) foi capaz de reduzir os efeitos deletérios
do cobre restaurando o crescimento das raizes pela recuperacao da divisao celular e refletindo

diretamente no incremento de biomassa.
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