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RESUMO

AVALIACAO DE TOLERANCIA AO CADMIO EM TOMATEIRO
(Solanum lycopersicum L.)

A tolerancia ao Cadmio (Cd) é um assunto de relevada importancia, devido aos varios
problemas que este metal pode causar para a agricultura, levando a queda de producéo e perda
da qualidade dos alimentos, representando, também, riscos a saide humana pelo consumo de
produtos contaminados com esse metal. Neste trabalho, fizemos um estudo geral sobre a
tolerancia ao Cd em plantas de tomateiro, partindo de 3 abordagens complementares, onde
geramos variabilidade genética por meio de mutagénese usando um tomateiro modelo
(cultivar Micro-Tom); exploramos uma pequena fracdo da variabilidade genética da espécie
para identificar gendtipos com diferentes graus de tolerancia ao Cd e, finalmente, realizamos
estudos ligados ao metabolismo oxidativo de duas cultivares selecionadas, sendo uma sensivel
e outra mais tolerante a este metal. Este trabalho nos conduziu também ao desenvolvimento e
adaptacdo de metodologias para a avaliacéo e selecdo de plantas tolerantes a metais pesados,
dentre as quais propomos a utilizacido de um Indice de Tolerancia adequado para avaliar
cultivares morfologicamente diferentes. Por fim, os resultados obtidos neste trabalho
possibilitaram uma visdo geral sobre os parametros de tolerancia ao Cd em plantas de
tomateiro, bem como o estudo dos principais padrdes de resposta no metabolismo oxidativo
de gendtipos mais sensiveis e mais tolerantes a este metal.

Palavras-chave: Parametros de tolerancia; Planta modelo; Metabolismo oxidativo; Estresse
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ABSTRACT

EVALUATION OF CADMIUM TOLERANCE IN TOMATO
(Solanum lycopersicum L.)

Tolerance to heavy metal Cadmium (Cd) is an important subject because this metal
can cause several problems in agriculture, such as decrease in production and loss of food
quality, representing risks to human health by consumption of vegetables contaminated with
this metal. In this research, we studied Cd-tolerance in tomato plants, using three
complementary approaches, generating genetic variability by mutagenesis using a tomato
model (cultivar Micro-Tom), exploring a small fraction of the genetic variability of species to
identify genotypes with different degrees of Cd-tolerance and, finally, we conducted studies
related to the oxidative metabolism of two cultivars, with low and high tolerance to this metal.
Additionally, this work results in the development and adaptation of methodologies for the
evaluation and selection of tolerant plants to heavy metals. Then, we propose an appropriate
Tolerance Index to evaluate morphologically different cultivars. In conclusion, the results of
this study are an overview of the parameters of Cd-tolerance in tomato plants, as well as the
study of the some patterns of response in the oxidative metabolism of genotypes more
sensitive and more tolerant to this metal.

Keywords: Parameters of tolerance; Plant model; Oxidative metabolism; Stress
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1 INTRODUCAO

Os problemas de toxidade por Cadmio (Cd) em plantas vém crescendo juntamente
com o aumento na quantidade de solos contaminados, em decorréncia das crescentes
atividades industriais, agricolas e antropicas (BENAVIDES; GALLEGO; TOMARO, 2005).
A gama de espécies que mostram algum grau de tolerdncia a este metal é extremamente
restrita, existindo um problema potencial relativo a queda na producdo agricola, redugdo da
qualidade dos alimentos e riscos a satde humana pelo consumo destes. Mais escassos ainda
sdo os estudos sobre a resposta de plantas cultivadas expostas a este metal, havendo poucas
informacdes que englobem alteragGes na fisiologia, na morfologia e no metabolismo de tais
espécies. Além disso, existem rarissimos estudos voltados para a avaliacdo da diversidade
genética disponivel para trabalhos envolvendo toleréncia e sensibilidade ao Cd, que s&o base
da escolha de parentais para programas de melhoramento genético, bem como para a
compreensdo dos mecanismos de tolerancia a metais pesados.

Dada a importéncia deste tema, varios estudos sobre a resposta ao Cd de diversas
espécies de plantas tem sido publicados. Contudo, destacamos alguns trabalhos usando a cv
Micro-Tom de tomateiro como planta modelo, os quais tiveram como um dos focos principais
as alteracBes no metabolismo antioxidante das células (MONTEIRO et al., 2011; GRATAO et
al., 2009; GRATAO et al., 2008a; GRATAO et al., 2008b). A cultivar modelo Micro-Tom
(MT) é uma cultivar miniatura de tomateiro (Solanum lycopersicum cv Micro-Tom)
comparavel a Arabidopsis thaliana (MEISSNER et al., 1997). As principais caracteristicas da
cv MT sd@o o porte reduzido (15 cm de altura) e ciclo de vida curto (70 a 90 dias), o que
facilita seu cultivo em pequenos vasos pequenos (100 mL), proporcionando economia de
tempo e espaco, além de possibilitar a visualizacdo da planta como um todo.

Embora os estudos com a cv MT tenham sido extremamente esclarecedores em
relacdo aos efeitos do Cd nesta espécie, este trabalho apresenta pesquisas usando acessos de
tomateiro geneticamente divergentes entre si, sendo estes cultivares comerciais e landraces
originarios de varias partes do mundo, além de uma abordagem usando a propria cv MT como
modelo para identificar novos genes de tolerancia ao Cd. Tal proposta vem complementar os
estudos realizados até 0 momento, sobre a resposta da cv MT ao Cd, com a vantagem de
estreitarmos cada vez mais a distancia entre pesquisa basica e aplicada. Assim, neste trabalho
utilizamos 3 abordagens complementares e fundamentais para o estudo de tolerancia ao Cd
em tomateiro sendo que na primeira delas nds 1) geramos variabilidade genética na cv MT

por meio de mutagénese, para selecionar um mutante tolerante ao Cd, desenvolvendo uma
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metodologia de selecdo diferenciada; 2) exploramos a prépria variabilidade genética existente
na especie para avaliar a resposta de diferentes acessos (cultivares) quanto a tolerancia a este
metal e 3) realizamos estudos de ligados ao estresse oxidativo, visando entender melhor o
metabolismo oxidativo, em duas cultivares contrastantes quanto a tolerancia ao Cd, sendo

uma mais tolerante e uma mais sensivel a este metal.

1.1 O tomateiro como planta modelo de estudos

Embora espécies como soja, milho e cana-de-acucar representem uma fracao
consideravel da importancia economia do agronegdcio de nosso pais, em geral as hortalicas €
que sdo plantadas nas areas marginais as grandes culturas, alocadas em grande parte perto dos
centros urbanos e industriais, onde a probabilidade de ocorréncia de solos contaminados por
Cd e outros metais pesados € muito maior. Dentre as hortalicas, temos o tomateiro como
sendo a espécie de maior importancia econdmica considerando o exposto acima. Além disso,
a prépria forma de plantio do tomateiro torna essa planta extremamente vantajosa para nossos
estudos, pois € possivel simular com facilidade a exposi¢cdo das plantas ao metal alvo de
nossas pesquisas. 1sso acontece porque primeiramente sdo feitas mudas em substrato, as quais
sdo posteriormente transplantadas no solo. Assim, ao trabalharmos com a exposicdo de
plantulas de tomateiro ao Cd, estamos simulando o que de fato acontece no campo.

Somando os fatores 1) importancia econdémica desta cultura, 2) as caracteristicas
quanto as areas de cultivo com probabilidade de ocorréncia de solos contaminados e 3) a
propria forma como essa espécie é plantada no campo, podemos dizer que o tomateiro é um
modelo bastante adequado para 0s nossos propdsitos de compreender melhor 0s mecanismos
assimilacdo, translocacdo e eliminacdo de Cd pelas plantas, envolvidos na tolerancia aos

metais pesados.

1.2 Parametros de tolerancia ao Cd em tomateiro

Em relacdo a resposta de plantas aos metais pesados, vamos assumir que 0S
parametros de tolerancia ao Cd podem ser definidos como sendo um conjunto de diferencas
genéticas, fisioldgicos, bioquimicos e morfoldgicos que contribuem de forma isolada ou
conjunta para que uma determinada planta seja mais tolerante do que outras. Quando
identificamos grupos de plantas mais tolerantes ou mais sensiveis a um tipo de estresse,

podemos estudar os padrfes de variagcdo que ocorrem entre eles, explicando quais destes
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fatores estdo associados mais fortemente as variacOes de tolerdncia que constatamos. O
conhecimento conjunto destes parametros pode auxiliar na busca direcionada de acessos mais
tolerantes ao estresse causado pelo Cd, havendo a possibilidade de inferir parte dos resultados
para resposta a outros metais.

1.3 Efeitos do Cd causa sobre o tomateiro

Embora as causas da toxidez por Cd em nivel celular sejam as mais variadas, temos
que um dos principais efeitos morfoldgicos é a reducdo agressiva do crescimento total das
plantas (raizes, caules e folhas), como mostrado na figura 1A, onde plantas da cv MT foram
expostas & 10 uM de CdCl, por 30 dias, em solugdo nutritiva. Outro efeito marcante é a
clorose acentuada nas folhas e caule, além da inducdo do florescimento precoce das plantas
(figura 1B). Porém, os efeitos nocivos do Cd s&o mais marcantes nos tecidos em
desenvolvimento (drenos fisioldgicos principais), sendo que a clorose é mais forte nas folhas
jovens em relacdo as folhas mais velhas (figura 1C). A presenca do Cd causa forte estresse
nas plantas, o qual dependendo da intensidade pode causar a morte do individuo. Contudo, é
necessario considerar que a intensidade deste estresse é relativa a combinacdo dos seguintes

fatores:

a) Quantidade de Cd disponivel para cada planta: as plantas possuem um sistema de
defesa contra a presenca de elementos toxicos como Cd. Porém, a presenca destes em
grandes quantidades leva ao colapso deste sistema causando estresse elevado.

b) Tempo de exposicdo ao estresse: em condi¢cdes experimentais costuma-se submeter as
plantas a curtos periodos de exposicdo ao agente estressante. Porém, em um campo onde
0 solo esta contaminado com Cd esta exposicdo € constante, podendo levar a reducédo
acentuada de seu desenvolvimento, queda na produtividade e até mesmo a morte dos
individuos.

c) Estagio de desenvolvimento das plantas: obviamente plantas mais jovens devem sofrer

mais quando expostas a mesma quantidade de Cd que plantas mais velhas.

Embora existam inameros outros fatores, vamos considerar a combinagdo destes 3
supracitados como sendo os principais fatores de referéncia para nossos estudos que serdo

apresentados na sequéncia.
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0 uM Cdcl,

10 uM CdCl,

10 uM CdCl,

C/

0 M CdCl,

Terco Inferior Terco Médio Terco Superior

10 uM CdCl, —

Figura 1 - Efeito do Cd em plantas de tomateiro da cv MT. A) reducdo geral do crescimento; B) clorose nos
tecidos vegetais e indugdo do florescimento precoce; C) efeito do Cd em folhas que se encontram em

trés estagios de desenvolvimento diferentes (maduras, intermediarias e jovens). Barra =20 mm
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Assim, este trabalho apresenta, no primeiro momento, uma visdo geral sobre a
tolerdncia ao Cd em plantas de tomateiro, considerando os aspectos experimentais relativos a
prépria metodologia para estudos de tolerdncia nesta espécie, 0s quais podem servir como
modelo para outros trabalhos cujo objetivo seja relacionado a resposta de plantas a metais
pesados. Em um segundo momento, esta abordagem sobre tolerancia contribuiu para a selecao
de um mutante tolerante ao Cd, e também para a identificacdo de cultivares com respostas de
tolerancia contrastantes a este metal, onde mostramos que é possivel explorar a prépria
variabilidade genética da espécie para tal proposito. Finalmente, o estudo do metabolismo
oxidativo entre cultivares com diferentes graus de tolerancia ao Cd, possibilitou uma visao
geral do padrdo de resposta de enzimas antioxidantes ao Cd, onde foi possivel estabelecer um
paralelo entre tolerancia e as principais alteracdes no metabolismo oxidativo das células dos

tecidos vegetais.
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2 SELEQAO DE MUTANTES DE TOMATEIRO TOLERANTES AO CADMIO
(Solanum lycopersicum L.)

Resumo

O tomateiro possui uma base genética relativamente restrita, embora a variabilidade
morfoldgica desta espécie seja elevada. Partindo do principio de que a selecdo de plantas
tolerantes a um determinado estresse depende da existéncia de diversidade genética, o
objetivo deste trabalho foi primeiramente gerar variabilidade genética artificialmente por
meio de mutagénese, visando selecionar plantas de tomateiro tolerantes ao metal pesado Cd.
Uma das principais dificuldades nos trabalhos visando a sele¢do de plantas tolerantes a metais
pesados é a propria metodologia para avaliagdo eficiente de grande numero de plantas,
gerando poucos residuos para 0 meio ambiente. Por esse motivo, propomos uma metodologia
simples e eficaz que pode ser aplicada a metais ou outros elementos quimicos, no qual
selecionamos um mutante de tomateiro (cv Micro-Tom) tolerante ao Cd, o qual chamamos de
Cd23, obtido por meio de mutagénese com etanosulfonato de metila (EMS). A selecéo foi
realizada inicialmente com base em sintomas de clorose nas folhas e posteriormente com base
na taxa de crescimento. Além deste, 27 outros novos mutantes foram selecionados, sendo que
23 deles sdo mutantes com alteracGes potenciais quanto a respostas ao Cd e 4 sdo mutantes
com alteracBes na arquitetura foliar, coloracio das folhas e coloragdo dos frutos. O indice de
Toleréncia proposto mostrou-se bastante eficiente para determinar o grau de sensibilidade ou
tolerancia ao Cd entre a cv MT o mutante Cd23. O mutante Cd23 apresentou maior tolerancia
nas doses de 25 e 100 uM de CdCl,. No entanto, observamos que as plantas mutantes
naturalmente crescem menos em relacéo ao controle, o que dificultou a avaliacdo do potencial
real de tolerancia deste gendtipo. Isso provavelmente aconteceu devido a alta carga genética
gerada no proprio processo de mutagénese, onde varias outras mutacdes estariam afetando o
desenvolvimento do mutante. Evidéncias da ocorréncia de carga genética puderam ser
identificadas na avaliacdo do perfil proteico das plantas mutantes e ndo mutantes. Nessa
analise, notamos a expressdo diferenciada de varias proteinas entre 0 mutante e o controle,
tanto na presenca quando na auséncia do metal, além do estimulo ou repressdo de algumas
proteinas exclusivas de cada genotipo. Por fim, chegamos a conclusdo de que o sistema
proposto foi adequado para selecionar plantas tolerantes ao Cd, podendo ser utilizado para
selecdo de plantas tolerantes a outros metais, devido a facilidade de montagem da estrutura,
baixo custo de implantacdo, minimizacdo de geracdo de residuos e possibilidade de uso em
varias espécies e diferentes metais pesados.

Palavras-chave: Mutagénese; Metais pesados; Hidroponia; Carga genética

Abstract

Tomato has a reduced genetic variability, although it shows a high morphological
variability. The selection of tolerant plants to a stress relies on the existence of genetic
diversity. Therefore, the objective of this work was to generate genetic variability using
mutagenesis, to select tolerant mutants to heavy metal Cd, using tomato plants. The main
limitation to the selection of tolerant plants to heavy metals is the methodology, which needs
to be very efficient to evaluate a large numbers of plants, generating less waste to the
environment. Thus, we propose a simple and effective methodology that can be applied to
select tolerant mutants to metals and other chemicals substances, through which we selected a
Cd-tolerant mutant in tomato plants (cv Micro-Tom). This mutant was designated Cd23 and
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obtained by mutagenesis using Ethyl methanesulfonate (EMS). The selection was, initially,
based on symptoms in the leaves and confirmed evaluating growth rate. In addition, we
selected 21 mutants showing potential changes in responses to Cd-tolerance and others 4
mutants that exhibited variations in leaf architecture, color of leaves and fruit color, totalizing
25 other new mutants. The Tolerance Index was very efficient to determine the differences in
the sensitivity or tolerance to Cd among cv MT (control) and mutant Cd23. The Cd23 showed
a higher tolerance at doses of 25 and 100 uM of CdCl,. However, we found that mutant plants
naturally grow less than the control (cv MT), making it difficult to know the real potential of
tolerance of this genotype. This effect probably is due to the high genetic load generated by
mutagenesis process, where several other mutations can be affecting the development of the
mutant. An evidence of the occurrence of genetic load could be identified evaluating protein
profile among mutant and control plants. Protein profile reveals differential expression of
several proteins between the mutant and the control in presence or absence of the metal, and
stimulation or suppression of some exclusive proteins of each genotype. Finally, we conclude
that the system to select Cd-tolerant plants was efficient to select a tolerant tomato to Cd, and
can be used for selection of others heavy metals tolerant plants. This system require a simple
structure and a low implementation cost, reducing the waste generation, and can be adapted to
be use for selection of plants tolerant to heavy metals in different crops.

Keywords: Mutagenesis; Heavy metals; Hydroponic; Genetic load

2.1 Introducao

A mutagénese tem sido amplamente utilizada para gerar novos alelos, com o objetivo
de atender a propositos diversos. Os trabalhos de mutagénese sd@o concentrados, em grande
parte, na obtencdo de mutantes cujas alteragdes tenham uso potencial no melhoramento
genético ou gque sejam importantes para o estudo de funcbes génicas, causando mutacbes que
podem levar ao ganho ou a perda de funcdo de determinados genes (AZEVEDO et al., 1990;
BRENNECKE et al., 1996). Existem varias metodologias classicas de mutagénese, utilizando
agentes fisicos como raios v, raios X e fast néutron; ou quimicos, tais como etanosulfonato de
metila (EMS), metil metanossulfonato (MMS), sulfato de dietilo (DES), e nitrosoguanidina
(NTG, NG, MNNG), entre outras, 0s quais vém sendo utilizadas com sucesso na obtencédo de
mutantes vegetais tolerantes a estresses bidticos (ADU-AMPOMAH et al, 1996;
BHAGWAT, 1998; JANSEN; SCHAFFRATH, 2009; PATHIRANA, 1992) e abitticos
(NAWROT et al., 2001; ZHU, 2003; SALEEM et al., 2005; TSYGANOV et al., 2007;
LANG; BUU, 2008; KUMAR et al., 2010; KOCH et al.,, 2010). Assim, temos que a
mutagénese é uma ferramenta muito importante para gerar plantas com alteracdes génicas que
permitam entender melhor o processo de toleréncia e sensibilidade a diversos tipos de

estresses.
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Embora ambos os tipos de estresses possuam impacto relevante sobre o
desenvolvimento das plantas, observamos um aumento crescente de estudos envolvendo
estresses abidticos causados por metais pesados, como por exemplo, o aluminio, chumbo,
cadmio (Cd), entre outros, 0s quais estdo associados aos problemas crescentes de
contaminacéo de solos em escala global (FORNAZIER et al., 2002; GOMES-JUNIOR et al.,
2006; GRATAO et al., 2008b). Além disso, pouco ainda se conhece sobre 0 impacto real dos
metais em plantas cultivadas, sendo também poucas as alternativas para descontaminacéo de
solos.

Uma das principais abordagens para entender as respostas das plantas aos metais
pesados é uso de mutacdes com alteracGes na sensibilidade ou na tolerancia a estes. Alguns
trabalhos de mutagénese tém mostrado sucesso na de obtencdo de mutantes de A. thaliana
supersensiveis ao Cd, por meio dos quais foi possivel entender melhor o papel de fitoquelatina
sintase (HA et al., 1999; HOWDEN et al.; 1995) ¢ y-glutamilcisteina sintase (COBBETT et
al., 1998), na detoxificacdo deste metal. Porem, trabalhos de mutagénese visando a obtencéo
de plantas tolerantes a metais pesados ainda sdo raros, sendo a maior parte deles voltada para
a tolerancia ao aluminio em plantas modelo como Arabidopsis thaliana (GABRIELSON et
al., 2006) ou em plantas cultivadas de grande importancia econdmica como trigo
(TULMANN-NETO et al., 2001) e cevada (NAWROT et al., 2001), ou ainda em casos
pontuais como, por exemplo, a obtencdo de plantas de ervilha tolerantes ao Cd (TSYGANOV
et al., 2007).

Dentre os entraves para obtencdo de plantas tolerantes a metais pesados esta a propria
metodologia de selecdo destes individuos. Os principais problemas encontrados séo referentes
a dificuldade de avaliar um grande namero de plantas, em condicdes homogéneas e gerando
poucos residuos para o ambiente. Uma das formas classicas de proceder a sele¢do de plantas
tolerantes seria utilizar areas contaminadas com metais para o cultivo e avaliacdo das plantas.
Porém, neste caso, ndo é possivel garantir nem a homogeneidade de distribuicdo e nem a
quantidade do metal para o qual se pretende selecionar mutantes tolerantes. Outra
possibilidade seria contaminar solo ou areia, cultivando as plantas em casa de vegetacdo, em
condicdes controladas. Por outro lado, os trabalhos de mutagénese demandam a avaliacdo de
elevada quantidade de individuos, tornando esta opcdo pouco viavel. Além disso, existe 0
fator adicional da grande quantidade de residuos gerados, pois estes solos provavelmente nao
serdo descontaminados, sendo necessaria uma estrutura apropriada para dar o destino

adequado a este material.
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Uma alternativa para o cultivo de plantas em solos, areia ou substratos € o cultivo em
solucdo nutritiva. Assim, a chamada hidroponia vem sendo utilizada com sucesso em escala
comercial para a producdo de diversas culturas, proporcionando condi¢des de cultivo
altamente homogéneas e controladas. Existem varios estudos com metais pesados, usando o
sistema de hidroponia para avaliacdo de respostas tais como acumulo do metal nos tecidos
(PEREIRA et al.,, 2002; FOURCAUD et al., 2008; ZHANG et al., 2009), respostas de
enzimas ligadas ao sistema antioxidante (FERREIRA et al., 2002; LOPEZ-MILLAN et al.,
2009; GONCALVES et al., 2009), interacbes com macronutrientes (GONCALVES et al.
2009) e efeitos de toxidade nas plantas (BENAVIDES; GALLEGO; TOMARO, 2005;
LOPEZ-MILLAN et al., 2009). Além disso, o cultivo em sistema hidroponico possui a
vantagem de gerar menos residuos, pois é possivel deixar a solugdo nutritiva contaminada
evaporar, reduzindo a quantidade final de contaminantes a poucos miligramas. Por esses
motivos, alguns autores tém proposto diferentes metodologias para selecdo de plantas de
cevada (HOSSAIN et al., 2005; MA et al., 1997; TAMAS et al., 2006) e milho (GIAVENO;
MIRANDA FILHO, 2000) tolerantes a aluminio, utilizando o cultivo em solu¢do nutritiva.
Tais sistemas de selecdo podem servir como modelo de metodologia para selecdo de novos
mutantes com alteracdes nas respostas a metais pesados em diferentes culturas.

Neste trabalho, fizemos a selecdo de mutantes tolerantes ao Cd, no qual tambem
propomos uma metodologia de selecdo e avaliacdo de tomateiros tolerantes a metais pesados,
sendo que tal sistema possui a vantagem de unir os beneficios do cultivo de plantas em
solucdo nutritiva, com a necessidade de avaliacdo de grandes quantidades de individuos sob
condicdes de estresse causado por metais. Para tanto, utilizamos plantas da cv Micro-Tom de
tomateiro (Solanum lycopersicum L.), a qual tem sido muito usada como planta modelo
(MEISSNER et al., 1997) para diversos estudos em genética (LIMA et al., 2004; BUTELLI et
al., 2008; PINO et al., 2010), fisiologia (CARVALHO et al., 2011; MONTEIRO et al., 2011),
bioquimica de plantas (GRATAO et al., 2008a; GRATAO et al., 2008b) e para estudos de
alteracdes ultra-estruturais (GRATAO et al., 2009; VITORIA et al., 2003). Esta cultivar de
tomateiro possui diversas vantagens, tais como porte reduzido (perto de 15 cm) e ciclo de vida
curto (80 a 90 dias da semeadura até a colheita), tornando-a um modelo muito adequado para
trabalhos com mutagénese visando a sele¢do de novos mutantes (PINO-NUNES et al., 2009;
MATSUKURA et al., 2007; WATANABE et al.; 2007). Consideramos esta metodologia aqui
proposta, rapida e eficaz, devido ao fato de a selecdo ser realizada em estdgio de pléantula,

poucos dias apds a germinagdo, o que permite avaliar muitos individuos por 10 mz.



27

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Mutagénese

O etanosulfonato de metila (EMS) é um agente mutagénico quimico, cuja acdo no
DNA dos organismos é menos agressiva, porém mais eficiente, em relacdo a outras
metodologias. O EMS troca bases nitrogenadas G/C por A/T, podendo alterar os c6dons dos
genes, consequentemente alterando o quadro de leitura e a proteina formada. Este agente
quimico chega a proporcionar o aparecimento de até 5% de mutantes em uma popula¢do M2.
Por esse motivo, a maior parte das sementes disponiveis foi mutagenizada usando EMS,
totalizando 11.500 sementes M1.

A metodologia para mutagénese com EMS da cv MT ja estd bem estabelecida, sendo
adotada a dose de 0,5% EMS para todas as sementes, segundo protocolo adaptado por Pino-
Nunes et al. (2009). Esta dose € que proporciona grande taxa de mutacdo sem reduzir muito a
fertilidade e a germinacgéo de sementes. O processo completo segue como descrito a seguir.

As sementes da cv MT passaram por um pré-tratamento em agua destilada por 24
horas. Apos este periodo, as sementes foram submetidas ao tratamento em solu¢cdo com EMS
(Sigma-Aldrich®) a 0,5% em volume por mais 12h, em temperatura ambiente (26 + 2 °C),
dentro de uma capela, em erlenmeyer de 1L sob agitacdo (figura 1A). Juntamente com este,
foram colocadas mais 80 sementes da cv MT tratadas somente com agua, para serem usadas
como controle em analises posteriores.

Uma das maiores dificuldades nesta etapa foi realizar o plantio das 11.500 sementes
mutagenizadas, sendo que havia restricbes quanto ao espaco, estrutura e mao-de-obra
disponiveis para esse trabalho. Por esse motivo, o Laboratério de Genética Bioquimica de
Plantas firmou uma parceria com a empresa Syngenta Seeds, para utilizacdo da area de sua
estacdo experimental em Itatiba-SP. Nesta estacdo, a empresa ja dispunha de toda estrutura
necessaria para o cultivo de tomates, facilitando a adaptacdo para o cultivo da cv MT. Com
isso, imediatamente ap06s o tratamento com EMS, as sementes foram levadas para esta area
experimental da Syngenta em Itatiba-SP.

Para esta semeadura havia o problema de as sementes estarem molhadas devido ao
tratamento que estas haviam acabado de receber. Por este motivo, foi aplicado amido de
milho sobre as sementes, para seca-las superficialmente (figura 1B). O amido de milho é

inerte para a semente, ndo prejudicando a germinacdo nem o desenvolvimento inicial das
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plantulas. Todas estas sementes foram semeadas em bandejas de germinacgdo de isopor (200
celulas/bandeja), em substrato de fibra de coco (figura 1C).

Da quantia inicial de 11.500 sementes, somente 7.820 germinaram e foram
transplantadas. Apo6s 30 dias da semeadura, as plantulas foram levadas para o campo e
transplantadas em canteiros cobertos por mulching plastico, em espacamento de 10 cm entre
plantas e 20 centimetros entre fileiras, sob irrigacdo por gotejamento (figura 1D). No campo,
as plantas cresceram, floresceram e frutificaram, iniciando-se a colheita 60 dias ap06s o
transplante (figura 1E). Toda a colheita foi feita manualmente, retirando a planta toda do
campo devido a dificuldade da retirada dos frutos, que eram muito pequenos. Como o0 nimero
de plantas era muito elevado, estas foram colhidas em lotes de 12 plantas em sacos plasticos e
levadas para a retida dos frutos no galpéo da empresa (figura 1F).
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Figura 1 - Mutagénese em tomateiro. A) tratamento das sementes com EMS a 0,5%; B) preparo das sementes
para a semeadura usando amido de milho para retirar o excesso de umidade; C) semeadura das
sementes em substrato composto por fibra de c6co; D) mudas transplantadas em canteiros no campo;
E) colheita das plantas em lotes de 12 individuos em cada saquinho; F) plantas armazenadas em

galpdo
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Terminada a colheita, os frutos foram separados das plantas e colocados em saquinhos
separados contendo cada lote, cuja soma totalizou 350 kg frutos (figura 2A), os quais
posteriormente passaram por uma lavagem inicial para retirar o excesso de material vegetal,
terra e outros residuos. A retirada das sementes foi feita por maceracdo manual dos frutos e
retirada da polpa destas (figura 2B). Feita a extracdo das sementes, estas foram colocadas em
pequenas bolsas de nylon (figura 2C) e colocadas em solucdo de pectinase (2 mL/L) por 6
horas para retirada do excesso de mucilagem.

Depois desse periodo, as sementes foram lavadas em agua e colocadas por 10 minutos
em soluc@o de hipoclorito (solucdo comercial de 10%) na concentragcdo de 10 mL/L. As
sementes foram entdo colocadas em no secador com ventilacdo forcada, a 30 °C por 24h
(figura 2D) e depois colocadas em envelope de papel (figura 2E).

No total foram transplantados no campo 7.820 individuos da geragdo M1, dos quais
perto de 6.180 mostraram-se férteis, sendo que estes compuseram 503 lotes de sementes M2,

oriundos de 12 plantas cada um (figura 2F).
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Figura 2 - Mutagénese em tomateiro. A) lotes com frutos de 12 plantas cada um; B) retirada das sementes dos

frutos, por meio de esmagamento manual em recipientes com agua; C) sementes de cada lote em
bolsas de nylon, sendo preparadas para o tratamento com pectinase e hipoclorito de sddio; D)
secagem das sementes com ventilagdo forcada, a 30 °C por 24h; E) sementes secas e prontas para
armazenamento; F) sementes oriundas de 12 plantas, armazenadas em saquinhos de papel,

totalizando 503 lotes
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2.2.2 Desenvolvimento do sistema para selecao das plantas tolerantes ao Cadmio

Uma das partes mais dificeis deste trabalho foi a selecdo das plantas tolerantes ao
Cadmio. Para efetuar uma selecdo com sucesso foi necessario considerar varios fatores, tais
como a idade das plantas, meio para o crescimento com o metal, nutricdo, época de avaliacéo,
caracteres usados como parametro de avaliacdo, entre outras. A maior dificuldade, de forma
geral, consistiu na necessidade de utilizarmos um nimero muito elevado de plantas da
geracdo M2, o qual chegou a 10.000 plantas nesta primeira etapa. Para esse proposito,
inicialmente foram testadas varias alternativas para o crescimento das plantas, tal como sera

descrito a seguir.

2.2.2.1 Avaliagdo das plantas em areia: grande parte dos trabalhos com Cadmio tem usado a
areia para o crescimento das plantas, devido ao fato de este ser um substrato com pouca ou
nenhuma interagcdo com esse metal. Alguns testes iniciais foram realizados, obtendo-se bons
resultados das plantas no aparecimento dos sintomas por toxidez ao Cadmio. Porém, foram
identificados dois problemas que inviabilizaram a realizacdo da selecdo dos tolerantes em
areia. O primeiro deles é relativo a dificuldade operacional do transplante de 10.000 plantas
na areia, além da dificuldade em garantir as mesmas condicdes de distribuicdo de agua,
nutrientes e do proprio metal neste substrato. O segundo problema esta relacionado com a
quantidade de residuo que seria gerado, pois ndo seria possivel descontaminar o total de

aproximadamente 500 kg de areia que seriam utilizados no experimento.

2.2.2.2 Avaliacdo das plantas em meio de cultura: Uma das formas de selecionar plantas
tolerantes ao Cadmio seria germinar as sementes as sementes em meio de cultura com Agar,
sais, vitaminas e o proprio metal. Alguns testes foram feitos para verificar a viabilidade da
utilizacdo deste método, usando o meio de Murashige e Skoog (1962). No entanto, embora a
germinacdo tenha sido satisfatoria neste sistema de cultivo, foi observado o problema de
tombamento das plantas logo a apds a germinacdo, levando a grande perda de individuos.
Outro problema identificado no cultivo em meio de cultura foi a dificuldade no controle das
contaminacdes do meio por microrganismos. Mesmo trabalhando em condigdes assépticas,
ocorreram contaminagdes em 5-10% dos meios usados, 0 que poderia levar a perda de plantas

tolerantes antes mesmo de sua identificacao.
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2.2.2.4 Avaliacao das plantas em hidroponia: O cultivo em hidroponia vem sendo utilizado
em diversas culturas, especialmente para as hortalicas. Este sistema permite grande
uniformidade das condic6es de nutricdo das plantas, facilitando também a adi¢do de metais na
solugdo nutritiva. Assim, realizamos alguns testes iniciais com o cultivo da cv MT em
hidroponia, usando solucdo de Hoagland e Arnon (1950), com algumas adaptagdes para
tomateiros. Diversas variaveis tiveram que ser ajustadas, tais como tamanho adequado das
plantas para o transplante em hidroponia, concentragcfes dos sais a ser utilizada, pH adequado
para maior disponibilidade do metal em estudo e toda estrutura necessaria para oxigenacao da
solucdo e suporte fisico para as plantas.

Depois de vérios experimentos preliminares, observamos que para o cultivo em
hidroponia era necessario fazer com que as plantas passassem por uma pré-adaptacdo a
solugdo nutritiva, cultivando as plantas em 10% da concentracéo total de sais de Hoagland e
Arnon (1950). Apés um periodo de 7 dias, as podiam ser transplantadas para solugdo com
25% de Hoagland e Arnon, sem que estar sofressem estresse pela concentracdo de sais. Todas
as avaliacGes foram feitas usando a solucédo de Hoagland e Arnon a 25% de sua concentracao
original. Para possibilitar o cultivo de um nimero de elevado de plantas, optamos por fazer a
selecdo em plantulas com 30 dias de cultivo, estagio o qual os tomateiros possuem de 3 a 4
folhas jovens. Com isso, foi possivel adensar as plantas sem prejudicar o desenvolvimento
dentro do periodo escolhido para a selecéo.

Uma vez ajustados o sistema de cultivo, a concentracdo de sais na solugéo e o estagio
de avaliacdo, foi necessario escolher a dose de Cadmio para a selecdo. Para isso, foi realizado
um experimento com doses crescentes de CdCl, (0, 5, 10, 25, 50, 75, 100, 200 uM CdCl,),
através do qual foi escolhida a dose de Cadmio para este trabalho (figura 3). O critério
adotado foi selecionar a dose que reduzisse em 50% o crescimento das plantas nesta fase,
mostrando sintomas de toxidez (clorose nas folhas jovens) em até 10 dias de exposi¢do ao Cd

na solucdo nutritiva. O pH de todos os ensaios foi ajustado para 6,0 + 0,2.
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Figura 3 - Curva de dose-resposta para toxidez por Cd de plantas de tomateiro sob cultivo em hidroponia.

Escolha da dose através da avaliagdo dos sintomas de clorose nas folhas jovens e redugdo geral no

crescimento

Por meio deste experimento foi possivel observar que mesmo a menor dose que foi de
5 uM de CdCl, foi capaz de afetar o desenvolvimento das plantas. Ja as doses mais elevadas
de 100 e 200 uM de CdCl, causaram muita toxidez nas plantas, ndo sendo adequadas para o
uso no trabalho. A dose de Cd que apresentou os melhores resultados foi a de 25 uM de
CdCl,, a qual mostrou sintomas visuais bastante claros em 10 dias, sendo que tais sintomas
comegaram a aparecer com 4 dias de exposicdo ao metal. As plantas deste experimento foram
deixadas para crescer nestas concentraces de Cd por mais 20 dias (até o inicio do
florescimento), periodo no qual observamos que a dose de 25 puM de CdCl, também foi
aquele que reduziu em 55,13% o crescimento das plantas, sendo proxima de 50% de reducéo
que era o valor desejado. Finalmente, esta concentracdo de Cadmio foi escolhida para

selecionar as plantas tolerantes.

2.2.3 Germinacdo e transplante

A semeadura das progénies M2 foi feitas nas proprias bandejas, onde cada uma
recebeu 2 lotes vindos de 12 progénies M2, totalizando 300 sementes ao todo (figura 5A).
Como ja era esperado, perto de 50 a 100 sementes destas 300 ndo germinaram ou foram
inviaveis, sendo assim transplantadas entre 200 e 250 plantas em cada bandeja de hidroponia.
O substrato usado para a germinacgao foi composto de vermiculita e Basaplant® na proporgao
de 1:1. As plantas foram irrigadas diariamente de forma manual e permaneceram neste

substrato por 15 dias, quando entdo foram transferidas para a hidroponia, passando
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inicialmente pelo processo de adaptacdo aos sais da solucdo nutritiva, conforme descrito

anteriormente.

2.2.4 Estrutura de cultivo para a selecéo de tolerantes

Como este trabalho ndo apresenta precedente, foi necessario desenvolver uma
metodologia de cultivo em grande escala, a qual tornasse viavel selecdo a avaliacdo de
aproximadamente 10.000 plantas de uma sé vez. Quanto mais plantas M2 fossem avaliadas,
maiores seriam as chances de obtermos uma planta tolerante ja na primeira rodada de selecéo.
Neste ponto surgiu mais um problema que era relativo a dificuldade de colocar 10.000 sob
cultivo em hidroponia. Depois de alguns testes usando espuma fenolica, placas de isopor
colocar com espumas e espumas de baixa densidade para dar suporte as plantas, encontramos
um material alternativo que nos pareceu adequado para este proposito. Tal material era
constituido de polietileno expandido com 4 mm de espessura, adicionado de uma folha de
papel aluminio em uma das faces.

Este material feito de polietileno expandido possuia a espessura adequada para dar
suporte as plantas sem danifica-las, além de flutuar muito bem, o que o tornou muito
adequado para o sistema de hidroponia. A folha de aluminio aderida a um dos lados foi usada
com sucesso para 0 proposito de evitar a passagem de luz para as raizes. Essa manta de
polietileno expandido podia também ser facilmente cortada e moldada para qualquer
recipiente, podendo-se fazer pequenos cortes em seus bordos, 0 quais servem para dar suporte
ao caule das plantulas desde que estes tenham diametro de até 5 mm, como demonstrado na
figura 4. Com isso, o cultivo das plantas pode ser feito em bandejas de plastico cobertas por
sacos pretos para evitar a entrada de luz. Por fim, a oxigenacdo da solucao nutritiva foi feita
usando um compressor de ar adaptado ao um sistema de tubulacdo de PVC, do qual
derivavam mangueiras de plastico com pedras porosas nas pontas. Essas pedras de uso
comuns em aquarios foram usadas para reduzir o tamanho das bolhas de ar e aumentar a
quantidade destas na solucdo (figura 5B).

Para melhor aproveitamento do espaco, a manta de polietileno expandido foi cortada
em pedacos de 350 x 50 mm (comprimento e largura), fazendo-se pequenos cortes de 15 mm
em ambas as laterais, espacados em 25 mm entre si, 0s quais foram usados para dar suporte as
plantulas. Cada pedago deste material tinha capacidade para receber 24 plantulas, totalizando
264 individuos por bandeja, dos quais 24 foram usados para dar suporte aos controles nao

mutantes e 240 usados para colocar as plantas M2 vindas da mutagénese. Para o transplante,
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as raizes foram cuidadosamente lavadas e cada plantula foi acondicionada na manta de

polietileno expandido
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Figura 4 - Sistema de suporte flutuante de polietileno expandido para cultivo de plantulas em solugdo nutritiva.
Este material pode ser cortado em varios formatos conforme o recipiente a ser utilizado. Em geral,
uma manta de polietileno expandido com 4 mm espessura é suficiente para dar suporte e manter a
flutuacdo do sistema. A) face superior de cor clara e fosca. O uso de materiais muito brilhantes pode
gerar estresse por excesso de luz; B) face inferior aluminizada impedindo a passagem de luz; e C)
pequenos cortes nas laterais usados para dar suporte as plantulas, mantendo as raizes no escuro em

contato com a solucéo, possibilitando o livre desenvolvimento da parte aérea
2.2.5 Mutacdes marcadoras

A montagem dos lotes contendo progénies de 12 plantas M1 seguiu o planejamento
relativo ao nimero de plantas que seriam avaliadas em M2. Considerando que foram
semeadas 150 sementes M2 de cada lote, sendo que estas representam a progénie de 12
plantas M2, teriamos uma amostra de 12,5 sementes por planta. Supondo que tenha ocorrido
uma mutacdo recessiva em uma determinada planta da geracdo M1, esta mutacdo apareceria
em propor¢cdes mendelianas de aproximadamente 3 recessivos para cada lote 150 plantas
(considerando que haja segregacdo de 9 dominantes para 3 recessivos em M2, o que €
equivalente a proporc¢éo de 3:1).

Como ja era esperado, foram geradas varias outras mutacdes as quais apareceram no
plantio das sementes M2 para a selecdo. Por meio da frequéncia de aparecimento destas
mutacdes foi possivel avaliar se o processo de mutagénese foi feito de forma adequada e se 0
planejamento para a selecdo seguira 0 modelo esperado. De fato, encontramos varios novos

mutantes, 0s quais apareceram em quantidades de 1, 2 ou 3 plantas cada um deles.
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O aparecimento dos mutantes mostrados serviu como referencia para confirmarmos
que a mutagénese foi realizada com sucesso, e que o planejamento e dimensionamento do
cultivo para a selecdo dos tolerantes foram adequados. Assim, o préximo passo foi

efetivamente selecionar as plantas potencialmente tolerantes ao Cadmio.

2.2.6 Determinacéo de proteina de tecidos de folhas e raizes

As concentracdes das proteinas sollveis totais nos extratos foram determinadas
utilizando-se 0 BSA (soro albumina bovina) como padrdo e utilizando-se do método de
Bradford (1976).

2.2.7 Perfil de proteinas (SDS-PAGE)

O perfil proteico de folhas e raizes foi avaliado em gel desnaturante SDS-PAGE,
conforme metodologia descrita por (LAEMMLLI, 1970).

2.2.8 Delineamento experimental e analises estatisticas

Os experimentos para avaliar o indice de Tolerancia e massa seca e perfil de proteinas,
foram realizados em delineamento fatorial inteiramente casualizado. Todos os tratamentos
continham 3 repeticbes compostas de 2 plantas por parcela. Os dados foram submetidos a
Anélise de Variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade e erro. Os parametros dos modelos, tais como homogeneidade de variancias e
distribuicdo normal dos residuos, foram checados usado o teste de Bartlett (BARTLETT,
1937) e Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965). Todas as analises foram realisadas usando o

software R versdo 2.14.2.
2.3 Resultados e Discusséo
2.3.1 Selecdo de mutantes tolerantes ao Cadmio
Uma vez que toda a estrutura para o cultivo das plantas em hidroponia estava montada

e 0 planejamento feito, procedemos com o transplante das plantas para a sele¢cdo. Cada

bandeja recebeu aproximadamente 200 plantas M2 com 15 dias de idade, totalizando pouco
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mais de 10.000 plantas avaliadas nesta etapa. As bandejas de crescimento tinham 10 litros de
solugdo de Hoagland e Arnon (1950) cada uma, sendo utilizado o total de 500 litros de
solucdo em cada semana, para as 50 bandejas disponiveis (figura 5D). Devido ao grande porte
desta selecdo, a semeadura e transplante foram feitos de forma escalonada ao longo de duas
semanas, de modo que as aplicacbes de CdCl, também seguiram este esquema.

Apbs uma semana de adaptacdo no sistema de hidroponia, procedemos com a troca da
solugdo nutritiva e a aplicacdo de 25 uM de CdCl, em cada bandeja. Todas as plantas foram
acompanhadas pelo periodo de 10 dias, avaliando-se o0 aparecimento de sintomas de toxidez
ao Cd, que neste caso foi a clorose nas folhas jovens (figura 5D).

Com menos de 10 dias ap6s a aplicacdo do Cd, ja foi possivel observar o aparecimento
de sintomas nas plantas. Contudo, uma das maiores dificuldades foi realizar a propria selecéo
das plantas, pois 0 material oriundo de mutagénese por si ja era pouco uniforme e por esse
motivo havia muitas plantas menores do que o tamanho adequado para a avalia¢do. Isto foi
um problema porque quanto menor a planta, mais fortes eram os sintomas observados nelas, o
que poderia levar a perda de um possivel tolerante caso ele fosse uma destas plantas. Para
reduzir este viés, separamos as plantas em tamanhos similares para compara-las dentro de um
mesmo padréo.

A avaliacdo diaria das mais de 10.000 plantas M2 foi bastante onerosa, pois era
necessario olhar com muita atencdo cada uma delas. Quando uma planta sem sintomas era
identificada, imediatamente ela era marcada com caneta e sua posicdo na bandeja era
esquematiza (figura 5E).

Deste total de pouco mais de 10.000 plantas avaliadas, 28 delas foram selecionadas
como potencialmente tolerantes, sendo numeradas como Cdl até Cd28 e transferidas para
uma bandeja com maior espacamento entre elas (figura 5F). Nestas bandejas, as 28 plantas
cresceram até gerar frutos e sementes, as quais deram origem a geracdo M3 ou progénies M3.
Das 28 plantas selecionadas, 5 mostraram-se inférteis e ndo produziram sementes. Assim, no
total obtivemos 23 progénies M3 para nova avaliacdo de tolerancia. Porém, a quantidade de
sementes produzidas por cada planta foi muito pequena, ficando entre 2 a 36 sementes no
total de cada planta. O resumo da quantidade de plantas obtidas em cada etapa da selecdo €

apresentado na tabela 1.



Tabela 1 - Namero de individuos obtidos em cada uma das etapas da selegdo de mutantes tolerantes ao Cd
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Etapas do processo de selecao Totais
Sementes mutagenizadas 11.500
Plantas M1 obtidas 7.820
Plantas M2 férteis 6.180
Lotes contendo sementes de 12 progénies M2 503
Progénies M2 avaliadas 1.200
Total aproximado de individuos M2 avaliados 10.000
Plantas M2 selecionadas como potenciais tolerantes 28
Plantas selecionadas e inférteis 5
Progénies M3 avaliadas para confirmacéo de tolerancia 23
Progénies M4 tolerantes selecionadas para avaliacéo 1
Outros mutantes selecionados 4
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Figura 5 - Selecdo de mutantes tolerantes ao Cd. A) semeadura e desenvolvimento das plantulas em bandejas
contendo substrato; B) transplante para sistema de hidroponia com aeracgao realizada por meio de
mangueiras acopladas a pedrinhas porosas de aquario; C) desenvolvimento de mais de 10.000 plantas
M2 no sistema de hidroponia; D) aparecimento de clorose nas folhas devido a aplicagdo do Cd (25
MM de CdCl,); E) identificacdo de mutantes com auséncia de clorose nas folhas; F) desenvolvimento

das plantas selecionadas em solucdo nutritiva sem a presenca de Cd
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2.3.2 Avaliacao das progénies M3 potencialmente tolerantes

Do total de mutantes selecionados, somente a progénie Cd23 mostrou-se
sensivelmente mais tolerante que as plantas ndo mutantes. Porém, as plantas M3 desta
progénie ndo apresentaram uniforme quanto a tolerancia, pois de um total de 25 individuos,
11 mostraram pouco ou nenhum sintoma de toxidez ao Cd e os outros 14 mostraram sintomas
leves (figura 6). Uma das explicacGes possiveis é que a planta Cd23 M2 seria heterozigota
para a mutagdo ou mutacBes que levaram a tolerancia, e por isso a caracteristica estaria
segregando, embora ndo em propor¢cdes mendelianas, provavelmente pelo ndmero de 25
plantas ser pequeno. Porém, ainda ndo sabemos se a tolerancia do mutante Cd23 é decorrente
da presenca de uma ou mais mutacdes (monogénica ou poligénica), ndo sendo possivel
comprovar essa hipotese no presente momento. Por esse motivo, quando mencionamos a
expressdao "mutante Cd23" estamos nos referindo a planta mutante e ndo a uma unica
mutacéo.

Outra caracteristica identificada ¢ que o mutante Cd23 ndo se desenvolve tdo bem
como a cv MT usada como controle ndo mutante, 0 que pode ser obervado na figura 6, na
qual fica evidente que as plantas da progénie Cd23 sd@o menores que o controle, embora
apresentem menos sintomas. Isto provavelmente ocorre devido ao escape de outras mutacoes
que ainda nao foram eliminados pelo sistema de selecdo, fato ainda corriqueiro em todos os
procedimentos de mutagénese e selecdo (AZEVEDO; ARRUDA, 1995). Por esse motivo
futuramente serd necessario realizar o processo de "limpeza genética” por meio de
retrocruzamentos, para tentar isolar o(s) mutante(s) e eliminar a provavel carga genética das

plantas.
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Figura 6 - Plantas da progénie Cd23 M3 (esquerda) mostrando poucos ou nenhum sintoma de tolerancia a 25 uM

de CdCl,, comparadas com o controle ndo mutante apresentando sintomas de clorose nas folhas

jovens. Barra =50 mm

2.3.3 Confirmacao de tolerancia do mutante Cd23

Para a confirmacdo de tolerancia do mutante selecionado, foi montado um novo
experimento para avaliar a taxa de crescimento em um periodo determinado, assumindo gue,
em Ultima analise, o crescimento seria o principal parametro de tolerancia considerado.

Foram usadas a progénie Cd23 M4 e o controle ndo mutante (cv MT), os quais foram
semeados em substrato e transplantados para hidroponia, conforme descrito no item 2.2.3. A
Unica diferenca é que desta vez as plantas foram acondicionadas em placas de isopor com o
auxilio de pequenos pedagos de espuma. O espagamento utilizado foi de 60 x 60 mm, sendo
consideradas 4 repeti¢cdes compostas por parcelas de 2 plantas, dispostas em delineamento
inteiramente casualizado. Foram coletadas 4 repeticdes de cada gendtipo para estimar a massa
seca no tempo inicial (msp), a qual foi usada para subtrair do valor final da massa seca de cada

tratamento.
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As plantas cresceram por 7 dias em solucéo contendo 0, 25 e 100 uM de CdCl,, sendo
entdo coletadas e desidratadas até massa seca constante, dada em mg/planta. O indice de

tolerancia para cada dose de Cd foi estimado usando a formula:

(mel. Cadmio — mso)

IT =
(me Controle — mso)

Onde:

IT = Indice de Tolerancia

MSf, caamio = Massa seca final da i-ésima planta exposta ao Cd
MSf controte = Massa seca média final das plantas controle

ms, = Massa seca média inicial das plantas

Os valores de IT podem variar de 0 até 1, onde 0 indica a maxima sensibilidade e 1
indica a maxima tolerancia. Tal indice sera discutido no proximo capitulo. Na figura 7A
podemos notar que as plantas mutantes crescem naturalmente menos em relacdo ao controle,
apresentando menor massa seca em relacdo a este na dose 0 uM de CdCl,. Porém, quando
Cd23 e MT séo expostos ao Cd € possivel observar que hd uma tendéncia de menor reducao
da massa seca no mutante Cd23, quando este € comparado com seu controle e com o controle
ndo mutante (figura 7A). Contudo, as principais diferencas em resposta ao Cd sé aparecem
quando calculamos o Indice de Tolerancia para cada genotipo exposto as diferentes doses
deste metal, onde fica mais evidente que o mutante Cd23 leva uma pequena vantagem sobre a
cv MT ndo mutante (figura 7B).

Em ambas as doses de Cd (25 e 100 uM de CdCl,), o mutante Cd23 apresentou IT
significativamente maior que o controle ndo mutante (figura 7B). Isso aconteceu porque este
indice leva em consideracdo a taxa de crescimento per se de cada gendtipo, e como foi
mostrado na figura 7A, o mutante Cd23 embora cresga menos que o controle, é menos afetado
pelo Cd, apresentando menor reducao relativa em seu crescimento. Com base nisso, podemos

classifica-lo como sendo um mutante mais tolerante ao Cd.
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Figura 7 - Acimulo de massa seca e IT da cv MT e do mutante Cd23. A) reducdo na massa seca do mutante

Cd23 e da cv MT em relacdo a doses crescentes de CdCl,. Nota-se que a massa seca de Cd23 é

significativamente menor que a da cv MT, na auséncia de Cd; B) indice de Tolerancia de Cd23 e MT

para as diferentes doses de Cd, evidenciando melhor desempenho do mutante em presenca deste

metal. Letras mailsculas diferentes no topo das colunas indicam que as médias de um mesmo

gendtipo entre os tratamentos, diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade de erro. Letras minGsculas diferentes no topo das colunas indicam que as médias entre

genotipos de um mesmo tratamento, diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade de erro
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2.3.4 A tolerancia do mutante Cd23

Uma vez que obtivemos um mutante de tomateiro com resposta diferenciada ao Cd,
precisamos agora que entender o que torna essas plantas mais tolerantes. Varias abordagens
poderiam ser usadas, mas nesse primeiro momento vamos avaliar de forma geral as alteracdes
no metabolismo das plantas, por meio do estudo do perfil proteico de folhas e raizes do
mutante Cd23 e do controle ndo mutante (cv MT), na auséncia e presenca de Cd. Supondo a
hip6tese de que foi gerada carga genética nas plantas mutantes, estudos em nivel molecular e
bioquimico mais aprofundados sé seriam justificados apds o processo de "limpeza genética"
por meio de retrocruzamentos, o qual estd em andamento. Contudo, as alteracdes de maior
magnitude em nivel de expressdo génica e/ou ativacdo e inativagdo de genes, seja devido a
presenca de carga genética ou alteracbes decorrentes da propria tolerancia, podem ser
observadas por meio da alteracdo na quantidade e qualidade de proteinas de ambos 0s
genotipos estudados (MT e Cd23).

2.3.5 Perfil de proteinas (SDS-PAGE)

Conforme exposto acima, a desuniformidade no desenvolvimento das plantas mutantes
Cd23 seria devida a presenca de carga genética, o que pode prejudicar a avaliacdo precisa do
impacto real desta(s) mutacao(des) sobre a tolerancia das plantas. Para verificar essa hipdtese
e avaliar as diferencas de maior magnitude, fizemos uma avaliacdo do perfil proteico de
folhas e raizes do mutante Cd23 e do controle MT, ambos expostos as doses de 25 UM de
CdCl,, considerando que esta dose proporciona perto de 50% de reducdo no crescimento das
plantas (figura 7A).

Na figura 8 é possivel observar claramente varias alteracdes no perfil de proteinas
entre a cv MT e o mutante Cd23, tanto em folhas como em raizes. As principais variacdes sao
relativas a variagdes na expressdo de algumas proteinas no mutante Cd23 e na cv MT. No
entanto, podemos notar que existem algumas diferencas qualitativas entre as proprias
proteinas, principalmente me folhas do Cd23, onde aparece pelo menos uma nova banda no
mutante Cd23, a qual ndo existe na cv MT. Outro resultado interessante é em relacdo ao perfil
proteico nas raizes. No caso do mutante Cd23 notamos que a distribuicdo de proteinas de
raizes ao longo do gel aparece "borradas”. Este padrdo geralmente é encontrado em tecidos
sob estresse por metal, podendo ser causado pela degradacdo de parte das proteinas da

amostra, pelo prépria presenca do metal. Assim, para realizar mais aprofundados sobre os



46

mecanismos de tolerancia do mutante Cd23 sera necessario realizar o processo de “limpeza

genética” neste mutante, para isolar o efeito alteragdo genética responsavel pelo aumento de

toleréncia ao Cd nessas plantas de tomateiro.

Folhas Raizes

P
MT Cd23 MT Cd23
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—_— ey ¥

Figura 8 - Perfil proteico de folhas e raizes do mutante Cd23 e cv MT, em SDS-PAGE (P = Padrdo), cujas
plantas foram expostas a 25 uM de CdCl, por 7 dias. E possivel observar varias diferencas no padréo
de proteinas de folhas e raizes entre Cd23 e MT, sendo as principais delas relativas & mudanca de

intensidade nas bandas. Contudo, podemos também encontrar diferencas entre os proprios tipos de

proteinas encontrados entre Cd23 e MT. * Inducdo de nova banda
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2.4 Consideracdes Finais

A metodologia usada neste trabalho para selecdo de mutantes com respostas
diferenciadas a metais pesados, foi eficiente para selecionar um mutante de tomateiro
tolerante ao Cd, o qual chamamos de Cd23. O mutante Cd23 apresentou grande variagdo na
taxa de crescimento, provavelmente devido a segregacdo dos demais genes afetados pelo
processo de mutagénese, 0s quais compdem a carga genética deste mutante. Algumas das
alteracbes em nivel de proteinas, causadas pelo processo de mutagénese, puderam ser
observadas pelo estudo do perfil proteico do mutante Cd23 e da cv MT. Esta avaliagcdo
mostrou a ocorréncia de diversas alteragcbes tanto na quantidade quanto na qualidade das
proteinas de Cd23 e MT, o que ajuda a explicar a magnitude das diferencas de
desenvolvimento observadas, além de comprovar a prépria ocorréncia de mutacbes no DNA
do mutante selecionado. Embora o mutante Cd23 naturalmente se desenvolva menos que o
controle ndo mutante na auséncia de Cd, o IT mostrou que Cd23 possui um grau de tolerancia
significativamente maior que a cv MT, quando ambos séo expostos a diferentes doses de Cd.

Com relacdo a metodologia desenvolvida para a selecdo de mutantes em sistema de
hidroponia, consideramos que esta foi eficiente para cultivar um grande nimero de plantas
por unidade de area. Porém, este método de selecdo sé permite o cultivo e selecdo de plantas
em larga escala desde que estas sejas realizadas nas fases iniciais do crescimento de cada
espécie. Assim, este sistema pode ser usado com eficiéncia para o cultivo e selecdo de
plantulas tolerantes a outros metais pesados em diversas espécies, cujas plantulas possam ser
fixadas na manta de polietileno expandido. Para tanto, € necessario considerar 1) a solucéo
nutritiva e pH adequados para o crescimento de cada espécie; 2) 0 espacamento em que as
plantulas serdo cultivadas; 3) a dose do metal pesado gque causa sintomas nas plantulas em
determinado estagio de avaliacdo; 4) os sintomas caracteristicos de toxidez para cada metal
em relacdo a espécie a ser estudada, bem como 5) o tempo de exposicdo para que estes
sintomas aparecam. Além disso, este € um sistema que minimiza a quantidade de residuos
gerados, bastando deixar a solu¢do nutritiva secar para coletar o residual de metais e sais
precipitados.

Finalmente, podemos concluir que o sistema de cultivo e selecdo utilizado neste
trabalho, foi satisfatério para identificar e selecionar plantas de tomateiro tolerantes ao Cd.
Porém, a elevada carga genética gerada no mutante selecionado fez com que as plantas se
mostrassem bastante desuniformes nos experimentos realizados, impossibilitando uma

conclusdo definitiva sobre o grau de tolerancia do mutante Cd23. Tal estudo s6 podera ser
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concluido apds o processo de isolamento desta mutacdo (ou mutacdes), por meio de

retrocruzamentos com as plantas ndo mutantes da mesma cultivar (cv MT).
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3 PARAMETROS PARA DETERMINACAO DE TOLERANCIA AO CADMIO EM
CULTIVARES DE TOMATEIRO

Resumo

A resposta de plantas aos metais pesados tem sido cada vez mais estudada em
decorréncia do aumento dos problemas relacionados a contaminacdo de solos por esses
metais, podendo ocasionar quedas na produtividade e qualidade dos alimentos, além dos
riscos relacionados ao consumo destes. No entanto, a maior parte das pesquisas envolvendo
metais como Cd tém sido voltadas paras as respostas fisioldgicas e bioquimicas das plantas a
este metal, sendo escassos trabalhos com foco na toleréncia a este elemento. Mais escassos
ainda, sdo os estudos de tolerancia voltados as hortalicas, grupo este de plantas alimenticias,
em que a probabilidade de ocorréncia de contaminacdo por Cd € elevada. Desta forma,
visando determinar parametros para o estudo de tolerancia ao Cd em tomateiro, que além
representar uma das hortalicas de maior importancia econdmica no Brasil e no mundo,
representa também uma planta modelo, avaliou-se 5 cultivares geneticamente distintas de
tomateiro, submetendo-as a 8 doses de CdCl, em solu¢do nutritiva, por meio da taxa de
crescimento, medida pelo incremento de massa seca; 0 acumulo de Cd nos tecidos e a clorose
nas folhas. Nossos resultados evidenciaram que houve resposta diferenciada em relacdo a
maior tolerancia e sensibilidade ao Cd pelas cultivares. Com base nos dados de massa seca,
foi possivel elaborar um indice de Tolerancia (1T), o qual mostrou-se bastante eficiente para
identificar as diferencas de tolerancia ao Cd, das cultivares de tomateiro. O IT foi mais
eficiente quando calculado para as plantas submetidas as doses que reduzem em
aproximadamente 50% o crescimento destas. Observamos também que as principais variacoes
no padrdao de acumulo de Cd sdo decorrentes da retencdo deste metal nas raizes. Este padrao
de acimulo foi similar ao verificado na magnitude de variacdo entre os ITs e a taxa de
crescimento das raizes, evidenciando que estes fatores devem estar associados. Por outro lado,
a ocorréncia sintomatica de clorose nas folhas ndo foi eficiente para identificar genotipos de
tomateiro mais tolerantes ao Cd. Finalmente, o somatdrio destes resultados sugere que as
principais diferencas de tolerancia entre as cultivares sejam devidas a mecanismos de
tolerancia envolvendo principalmente o sistema radicular dos tomateiros.

Palavras-chave: indice de tolerancia; Clorose; Metais pesados; Diversidade genética

Abstract

Plant response to heavy metals have been studied due to the increasing problems
related to soil contamination by these metals, which can cause yield losses, reduction in food
quality, and risks related to its consumption. However, most research involving metals such as
Cd has been directed to biochemical and physiological responses of plants to this metal, but
there are few studies focused on its tolerance. Studies involving other vegetables tolerance are
rare, although plants such as tomato and similar vegetables are very affected by soil
contamination with Cd. The objective of this study was to determine parameters to study Cd-
tolerance in tomato, which is economically one of the most important vegetable crops in
Brazil and in the world. Additionally, tomato is an important plant model. Then, we evaluated
five genetically distinct cultivars, growing in eight doses of CdCl, in the nutrient solution. We
evaluated the growth rate, measured by the increase of dry mass, Cd accumulation in tissues
and leaf chlorosis. Our results indicated that each cultivar responded differently to Cd, since
we identified cultivars more tolerant to this metal than others. Based on the data of dry matter,
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it was possible to develop a Tolerance Index (TI), which was very effective for identifying
differences in Cd-tolerance among the tomato cultivars. The TI was more effective when
calculated the dose which causes plant growth reduction of approximately 50%. We also
observed that the main variations in the pattern of Cd accumulation were due to the retention
of this metal in the roots. This accumulation pattern was similar to that founded in TI
variation and growth rate of roots, showing that these traits may be associated. The symptoms
of leaf chlorosis was not efficient to determinate a Cd-tolerance rank among tomato cultivars.
Finally, these results suggest that the main differences in Cd-tolerance in tomato plants are
related to tolerance mechanisms of plant the root system.

Keywords: Tolerance index; Chlorosis; Heavy metals; Genetic diversity

3.1 Introducéo

O conhecimento da interacdo entre plantas e metais pesados € importante ndo s6 em
termos de preservacdo ambiental, mas também para reduzir os riscos decorrentes da
introducdo destes metais na cadeia alimentar (BENAVIDES; GALLEGO; TOMARO, 2005).
Tal interacdo pode ser entendida como a capacidade de uma especie vegetal de absorver e
acumular um determinado metal, associada a magnitude dos efeitos causados por este, em
termos de desenvolvimento, distdrbios no metabolismo e, em Gltima analise, sobre a prépria
capacidade da espécie em completar seu ciclo reprodutivo. Se pensarmos nestas espécies
como sendo culturas agricolas, podemos correlacionar os efeitos da interacdo entre metais e
plantas por meio do préprio impacto na produtividade destas, o que vai depender do grau de
tolerancia a metais pesados entre essas especies e entre cultivares de uma mesma especie.
Cultivares diferentes sdo geneticamente distintas entre si, sendo que tais divergéncias
genéticas compdem a variabilidade entre 0s acessos das espécies. Assim, espera-se que
plantas geneticamente diferentes possuam respostas distintas ao estresse causado por metais
pesados.

A maior parte dos trabalhos sobre a resposta de culturas agricolas a presenca de metais
pesados no solo tem o Aluminio como principal alvo de estudos. Ainda assim, sdo raras as
pesquisas voltadas para a avaliacdo de diferentes acessos de uma mesma espécie cultivada,
quanto a tolerancia desta ao referido metal. Dentre os trabalhos disponiveis, geralmente o foco
principal esta voltado para avaliacdo de tolerancia ao Aluminio entre acessos de grandes
culturas como trigo (STODART et al., 2007; ZHOU et al., 2007; HU et al., 2008; RAMAN et
al., 2009), cevada (GALLARDO et al., 1999; DAI et al., 2011; MA et al., 1997), centeio
(HEDE et al., 2002), feijdo-guandu (CHOUDHARY; SINGH; IQUEBAL, 2011), milho
(KHAN; McNEILLY, 1998), sorgo (RINGO et al., 2010), alfafa (NARASIMHAMOORTHY
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et al., 2007; PAN; ZHU; CHENG, 2008), soja (VILLAGARCIA et al., 2001), entre outras,
dada a relevancia deste metal como limitante da producdo agricola. Mais raros ainda séo 0s
trabalhos com outros metais, tais como o Cadmio (Cd), cuja importancia como contaminante
ambiental vem crescendo a cada ano, devido ao aumento nas atividades industriais (GRATAO
et al., 2005) e antrdpicas (OSKARSSON et al., 2004).
Embora existam varios estudos sobre o desenvolvimento de espécies vegetais expostas
ao Cd (HART et al., 1998; ARAO; SUGIYAMA; TAKAHASHI, 2003; WANG et al., 2011),
ainda entendemos pouco sobre a tolerancia das plantas a este metal, cujos estudos geralmente
s&o realizados usando plantas modelo como Arabidopsis thaliana (DOMINGUEZ-SOLIS et
al., 2004), Arabidopsis harelli (COURBOT et al., 2007), Medicago truncatula (SAEIDI;
RICKAUER; GENTZBITTEL, 2012), entre outras. A tolerancia pode ser estudada sob varios
aspectos, que englobam parametros fisiologicos e bioquimicos relacionados ao efeito do
estresse causado pelo Cd. Porém, quando estudamos conjuntamente varios genotipos de uma
mesma especie, podemos encontrar diferencas marcantes na morfologia de cada um deles, o
que muitas vezes limita a comparagdo entre cultivares. Outro fator a ser considerado € o
estagio fenoldgico das plantas. E natural que plantas adultas e bem desenvolvidas suportem
doses de um determinado metal bem mais elevadas que as doses que afetam as plantulas.
Além dos problemas encontrados em razdo das diferencas morfologicas entre cultivares,
temos que levar em consideracdo o proprio sistema em que as plantas sdo avaliadas. Quando
pensamos em estudos de toxidez de espécies cultivadas aos metais pesados, imediatamente
associamos o cultivo destas em um solo contaminado. De fato, a situacdo ideal para avaliagdo
das respostas de diferentes acessos a metais pesados seria o cultivo no proprio solo
contaminado com o metal de interesse. Por outro lado, ao passo que nos aproximamos da
situacdo real reduzimos as variaveis que podem ser controladas, tornando mais dificil ainda a
avaliacdo dos efeitos toxicos de um metal entre diferentes cultivares. Tal problema é ainda
mais acentuado quando trabalhamos com espécies tais como o tomateiro, o qual possui grande
variabilidade morfolégica embora sua base genética seja bastante restrita (MILLER;
TANKSLEY, 1990). Neste caso, o agrupamento de cultivares morfologicamente semelhentes
pode ajudar na avaliacdo quanto a tolerancia entre acessos, porém, isso acaba tornando mais
dificil ainda encontrar acessos que sejam contrastantes quanto a tolerancia a um determinado
estresse, pois reduzimos ainda mais a fracdo da diversidade genética disponivel para tal.
Se por um lado o tomateiro apresenta algumas limitacfes para tais estudos com tolerancia,
por outro temos que ele é considerado uma excelente planta modelo, tanto para pesquisas

basicas, quanto aplicadas (RICK; YODER, 1988). De forma geral, o tomateiro possui facil
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adaptacdo em uma ampla gama de ambientes, ciclo de vida curto, insensibilidade ao
fotoperiodo, alta fertilidade e homozigozidade, bom potencial produtivo, facilidade no
controle da polinizacdo e hibridacdo, condicdo dipléide com genoma relativamente pequeno
(950 Mbp) (ARUMUGANATHAN; EARLE, 1991; PETERSON; PEARSON; STACK,
1998), facilidade para regeneracao e reproducdo da planta inteira (McCORMICK et al., 1986;
FILLATTI, 1987), aptiddo para desenvolver haploides (ZAGORSKA et al., 1998) e
disponibilidade de uma ampla gama de mutantes (MENDA et al., 2004) e estoques génicos

incluindo espécies selvagens (http://tgrc.ucdavis.edu). Além disso, o0 tomateiro possui mapas

genéticos bem estruturados e altamente saturados (FOOLAD, 2007), sendo uma das poucas
espécies que retne esforcos de uma cooperacao internacional para sequenciamento de seu

genoma (http://www.sgn.cornell.edu). Além disso, os efeitos da toxicidade do Cd em

tomateiro tém sido estudados tanto em cultivares comerciais (LOPEZ-MILLAN et al., 2009),
quanto na cultivar modelo Micro-Tom (GRATAO et al., 2008).

Embora o tomateiro seja considerada uma importante planta modelo, praticamente néao
existem estudos sobre a tolerancia ao Cd desta espécie, sendo que a maior parte dos trabalhos
voltados para a avaliacdo de alteracdes fisiologicas e bioquimicas em resposta a exposicdo a
este metal. Finalmente, considerando a relevada importancia do tomateiro como cultura
agricola e planta modelo, este trabalho teve como objetivo determinar parametros para avaliar
a tolerdncia ao Cd entre diferentes cultivares, sendo tais parametros relacionados ao
desenvolvimento geral e capacidade de acimulo deste metal nas plantas, onde propomos a
utilizacdo de um indice de Tolerancia (IT), elaborado com o intuito de reduzir o possivel viés

causado pelas diferencas morfologicas dos acessos desta espécie.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Material vegetal

Foram usadas 19 cultivares de tomateiro oriundas de varias partes do mundo, cedidas
gentilmente pelo Sr. Etienne Vernet, coordenador da Kokopelli Seeds no Brasil. As amostras
de sementes foram multiplicadas em 2009, sendo obtidos lotes de sementes com a mesma
idade fisioloégica, mesma fitossanidade e mesmo potencial de germinacdo. As cultivares

usadas neste trabalho estdo listadas na tabela 1.


http://tgrc.ucdavis.edu/
http://www.sgn.cornell.edu/

Tabela 1 - Cultivares de tomateiro originarias de varios paises do mundo
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Cultivar

Origem

Azure (AZ)

Banana Legs (BL)

Calabash Rouge (CR)
Coeur de Boeuf Jaune (CBJ)
Corrogo (COR)

Early cherry (EC)

Géante D"Orenburg (GO)
High Country (HC)

Immune (IM)

Olena Ukrainien (OU)
Olirose de St Domingue (OD)
Persimmon (PE)

Prize of the Trial (PT)

Pusa Ruby (PR)

Sebastopol (SE)

Solymari (SO)

Tasty Evergreen (TE)
Tecoh Tepee (TT)

Tropic Two Orders (TTO)

Russia

Estados Unidos da América

México (Chiapas)

Estados Unidos da América (Virginia)
Senegal

Né&o informado

Russia (Sibéria)

Estados Unidos da América
Tchecoslovaquia

Ucrania

Haiti (St Domingue)

Russia

Estados Unidos da América

india

Estados Unidos da America (Califérnia)
Hungria

Né&o informado

Estados Unidos da América

Estados Unidos da America (Florida)

3.2.2 Estéagio de avaliacao e cultivo em solucéo nutritiva

Estudos preliminares mostraram que a avaliagcdo em estagio de plantula é bastante
adequada, pela facilidade na obtencdo de individuos uniformes e manuseio destes, somado a
vantagem da rapidez na instalacdo dos experimentos. Além disso, o tomateiro cresce
rapidamente, chegando a dobrar sua massa total em poucos dias de cultivo. As sementes das
cultivares foram germinadas em bandejas de germinacdo contendo 72 células, com
vermiculita expandida como substrato, o qual além de permitir uma boa retencdo de umidade
e aeracdo, pode ser removido facilmente das raizes, permitindo a lavagem sem causar danos
significativos nas mesmas. Toda a nutricdo na fase inicial de crescimento foi fornecida via
irrigagdo com solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) adaptada para tomateiros, & 10%

da concentracdo adotada para plantas adultas. Em aproximadamente 14 dias apo0s a
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germinacéo, as plantulas foram transferidas para hidroponia (pH = 6,0 £ 0,1), contendo 10%
da solucéo nutritiva total, sendo aumentada em mais 10% a cada dois dias (2°, 4° e 6° dias -
20%, 30% e 40%), sendo que no 7° dia, a solucéo foi trocada por outra contendo concentracao
de 50% do total de sais, acrescida de CdCl, em concentragdes apresentadas no item 3.2.3.

Todo o cultivo hidrop6nico foi realizado em bandejas de plastico revestidas com sacos
pretos, para evitar a entrada de luz. Cada bandeja recebeu 12 litros de solugdo nutritiva, a qual
foi aerada por meio de compressor com um sistema de mangueiras de ar comprimido,
acopladas a pequenas pedras porosas comumente usadas em aquarios ornamentais. As
plantulas foram acondicionadas em um suporte feito de placa de isopor, com a ajuda de
pequenos pedacos de espuma. O espagamento adotado foi de 80 x 80 mm entre plantas (64
cm?/planta).

Experimentos preliminares mostraram que um periodo de exposicdo ao Cd de 4 a 7
dias € suficiente para obter respostas diferenciadas a este metal, em termos de acimulo de
massa seca e estresse oxidativo. Por esse motivo, as avaliacbes foram feitas 7 dias apos a

aplicacdo do metal.

3.2.3 Curva de Dose-Resposta ao CdCl,

Inicialmente foi montado um experimento para a avaliacdo geral das 19 cultivares
deste trabalho, usando a dose de 50 puM de CdCl,. Contudo, somente 5 destas foram
selecionadas quanto a maior estabilidade morfolégica para a segunda etapa dos estudos,
evitando dessa forma possiveis viés nos resultados obtidos.

Para entendermos melhor a magnitude do efeito do Cd nas plantas, fizemos uma curva
de dose-resposta com as concentracfes de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 50 e 100 uM de CdCl,,
expondo plantulas de tomateiro (com 21 dias de idade) por 7 dias a este metal. Este
experimento foi composto das 5 cultivares pré-selecionadas (Calabash Rouge, Olena
Ukrainien, Olirose de St Domingue, Pusa Ruby e Solymari) com 3 repeticdes de 2 plantas por

parcela, em delineamento inteiramente casualizado.



59

3.2.4 Parametros avaliados

3.2.4.1 Massa seca e quantificacdo de Cd

Ao final dos 7 dias de exposi¢cdo ao Cd, as plantas foram lavadas em agua corrente e
acondicionadas em sacos de papel, sendo desidratas em estufa a 60 °C até massa constante.
No momento da aplicagdo, foram coletas 6 plantas de cada cultivar, as quais compuseram a
massa seca média do tempo zero (To) do experimento. As plantas foram pesadas
individualmente, avaliando-se a massa seca total, do sistema radicular e da parte aérea, sendo
posteriormente desidratadas e separadas em raizes, caules e folhas, e entdo preparadas para a
quantificacdo de Cd em cada tecido. A quantificacdo deste metal foi feita usando metodologia
analitica de espectrometria de emissdo Otica (ICP OES), em parceria com o Instituto de
Quimica da Universidade de Campinas (UNICAMP).

3.2.4.2 Determinacéo indireta de clorofila total (SPAD)

A terceira folha de cada planta, contando do apice para a base, foi analisada para a
determinacéo do teor de clorofila total, com o uso do aparelho portéatil SPAD 502 (MINOLTA
CORP. RAMSEY, NJ, EUA). Tais folhas ndo se encontravam completamente expandidas,
contudo, as avaliacGes preliminares indicaram efeitos mais evidentes de clorose neste estagio.
Foram feitas 3 leituras na porcdo mediana lateral (evitando as nervuras) do foliolo central de
cada folha, sendo a média destas leituras calculadas automaticamente pelo equipamento.
Todas as todas as 6 plantas que compunham os tratamentos foram mensuradas aos 7 dias apos

a aplicacdo do Cd.

3.2.5 Analises histologicas

Anélises anatbmicas por microscopia de luz foram realisadas no terco mediano do
foliolo terminal (R1) das terceiras folhas de 3 plantas de cada cultivar de tomateiro, a contar
do apice para a base, expostas as concentracdes de 0 e 50 uM de CdCl,. As amostras foram
fixadas em solucdo de Karnovsky (1965), seguida de desidratacdo crescente em série etilica
(20, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100%). Posteiormente as amostras foram inclusas em
resina de hidroxietilmetacrilato (LEICA-HISTORESIN) de acordo com as recomendagdes do

fabricante. Os blocos com as amostras foram cortados em secc¢des transversais com
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aproximadamente 5 pum de espessura em micrétomo rotativo. Os cortes foram corados com
azul de toluidina (0,05%) em tampéo fosfato e &cido citrico (SAKAI, 1973). Finalmente as
laminas histologicas foram confeccionadas em resina sintética (Entellan®), analisadas e
fotomicrografadas em microscépio de luz (ZEISS-JENEMED?2) sendo as imagens capturadas
na mesma escala com camera SAMSUNG (SDC-313).

3.2.6 Determinagcéo do Indice de Tolerancia (IT)

O indice de tolerancia foi determinado pela formula:

(mei Cadmio — mso)

IT =
(me Controle — mso)

Onde:

IT = indice de Tolerancia

MSy, caamio = Massa seca final da i-ésima planta exposta ao Cd
MSf controte = Massa seca média final das plantas controle

ms, = Massa seca média inicial das plantas

3.2.7 Delineamento experimental e analises estatisticas

Devido a condicdo de alta uniformidade das condicdes de cultivo em casa de
vegetacdo e sistema de hidroponia, os experimentos foram realizados em delineamento
inteiramente casualizado ou em delineamento fatorial inteiramente casualizado, conforme o
experimento em questdo. Todos os tratamentos continham 3 repeticbes compostas de 2
plantas por parcela. Os dados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e as
médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade e erro. Os parametros dos
modelos, tais como homogeneidade de variancias e distribuicdo normal dos residuos, foram
checados pelo teste de Bartlett (BARTLETT, 1937) e Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK,

1965). Todas as analises foram realisadas usando o software R versdo 2.14.2.
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3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Pré avaliacdo e selecdo das cultivares para experimentos com Cd

Uma avaliacdo preliminar com os 19 cultivares (tabela 1) foi realisada, expondo-as a
dose de 50 uM de CdCl,, por 4 dias. As principais dificuldades de avaliagdo observadas
foram relativas a: 1) diferengas no habito de crescimento, sendo que algumas cultivares eram
de crescimento determinado (self pruning - sp) e a maioria era de crescimento indeterminado
(Self pruning - Sp); 2) grandes diferencas na taxa de crescimento devido a presenca do gene
dwarf (d), que causa nanismo nos individuos; 3) arquitetura das plantas muito diferente,
havendo algumas cultivares que emitiam muitos brotos laterais, ou apresentavam folhas com
formato muito contrastantes ao das demais, ou ainda, florescimento muito precoce; 4) elevada
susceptibilidade a algumas enfermidades, tais como a Requeima-do-Tomateiro (Phytophthora
infestans), Murcha-Bacteriana (Pseudomonas solanacearum) e Oidio (Oidium lycopersici), as
quais também afetam a taxa de crescimento das plantas. Desta forma, foram selecionadas para
0s experimentos deste trabalho, somente as cultivares Calabash Rouge (CR), Olena Ukrainien
(OU), Olirose de St Domingue (OD), Pusa Ruby (PR) e Solymari (SO), tendo em vista o
aproveitamento da diversidade genética existente entre elas, mas também garantindo relativa

uniformidade de desenvolvimento para tornar as avaliagdes mais precisas.

3.3.2 Caracterizacgao dos efeitos causados pelo Cd em plantas de tomateiro

A consequéncia mais marcante da absorcdo de Cd pelas plantas foi a reducdo do
crescimento, tanto das raizes quanto da parte aérea, a qual pode ser observada na figura 1,
onde plantas de tomateiro foram submetidas a doses crescentes de CdCl,. Além da reducédo no
crescimento, as plantas expostas ao Cd apresentaram clorose nas folhas e tecidos jovens,
sendo este efeito mais evidente nas doses entre 10 e 25 uM de CdCl,. Nas doses de 50 e 100
UM de CdCl,, visualmente houve reduzida expansdo dos tecidos foliares, tornando-os mais
adensados, o que de certa forma pode ter mascarado a clorose nas folhas das plantas destes
tratamentos. No capitulo 1, foi demonstrado que plantas de tomateiro da cv MT, expostas a
uma dose baixa de Cd (10 uM de CdCl,) por um longo periodo (30 dias), apresentaram
clorose acentuada nos tecidos jovens. Assim, é possivel que em doses elevadas as plantas
sofram com danos severos as raizes, o que de certa forma reduziria a translocacdo do Cd para

a parte aérea, bem como a translocacdo de agua e outros nutrientes, afetando entdo a expanséo
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celular de forma geral, reduzindo dessa forma, a manifestacdo da clorose nas doses mais
elevadas deste metal.

Outro sintoma bastante evidente do Cd nas plantas, foi 0 curvamento ou enrolamento
das folhas para baixo, sendo que a intensidade deste efeito variou entre as cultivares, existindo
muito provavelmente uma correlacdo entre esta intensidade e o grau de tolerancia de cada
uma delas (figura 1), onde as plantas aparentemente mais sensiveis evidenciaram maior
curvamento/enrolamento das folhas. Este sintoma, assim como a reducdo do crescimento e a
clorose sdo bastante conhecidos em plantas sob os efeitos toxicos do Cd (BENAVIDES;
GALLEGO; TOMARO, 2005).

Figura 1 - Efeito do Cd sobre plantas de tomateiro da cultivar Calabash Rouge (CR), apés 7 dias de exposicdo a

doses crescentes de CdCl,

Além dos sintomas gerais ja conhecidos e descritos do Cd nas plantas, observou-se
também a ocorréncia de manchas necréticas ao longo da nervura central e das nervuras
secundarias das folhas mais velhas das cultivares (figura 2). A ocorréncia destas necroses foi
mais intensa na cultivar CR, a qual apresentou este sintoma mesmo em doses mais baixas de
Cd. Nas plantas das cultivares do tratamento com 100 uM de CdCl,, a necrose foi téo
agressiva que chegou a ocasionar a queda das folhas mais velhas, em poucos dias apés a

aplicacdo do metal.
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De forma geral, os sintomas aqui observados podem ser decorrentes dos danos que o
Cd causa sobre varios processo fisiologicos, tais como a transpiracao, translocagdo de seiva e
nutrientes pelo floema, respiracdo celular, além de alteracBes gerais em organelas e danos nas
membranas celulares (PRASAD, 1995). O Cd possui estrutura muito similar a de outros
elementos que sdo micronutrientes de plantas, tais como Fe, Ni e Cu, podendo interagir e
competir pelos mesmos sitios de absorcao destes na membrana plasmatica (SALT et al., 1995;
BACCOUCH; CHAOQUI; EL FERJANI, 1998; MOCQUOT et al., 1996), ocasionando a
reducdo na absorcdo destes micronutrientes em funcdo da absor¢do de Cd. A competicédo
pelos sitios de absorcdo entre estes cations pode conduzir, por exemplo, a clorose pela
deficiéncia de Fe nos tecidos das plantas (HAGHIRI, 1973). Contudo, ndo é possivel concluir
se 0s efeitos toxicos deste metal observados nas cultivares de tomateiro sédo decorrentes da
deficiéncia de outros elementos ou se séo relativos ao préprio efeito danoso do Cd sobre o
aparato metabdlico celular, pois provavelmente esses sintomas de toxidez sdo causados por
diferentes formas de acdo combinadas, cuja resultante evidenciam os efeitos gerais aqui

observados (figuras 1 e 2).
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100 uM CdCl,

Figura 2 - Manchas necroticas ao longo da nervura central e de nervuras secunddrias do foliolo central de folha

da cultivar Olena Ukrainien (OU)
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3.3.3 Estudo do efeito do Cd sobre o desenvolvimento das cultivares de tomateiro

Como observado, a reducdo no crescimento representou a caracteristica mais evidente
do efeito do Cd sobre as plantas de tomateiro. Por esse motivo, a taxa de crescimento foi
escolhida como um dos principais parametros para avaliar a tolerancia das plantas expostas a
este metal. Para tanto, no presente trabalho o desenvolvimento geral dos individuos foi
mensurado em termos de miligramas de massa seca acumulada por planta, em um
determinado periodo, representado neste experimento pelo periodo de 7 dias.

As cultivares usadas neste trabalho sdo geneticamente diferentes entre si, possuindo
também caracteristicas morfoldgicas distintas umas das outras, além de algumas sensiveis
diferencas no potencial de crescimento per se de cada uma delas. Para reduzir o grau de vies
causado por tais diferencas, a taxa de crescimento foi calculada pela diferenca da avaliagdo
dos pesos de massa seca inicial e final das plantas de cada tratamento (Acrescimento =
massa seca final — massa seca inicial). Esses valores foram usados para estimar a tendéncia
geral na reducdo de crescimento de cada cultivar, obtidos por meio de analise de regressao,
cujas equacdes e coeficientes de determinacdo ajustados (R? ajustado) sdo apresentados na
tabela 2. Para escolher qual o melhor modelo de regressao a ser adotado, foram testados
modelos com até sete niveis de regressdo, determinando-se o mais adequado pelo Critério de
Informacao de Akaike (AKAIKE, 1974). Em todos os casos, os coeficientes de determinacao
ajustados foram relativamente elevados, podendo-se afirmar que os modelos relativos a cada
cultivar explicam satisfatoriamente as variancias das tendéncias de reducdo no crescimento

em funcdo do aumento nas concentrac@es de CdCl,.

Tabela 2 - Formulas da andlise de regresséo das variacfes dos pesos de massa seca das cultivares, em funcéo de

doses crescentes de CdCl,

Cultivar Formula de Regressao R2
Calabash Rouge Yer = 660,66 — 21,94x + 0,294x% — 0,0013x3 0,95
Olena Ukrainien You = 613,00 — 14,43x + 0,182x2 — 0,0009x3 0,94
Olirose de St Domingue Yop = 486,21 — 13,04x + 0,220x* — 0,0013x3 0,81
Pusa Ruby ypr = 570,30 — 10,95x + 0,137x2 — 0,0007x3 0,88
Solymari Yso = 549,40 — 10,32x + 0,132x% — 0,0007x3 0,93

y; = Massa Seca (mg/planta) da cultivar i; x = dose de CdCly; p < 0,01 para todas as equacdes
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Na figura 3A sdo apresentadas as curvas de regressdo dos valores relativos a taxa de
crescimento no periodo de 7 dias em diferentes doses de Cd. Podemos notar que as 5
cultivares estudadas respondem de forma diferenciada ao Cd. As cultivares PR e SO
mostraram menor reducgéo do crescimento com o aumento das doses do metal, enquanto OD e
OU apresentaram um tendéncia geral intermediaria de reducdo da massa seca. Ja a cv CR
mostrou ser a mais sensivel de totais, sendo muito afetada até mesmo nas menores
concentracgdes de Cd.

Com base nas equacOes de regressao, foi possivel estimar o intervalo de confianca da
média da dose que reduz em 50% o crescimento das plantas (DR50), que neste caso de DR50
= 36,96 puM de CdCl,. Assim, observou-se que a faixa de doses (Intervalo de Confianca - 1C)
que vai de 20,76 a 53,15 uM de CdCl; (figura 3A*), reduz o crescimento das plantas em 50%
para o grupo de cultivares avaliados (ICgsy, = 20,76 a 53,15 puM de CdCl,), desde que
repetidas as condi¢bes do experimento em hidroponia, em relacdo ao estdgio de
desenvolvimento inicial das plantas e tempo de exposicdo ao metal. Essas informacdes sdo
especialmente importantes para o delineamento de experimentos futuros. Seguindo essa
mesma metodologia, foi possivel estimar o IC para as doses nas quais as plantas teriam seu
crescimento cessado (figura 3A**). Assim, as plantas de tomateiro teoricamente nao
cresceriam nas doses que correspondem a faixa de 113,16 a 125,44 uM de CdCl, (ICgsy, =
113,16 a 125,44 uM de CdCl,), onde a média geral seria de 119,30 uM de CdCl..

Na bibliografia existem trabalhos onde foram utilizadas doses de CdCl, similares as
doses usadas neste experimento, em cultivo hidropdnico de plantulas de tomateiro, como por
exemplo, Dong, Wu e Zhang (2005) que usaram doses de Cd variando de 0,1 a 10 uM, por
um periodo de 7 a 33 dias. Neste caso, 0s autores optaram por usar doses reduzidas por um
periodo de exposicdo mais longo. Ja Lopez-Millan et al. (2009) expuseram plantulas de
tomateiro a doses de 0, 10 e 100 uM de CdCl,, por 10 a 12 dias, de forma similar ao que foi
realizado neste trabalho. Assim, a combinacdo entre dose, estadgio de desenvolvimento das
plantas e periodo de exposicdo ao metal, precisam ser considerados conjuntamente para que a
melhor escolha seja feita, de acordo com os objetivos estabelecidos. Neste trabalho, temos
como objetivo a avaliacdo de tolerancia entre diferentes gendtipos de tomateiro. Por esse
motivo, pode-se considerar que a faixa de doses utilizada (0, 5, 10, 15, 20, 25, 50 e 100 uM de
CdCl), combinada com o tempo de exposicao de 7 dias, usando plantulas de tomateiro de 21
dias de idades (30 dias no total), foi adequado para identificar as diferencas de tolerancia entre

as cultivares. Finalmente, consideramos que a faixa de doses correspondente ao 1Cgse, = 20,76



67

a 53,15 puM de CdCl, é a mais adequada para o estudo de tolerancia de plantulas de tomateiro
ao Cd.

3.3.4 Relacéo entre Cd e clorose em plantas de tomateiro

A clorose nos tecidos jovens das plantas é o segundo principal sintoma do efeito do
Cd, sendo as folhas em desenvolvimento as mais afetadas. Por esse motivo, o grau de clorose
em folhas jovens, ainda ndo completamente expandidas foi avaliado, aos 7 dias ap0s a
aplicacdo do metal (plantulas de 30 dias), usando-se para esse fim as mesmas plantas que
foram mensuradas quanto a variacdes na massa seca.

Os resultados aqui apresentados foram expressos em unidades SPAD (relativas ao
equipamento usado para a coleta dos dados), porém existem trabalhos mostrando alta
correlacdo entre os valores SPAD e a quantidade de clorofila em folhas de tomateiro, expressa
em miligramas de clorofila (CL) por grama de tecido fresco (mg/g), como é demonstrado por
Rodriguez et al. (1998), que determinou a seguinte férmula, cujo coeficiente de determinacao
foi de Rz =0,96:

SPAD — 6,70
15,11

CL (mg/g) =

Contudo, no presente trabalho optou-se pelos valores SPAD para realizar os estudos

em questdo, salvaguardando dessa forma a possibilidades de diferencas entre as plantas de
tomateiro e aquelas usadas por Rodriguez et al. (1998). Seguindo a mesma metodologia de
analise de regressao usada para os estudos de reducdo no peso de massa seca das plantas,
foram obtidas as equacdes de regressdo para as variacdes de clorose mensuradas em unidades
SPAD (tabela 3). Neste caso, também observamos valores de coeficientes de determinacao
ajustados (R2 ajustado) elevados, mostrando que os modelos propostos explicam bem as

variacOes encontradas em unidades SPAD.
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Tabela 3 - Formulas da analise de regressdo para valores de SPAD das cultivares, em funcdo de doses crescentes

de CdCl,

Cultivar Férmula de Regressao R?
Calabash Rouge Yer = 64,26 — 1,06x + 0,024x% — 0,0001x3 0,88
Olena Ukrainien You = 69,03 — 2,33x + 0,062x2 — 0,0004x3 0,97
Olirose de St Domingue Yop = 64,06 —0,617x + 0,013x% — 0,00007x3 0,87
Pusa Ruby ypr = 68,34 — 0,978x + 0,026x% — 0,0002x3 0,74
Solymari Vso = 64,69 — 1,08x + 0,032x2 — 0,0002x3 0,84

y; = Valores de SPAD da cultivar i; x = dose de CdCly; p < 0,01 para todas as equagdes

Com base nestes resultados, € possivel observar que as curvas apresentam tendéncia
decrescente até uma determinada faixa de doses que correspondem ao intervalo de confianca
da média (26,35 uM de CdCl,) para maxima clorose (ICgs0 = 21,26 a 31,44 UM de CdCl,)
(figura 3B***), a partir do qual os valores de SPAD comegam a aumentar novamente (figura
3B). Provavelmente isso acontece porque em doses mais elevadas a expansao das células é
bastante reduzida (figura 4), o que poderia causar a falsa impressdo de que nas doses
maioresmais elevadas, 0s sintomas seriam menos severos.

Para avaliar de forma geral o potencial da clorose como um parametro de
determinacdo da tolerancia de tomateiros ao Cd, realizou-se a andlise de correlacdo de
Pearson entre a reducdo de massa seca, a qual mostrou-se como uma caracteristica estavel,
com os valores de SPAD mensurados nas mesmas plantas. Esses resultados sdo apresentados

na tabela 4.
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Tabela 4 - Analise de Correlacdo de Pearson entre a reducdo do peso de massa seca nas plantas e 0 aumento da

clorose nas folhas, em relagdo ao aumento crescente nas doses de Cd

Coeficiente de Correlagédo de

Concentracao de CdCl; (LM) p-valor
Pearson (r)
0 0,3686 0,5415
5 0,3289 0,5889
10 -0,6328 0,2519
15 -0,6293 0,2553
20 -0,2222 0,7195
25 0,2232 0,7182
50 0,8762 0,0513

100 0,6347 0,2500
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Figura 3 - Resposta de cultivares de tomateiro ao Cd. A) Curvas de regressdo da redugdo do peso de massa

seca total (mg/planta) em funcéo do aumento na concentracéo de Cd. B) Curvas de regressao das

variacBes na clorose de folhas jovens, representadas por valores SPAD. * Intervalo de Confianga

(ICgs9,) para dose de CdCl, que reduz em 50% o crescimento das plantas. ** Intervalo de

Confianca (ICgsy) para dose de CdCl, que cessa o crescimento dos tomateiros. *** Intervalo de

Confianca (ICgsy) para dose de CdCl;, que leva & méaxima clorose em folhas jovens de tomateiro
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Dentre os valores de correlagdo apresentados na tabela 4, somente aquele referente a
dose de 50 uM de CdCl;, chegou perto de ser significativo (r = 0,8762; p-valor = 0,0513), ou
seja, nesta dose de Cd as cultivares que se desenvolveram melhor foram também, em média,
aquelas que apresentaram maiores valores de SPAD.

De maneira geral a clorose, medida em unidades SPAD, tem sido usada como um dos
parametros de avaliacdo de toxidez ao Cd em plantas cultivadas, tais como arroz (SHAO et
al., 2007; HASSAN; SHAO; ZHANG, 2005), soja (SHAMSI et al.,, 2008), tabaco
(YOSHIHARA et al., 2006), trigo (ZHANG; FUKAMI; SEKIMOTO, 2006) e mesmo em
tomateiro (LOPEZ-MILLAN et al., 2009; DONG; WU; ZHANG, 2005) e outras solanaceas
(THIEBEAULD et al., 2005), onde os autores tem mostrado que quanto maior a dose Cd,
maiores sdo os efeitos de clorose nas folhas das plantas. No entanto, nossos resultados
mostraram que em doses elevadas de Cd os valores de SPAD voltaram a aumentar, ficando
similares aos valores observados nas plantas ndo expostas ao Cd.

E possivel que esse aumento nos valores de SPAD em folhas de plantas submetidas a
doses mais elevadas de Cd, seja devido a reducdo da expansdo das células nestes tecidos,
levando ao adensamento das mesmas e provavel viés das leituras. Na figura 4, podemos
observar cortes anatdmicos de folhas de tomateiro, em que para a dose de 50 uM de CdCl,
houve uma reducéo significativa da espessura do mesofilo (figura 4B) em relacdo ao controle
(figura 4A), ficando evidente o impacto negativo do Cd sobre o desenvolvimento ndo somente
das células do parénquima clorofiliano pali¢cadico e lacunoso, como também uma sensivel
reducdo dos espacos intercelulares do mesofilo, principalmente da regido do parénguima
lacunoso, caracteristica essa comum em diversas espécies quando submetidas ao Cd
(DJEBALI et al., 2010). Além disso, observamos que de forma geral a expansdo do limbo
foliar nos tratamentos com doses mais elevadas de Cd foi visualmente menor, conforme
discutido no item 3.3.2. Dessa forma, a reducdo na espessura do mesofilo induzida pela
presenca de Cd, provavelmente seja a principal responsavel pelo padrdo de variacdo nos

valores SPAD, observados na figura 3B.
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0 UM Cdcl,

50 uM cdcl,

Figura 4 - Corte transversal de folhas de tomateiro da cv CR. A) planta desenvolvida na auséncia de Cd. B)
planta expostas a 50 UM de CdCl, por um periodo de 7 dias. Ead = Epiderme Adaxial; Eab =
Epiderme Abaxial; Pp = Parénquima Paligadico; Pl = Parénquima Lacunoso; Es. = Estébmato; Id =

Idioblastos

Para termos uma visdo geral sobre esses resultados contrastantes com a literatura em
relacdo aos sintomas de clorose nas folhas e sua relacdo com os efeitos do Cd, é necessario
considerar os objetivos dos trabalhos em questdo. De fato, o Cd leva a clorose nas folhas,
sendo que os valores de SPAD podem ser usados como referencia para quantificar o efeito
deste sintoma, desde que haja bom senso na escolha das doses, fase de avaliacdo, posicdo em
que sdo tomadas as medidas nas folhas e interpretacdo dos resultados. Porém, neste trabalho
observamos que existe baixa fidelidade entre sintomas de clorose nas folhas e a reducdo no
desenvolvimento das plantas que foram expostas as doses crescentes do metal. Finalmente,
em virtude da baixa correlacdo geral entre estes fatores, consideramos que os valores de

SPAD ndo sédo adequados para avaliagdo de tolerancia entre diferentes cultivares de tomateiro.
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3.3.5 Indice de Tolerancia (IT) ao Cd em tomateiro

Embora a taxa de crescimento das plantas seja um bom pardmetro para avaliar a
tolerancia ao Cd, é necessario considerar que cada cultivar possui seu potencial individual de
crescimento. Sendo assim, precisamos fazer um ajuste dessas diferencas entre as cultivares,
visando tornar mais precisa a comparacdo entre elas. Para isso, foi elaborado um indice de
Tolerancia (IT), o qual é baseado no acumulo de massa seca total em determinado periodo,
corrigindo-se pelo potencial individual do préprio gendtipo. Este IT é similar ao proposto por
Wilkins (1957) para avaliar tolerdncia ao chumbo. Porém, Wilkins (1957) ndo levou em
consideracdo os ajustes de correcao para as diferencas de crescimento per se entre 0S acessos.

No momento da exposicdo das plantas ao metal pesado, coleta-se 0 mesmo numero de
plantas relativo as repeticdes e parcelas do experimento. Essas plantas sdo avaliadas
individualmente e usadas para calcular o peso da massa seca média inicial (ms,). Ao final de
um determinado periodo, todas as plantas sdo coletadas e avaliadas quanto as suas respectivas
massas secas. Para o célculo do IT, os valores individuais das plantas que ndo foram expostas
ao metal sdo usados para o calculo do peso da massa seca média final das plantas controle
(MmS¢ controte) (dose 0 uM de CdCly). Ja no caso das plantas que foram expostas a alguma das
doses do metal, os valores individuais de cada uma delas sdo usados para obter um IT relativo
a cada repeticdo dos tratamentos (msy, caamio)- COM isso, & possivel usar tais repeticdes para
calcular os desvios em relacdo a média e aplicar um teste estatistico para concluir sobre a
significancia ou ndo das diferencas de tolerancia encontradas. Finalmente, chegamos ao IT

proposto neste trabalho, o qual é dado pelo seguinte formula:

(mei Cadmio ~— mso)

IT =
(me Controle ~— mso)

Onde:

IT = Indice de Tolerancia

MSf, caamio = Massa seca final da i-ésima planta exposta ao Cd
MSf controte = Massa seca média final das plantas controle

ms, = Massa seca média inicial das plantas
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Os valores de IT podem variar de 0 a 1, onde 0 indica a méaxima sensibilidade e 1
indica a méaxima toleréncia. Este IT é calculado individualmente para cada cultivar, mas os
resultados dos valores obtidos podem ser comparados entre cultivares. A partir do célculo
deste indice, surge uma segunda questdo que esta associada a qual dose de Cd deve ser usada
para tais estimativas. Visando entender melhor essa questdo, temos que estudar os ITs
calculados para todas as cultivares expostas a todas as doses de Cd, os quais sdo apresentados
na figura 5.

Podemos notar que até a dose de 25 uM de CdCl,, ocorre uma grande variacdo dos
indices entre as cultivares, ficando dificil identificar uma tendéncia geral de qual cultivar seria
mais tolerante. Contudo, a partir de 25 até 100 uM de CdCl, os ITs ficam bastante estaveis,
praticamente ndo havendo diferencas significativas no rank de tolerancias entre os genotipos.
Quando alinhamos a faixa de valores de doses de maior estabilidade dos ITs (figura 5*) com a
faixa de valores do Intervalo de Confianca para reducdo de 50% (DR50) no crescimento das
plantas (figura 5**), verificamos que a intersecgdo entre elas, que vai de aproximadamente 25
a 50 uM de CdCl,, apresenta-se como aquela que mais separa os valores de IT entre as

cultivares (figura 5 * e **),
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Com base nestes resultados, podemos considerar que os ITs mais informativos sdo 0s
obtidos a partir das doses que reduzem em aproximadamente 50% o crescimento das plantas,
sendo que desejamos que o IT médio entre as cultivares avaliadas fiqgue o mais préximo
possivel de 0,5, pois assim teriamos uma boa separacédo entre as cultivares, em relacdo ao grau
de tolerancia entre elas. Na figura 6A, observamos o célculo do IT médio (ITm) para cada
dose, considerando os gendtipos aqui estudados. Nesta figura, verificamos que o ITm = 0,5
fica entre as doses de 25 a 50 uM de CdCl,, o que novamente evidencia que essa faixa de
doses é a recomendada para estudos sobre tolerancia do tomateiro ao Cd. Como nao foram
utilisadas doses intermediarias entre 25 a 50 uM de CdCl,, optamos por adotar a dose de 50
MM de CdCl, para dar sequéncia a este trabalho, pois a concentracdo de 25 uM de CdCl,
embora dentro da faixa ideal para estudos, esta muito préxima do limite de maior variacéo dos
ITs.
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Desta forma, podemos calcular o IT para cada cultivar utilisando a dose de 50 uM de
CdCl, como referéncia. Pela analise da figura 6B fica evidente que existem diferencas
marcantes entre 0s genotipos avaliados. Observamos que as cultivares OD, PR e SO
apresentam ITs relativamente elevado quando comparadas com OU, que apresentou IT
intermediario, e CR que aparece como sendo a cultivar mais sensivel ao Cd entre as avaliadas.
De maneira geral, a dose de 50 uM de CdCl; foi eficiente para separar as cultivares quanto ao
grau de tolerancia a este metal.
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cultivares, expostas a 50 pM de CdCl,. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem

significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro
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3.3.6 Cultivo em solucéo nutritiva x solos contaminados

Neste trabalho, procuramos simular a exposicao de plantas de tomateiro ao Cd, com a
maior fidelidade possivel em relacdo ao cultivo desta espécie no campo. Para tanto, a escolha
das doses usadas para tais estudos teve como referéncia a tabela de "Valores orientados para
solo e &gua subterranea do Estado de Sdo Paulo™ da Companhia de Tecnologia de Saneamento
Ambiental (CETESB) (2005), em qual sé&o apresentados valores de referéncia, alerta e
intervencdo para varios metais e outras substancias. Na tabela 5, sdo apresentados os valores

relativos ao metal pesado Cd.

Tabela 5 - Valores orientados para solo e agua subterranea do Estado de Sao Paulo, segundo a CETESB (2005)

Solo (mg/kg)
Metal Intervencéo
Referéncia Alerta
Agricola APMax* Residencial Industrial
Cd <05 1,3 3 8 20

*Area de Protecdo Maxima

Na tentativa de estabelecer um paralelo entre as doses utilizadas em hidroponia e 0s
valores orientados pela CETESB (2005) para Cd no solo em mg/kg, apresentamos a tabela 6,
na qual os valores de Cd sdo expressos em mg/L de solugdo nutritiva, relativas as

concentracdes deste metal utilizadas neste trabalho.

Tabela 6 - Valores totais de Cd em solugédo nutritiva relativos as diferentes concentraces utilizadas

Unidade @ -—--—-mmmmm- Concentracdo de Cd em Solugdo Nutritiva --------------
pUM de CdCl, 0 5 10 15 20 25 50 100
mg/L de Cd 0 0,32 0,64 0,96 1,28 1,60 3,2 6,4

Com base na tabela 6, verificamos que a dose de 50 uM de CdCl, (3,2 mg/L de Cd)
selecionada para este estudo, estd muito préxima do valor de intervencdo de 3 mg/kg de Cd
em solos agricolas, quando assumimos uma equivaléncia aproximada entre o volume de 1 kg

solo e o volume de 1 L de solucdo. Por fim, temos que a dose de Cd selecionada para 0s
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estudos em hidroponia reflete com bastante fidelidade o nivel deste metal a que plantas de
tomateiro seriam expostas na ocasido do transplante em solos contaminados (> 3 mg/kg de
Cd).

3.3.7 Taxa de crescimento das cultivares expostas ao Cd

Como comentado no item 3.3.2, o principal efeito do Cd sobre as plantas de tomateiro
é a reducdo no crescimento dos individuos. Neste trabalho, vamos assumir que as variaces
no acimulo de massa seca dos tomateiros representa, em Gltima analise, o quanto as plantas
foram afetadas pela presenca do Cd. Todas as avaliagdes foram feitas em estagio de plantula,
sendo mensurados 0s pesos da massa seca do sistema radicular e da parte aérea (caule e
folhas), as quais compuseram o peso da massa seca total de cada repetigéo.

Na figura 7A, verificamos que na auséncia de Cd, as cultivares ndo apresentaram
diferencas significativas quanto ao peso da massa seca do sistema radicular. Quando expostas
ao metal, houve uma reducdo do peso da massa seca do sistema radicular de todas as
cultivares, sendo que tal reducdo somente foi significativa para as cultivares CR e OU. Ja em
relacio ao peso da massa seca da parte aérea, também foram verificadas diferencas
significativas entre as cultivares, onde as cultivares CR e OU foram as que mais cresceram na
auséncia de Cd (figura 7B). Contudo, na presenca do metal todas as cultivares apresentaram
uma elevada reducdo no acumulo de massa seca da parte aérea, dentre as quais podemos
destacar a cv CR, em qual a reducéo de crescimento foi altamente significativa em relagcdo as
demais.

O acumulo de massa seca total seguiu 0 mesmo padrdo de variacdo da parte aérea,
onde foram apenas acentuadas algumas diferencas (figura 7C). De maneira geral, notamos
que as cultivares CR e OU, embora sejam as que mais se desenvolvem na auséncia de Cd, séo
também as mais afetadas na presenca do mesmo. Por outro lado, as cultivares OD, PR e SO
ndo possuem um crescimento tdo vigoroso, mas acabaram sendo menos afetadas pelo Cd,
dentre as quais verifica-se uma leve vantagem geral da cv PR, que apresentou 0s maiores
valores de massa seca do sistema radicular, da parte aérea e total, na presenca deste metal.

E interessante notar o padrdo de inversdo de acumulo de massa seca da cv CR. Esta
cultivar teve crescimento bastante vigoroso na auséncia de Cd, chegando a ser a cv que mais
acumulou massa seca de forma geral. No entanto, a mesma mostrou-se bastante sensivel ao
metal, pois foi significativamente mais afetada que as demais. Esse resultado é coerente com

o fato de a cv CR ter apresentado o menor IT entre as 5 cultivares estudadas.
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radicular. B) massa seca da parte aérea. C) massa seca total. Letras maisculas diferentes no topo das
colunas indicam que as meédias de um mesmo gendtipo entre os tratamentos, diferem
significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Letras mindsculas
diferentes no topo das colunas indicam que as médias entre genétipos de um mesmo tratamento,

diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro
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3.3.8 Acumulo relativo de Cd nos tecidos

As plantas utilisadas para avaliacdo do peso de massa seca foram separadas em raizes,
caules e folhas para quantificacdo de Cd em cada um destes tecidos. A quantificacdo de Cd
para o controle (0 pM de CdCl,) ndo serd apresentada nos graficos, pois ndo foram
encontrados valores significativos deste metal nos tecidos de raiz (1,31 = 0,19 ug/g), caule
(0,18 £ 0,11 pg/g) e folhas (0,48 £+ 0,07 pg/g). Entretanto, para o tratamento com 50 puM de
CdCl,, foram encontradas diferencas significativas no acumulo de Cd entre as cultivares
avaliadas, nas raizes, caules e folhas (figura 8), sendo que o maiores valores foram
encontrados nas raizes, de forma similar ao que é observado para diversas outras plantas
(RAMOS et al., 2002; GREGER; LOFSTEDT, 2004; UTMAZIAN et al., 2007).

Em relagéo as raizes, as cultivares CR e OD foram as que mais acumularam Cd neste
tecido, enquanto a cv OU foi a que apresentou menor acimulo. As demais mostraram-se com
valores intermediarios (figura 8A). Nos caules, a cv CR foi Unica que apresentou quantidades
de Cd significativamente maiores em relacdo as demais, para as quais esses valores de
acumulo foram muito similares (figura 8B). O acumulo de Cd nas folhas s6 foi
significativamente diferente entre as cultivares CR e PR, sendo que as demais apresentaram
valores intermediarios (figura 8C). De forma geral, observa-se uma tendéncia de maior
acumulo de Cd na cv CR tanto em raizes, caule e folhas, indicando que provavelmente o
metal esta sendo absorvido com mais facilidade por esse genotipo.

O somatério das quantidades de Cd nos tecidos nos mostra a quantidade total de Cd
acumulado, considerando uma amostra da planta toda, a partir do qual, podemos verificar com
maior clareza as diferencas entre os gendtipos (figura 9A). Observamos que a cv CR, que
destacou-se como a menos tolerante, foi a que mais acumulou Cd de forma geral, enquanto a
cv OU foi a que menos acumulou Cd nos tecidos. As demais apresentaram valores
intermediarios.

A maior concentracdo de Cd ocorreu nas raizes das plantas, como esperado, uma vez
que esse 6rgdo é o responsavel pela absorcdo do metal, ficando em contato com este. E
necessario agora verificar qual fracdo do total de Cd absorvido pelas raizes é translocada para
a parte aérea das plantas (caule e folhas), por meio do célculo do indice de Translocacio

(ITr), o qual é dado pela férmula:

ITr — Acimulo de Cd Parte Aérea < 100
"= Acamulo de Cd Total
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O ITr das cultivares é apresentado na figura 9B.
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Figura 8 - Acimulo de Cd em diferentes tecidos de cultivares de tomateiro. A) acimulo de Cd nas raizes. B)
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significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro
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O ITr representa uma medida relativa que evidencia a distribuicdo do metal entre
sistema radicular e a parte aérea da planta. Assim, cada gendtipo provavelmente possui uma
diferente capacidade de absorver e translocar Cd para os tecidos. A figura 9 evidencia e
destaca que as cultivares possuem comportamentos distintos, sem corre¢do (r = - 0,48;
p>0,05) entre o ITr e 0 acumulo total de Cd nas cultivares avaliadas. Embora tenham sido
identificadas diferencas significativas no ITr entre as cultivares, a magnitude de tais
diferencas é relativamente baixa. A maior diferenca em relacdo as demais cultivares foi
observada na cv OU, que apresentou o maior ITr, sendo a que menos acumulou Cd nos
tecidos (figura 9). O préprio ITr pode auxiliar a explicar o menor acimulo e menor tolerancia
da cv OU, uma vez que o metal foi translocado com maior facilidade para a parte aérea, é
provavel que os danos nestes tecidos também tenham sido maiores, ocasionando o menor
desenvolvimento da planta como um todo, o que o explica a grande reducdo na massa seca
desta cv quando comparado a seu controle, conduzindo, consequentemente a um baixo IT.

Esse padrdo de reposta também foi observado na cv CR. Porém, neste caso, esta cv
destacou-se como sendo a mais sensivel ao Cd, e foi a que mais acumulou Cd de forma geral,
sendo que os maiores valores foram encontrados em raizes e caule. Tanto na cv OU quanto na
cv CR, a maior sensibilidade ao Cd parece estar relacionada a maior absorcdo deste pelas
raizes, sendo que aparentemente elas séo menos seletivas quanto a entrada deste metal.

De forma oposta, vemos que a cv PR que mostrou-se a mais tolerante é cv que menos
acumulou Cd nos tecidos de folhas, sendo também uma das que menos acumulou Cd nas
raizes. Assim, a maior tolerancia da cv PR poderia estar associada a menor absor¢do de Cd
pelas raizes, que seriam entdo mais seletivas a este cation. Ja as cultivares OD e SO
aparentemente seguem um padrdo similar ao padrdo descrito para a cv PR.

De modo complementar, o acimulo e translocacdo de Cd para os tecidos das plantas
precisa ser estudado em relacdo ao préprio crescimento destas, visando determinar a
quantidade total do metal acumulada em cada érgédo, correlacionando tais resultados com o

incremento de massa seca dos individuos.
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Figura 9 - Quantificacio do Cd nas plantas. A) Aciimulo total de Cd nas plantas. B) indice de translocacéo do Cd
para parte aérea. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade de erro
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3.3.9 Acumulo total de Cd nos tecidos

A andlise de acumulo de Cd nos tecidos foi realisada considerando a mesma
quantidade destes em cada amostra (g de Cd/mg de tecido). No entanto, torna-se necessario
saber qual a quantidade de Cd que realmente foi fixada em todo sistema radicular e na parte
aérea, usando os dados de massa seca e acimulo do metal nestes 6rgdos. Finalmente, estes
resultados sdo apresentados na figura 10.

A cv CR foi a que mais acumulou Cd por unidade de tecido de raizes (figura 8A), mas
também foi a cv que mais sofreu com o efeito do Cd neste 6rgdo, pois a reducdo na biomassa
do sistema radicular foi extremamente significativa nessa cultivar, em relacdo as demais.
Crescendo menos, a quantidade total de Cd fixada nestes tecidos foram bem menores (figura
10A), embora a quantidade total por unidade de tecido tenha sido elevada. Da mesma forma, a
cv OU também apresentou menor acimulo no total de Cd no sistema radicular em relagéo as
demais cultivares (figura 10A). Porém, as raizes da cv OU se desenvolveram
significativamente mais na presenca do Cd, quando comparadas com as raizes da cv CR
(figura 7A), o que explica o fato da cv OU ser a que apresentou menor acumulo Cd por
unidade de tecido (figura 8A). De forma analoga, as cultivares PR e SO foram as que mais
acumularam Cd em todo so sistema radicular (figura 10A), o que ja era esperado, uma vez
que as raizes dessas cultivares foram as que mais cresceram na presenca do metal.

Ja em relacdo a parte aérea, as cultivares PR e SO também foram as que mais
acumularam Cd (figura 10B), embora 0 acimulo do metal no sistema radicular também tenha
sido maior em comparacdo com as demais (figura 10A). Novamente, a cv CR foi a que menos
acumulou Cd na parte aérea, provavelmente devido ao fato de as raizes serem bastante
afetadas pelo metal, reduzindo assim além da absorcao, também a translocacao deste para 0s
outros orgdos. Por fim, o acimulo total de Cd (figura 10C) seguiu 0 mesmo padrdo do
acumulo no sistema radicular, onde as cultivares OD, PR e SO foram as que mais absorveram
e acumularam Cd na planta toda, em contraste com as cultivares CR e OU que acumularam

relativamente menos Cd.
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Figura 10 - Acumulo total de Cd nas plantas. A) Acimulo total de Cd no sistema radicular. B) Acumulo total de
Cd na parte aérea. C) Acimulo total de Cd na planta. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro
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Notoriamente, o acumulo total de Cd nas plantas (pg/planta) seguiu praticamente o
mesmo padrdo de tolerancia entre as cultivares (figura 6B). Provavelmente, as cultivares OD,
PR e SO possuem mecanismos de tolerancia, de tal forma que a maior parte do metal fica
retido nas raizes, pois essas 3 cultivares foram as que mais acumularam Cd nesse Orgao.
Adicionalmente, temos que estas 3 mesmas cultivares também foram as Unicas que ndo
apresentaram reducdo significativa no pedo da massa seca do sistema radicular quando
expostas ao Cd, ou seja, as raizes continuaram a crescer quase normalmente na presenca do
metal, fato este que ndo ocorreu com as cultivares CR e OU, que mostraram-se COmo menos
tolerantes. J4 em relacdo ao acimulo total deste metal na parte aérea das plantas, era esperado
que as cultivares mais tolerantes acumulassem um pouco mais de Cd nestes tecidos, pois em
geral elas também cresceram e se desenvolveram mais, acumulando mais massa seca, 0 que
levou, consequentemente, ao sensivel aumento no total de metal acumulado na parte aérea
destas cultivares.

Quando comparamos a anatomia de raizes de cv mais sensivel (CR) e das mais
tolerante (PR), verificamos que a cv mais sensivel sofreu alteracfes nas células da endoderme
(figura 11A), as quais sdo responsaveis pela barreira do fluxo radial apoplastico de agua e
fons para o xilema, bem como de elementos téxicos, incluindo o Cd (GIERTH et al, 1999;
SEREGIN, KOZHEVNIKOVA, 2008). A ruptura das céelulas da endoderme na presenca de
Cd pode ser um indicativo, bem como pode auxiliar a explicar o fato de as raizes da cv CR
serem tdo afetadas por esse metal. Além disso, danos a endoderme certamente reduzem a
ccapacidade seletividade ao Cd, facilitando sua translocacédo via xilema, para a parte aérea
das plantas, ocasionando danos ainda maiores nestes 6rgaos. Por outro lado, observamos que
os tecidos de raizes da cv PR (mais tolerante ao Cd), ndo sofreu qualquer tipo de alteracéo ou
lesdo na presenca do metal, o que também possibilida explicar sua maior tolerancia.

O somatdrio destes resultados nos fornece evidéncias de que as diferencas na
toleréncia entre as cultivares pode ser devida, em grande parte, a mecanismos de tolerancia
presentes no sistema radicular. Uma vez que a raiz € o 6érgdo com maior contato com 0s
metais pesados presentes no solo, formando a primeira linha de defesa das plantas contra
esses elementos tdxicos, por meio de mecanismos de absorcdo seletiva realizadas pela
endoderme (WHITE, 2001) e producdo de exudatos (VERKLEIJ; SCHAT, 1990; WAGNER,
1993) que interagem com metais presentes no solo ou solugdo nutritiva. As diferencas
morfoldgicas e a producgdo de exutatos radiculares, provavelmente devem conferir diferentes

graus de sensibilidade ao Cd entre cultivares.
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Figura 11 - Cortes transversais de raizes de tomateiro, das cultivares CR (A e B) e PR (C e D), na auséncia (A e

C) ou presenca de 50 uM de CdCl, (B e D), evidenciando rachaduras na endoderme das raizes da cv

CR exposta ao metal (B). Cx = Cortex; En = Endoderme; Fl = Floema; Xi = Xilema

A toleréncia ou sensibilidade ao Cd nas plantas de tomateiro seria, assim, funcéo da
acdo conjunta de mecanismos fisiologicos e moleculares, envolvidos na absor¢do e acumulo
deste metal. Embora o estudo de tais mecanismos ndo tenham sido contemplados neste
trabalho, a avalicdo de tolerancia ao Cd entre cultivares, nos permitiu identificar acessos mais
tolerantes e mais sensiveis a este metal, 0os quais podem ser aplicados em trabalhos visando

estudar com mais detalhes os fatores envolvidos na resposta de tolerancia Cd em tomateiro.

3.4 Conclusoes

Os parametros para determinacdo da toleréncia ao Cd em cultivares de tomateiro
dependem da fase de desenvolvimento das plantas, da dose utilizada de metal e do tempo de
exposicdo dos individuos a este fator estressante. Assim, nosso estudo sobre tolerancia ao Cd

em cultivares de tomateiro permitiu concluir:
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1) As cultivares de tomateiro avaliadas apresentaram diferentes niveis de tolerancia ao Cd,
indicando a existéncia de variabilidade genética suficiente para selecionar acessos mais

tolerantes ou mais sensiveis a este metal.

2) A avaliagdo em fase de plantulas com 20 a 30 dias, sob cultivo em solugdo nutritiva,

mostrou-se eficiente para detectar diferencas de tolerancia entre cultivares.

3) O indice de Tolerancia (IT) proposto neste trabalho foi eficiente para identificar diferencas
entre cultivares genética e morfologicamente distintas. O IT é mais informativo quando
calculado com base nas variagdes de reducdo no peso da massa seca de plantas expostas a
doses que, em média, reduzem o crescimento das plantas em 50%, onde o IT médio ficaria
perto ITm = 0,5. Neste estudo, a faixa de doses mais adequada foi a de 20,76 a 53,15 uM de
CdCly, cuja média ideal seria de 36,96 uM de CdCl, (DR50).

4) Existem fortes evidéncias que indicam que as diferencas de tolerancia entre as cultivares
estdo ligadas a interacdo do sistema radicular com o metal em questdo, sendo que o
desenvolvimento das raizes, o acimulo de Cd nestes tecidos e o Indice de Tolerancia
seguiram o mesmo padrdo de resposta a presenca deste metal. Adicionalmente, a constatacao
de lesBes na endoderme da cv CR, em presenca de Cd, sugere que a maior sensibilidade desta
cultivar, pode ser devida a reducdo na seletividade de absorcdo a este metal. Assim, as
variacdes no desenvolvimento da parte aérea seriam uma consequéncia secundaria dos efeitos

primarios causados no sistema radicular.

5) A avaliacdo sintomatica de clorose (mensurada em unidades SPAD) ndo foi eficiente como
parametro para determinar as variacdes de tolerancia entre cultivares de tomateiro, expostas a

doses mais elevadas de Cd.

6) Com base no indice de Tolerancia, foi possivel selecionar dois acessos contrastantes
guanto a resposta ao Cd, os quais podem ser utilizados em estudos visando entender os
mecanismos morfoldgicos, genéticos, fisiologicos e bioquimicos de tolerancia do tomateiro a

este metal pesado.
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4 ANALISE COMPARATIVA DO METABOLISMO OXIDATIVO ENTRE
CULTIVARES DE TOMATEIRO (Solanum lycopersicum L.) CONTRASTANTES
QUANTO A TOLERANCIA AO CADMIO

Resumo

As diferencas de tolerancia ao Cadmio (Cd) encontradas entre cultivares de tomateiro
provavelmente sdo devidas a uma série de diferencas que sdo relativas a alteracbes em nivel
celular, envolvendo a expresséo diferencial de determinados genes, resultando em alteracdes
no metabolismo, fisiologia e morfologia das plantas, que em conjunto vdo determinar o grau
de tolerancia das cultivares ao fator estressante em questdo. Neste trabalho, avaliamos as
diferencas no metabolismo oxidativo das cultivares Calabash Rouge (CR) e Pusa Ruby (PR),
caracterizadas como sendo mais sensivel e mais tolerante ao Cd, respectivamente, expondo
estes tomateiros as doses de 0, 25 e 100 uM de CdCl,. Assim, foram quantificadas as
concentracdes de H,O, e malondialdeido (MDA), em tecidos de folhas e raizes de ambas as
cultivares, além da avaliacdo do perfil proteico e da atividade de SOD, CAT e GR, as quais
séo enzimas chave no sistema antioxidante celular. Adicionalmente, foram também avaliadas
as taxas de crescimento, indice de Tolerancia (IT) e acimulo de Cd nas plantas. Nossos
resultados confirmaram as diferencas de tolerancia entre as cultivares CR e PR, sendo a cv PR
maior apresentou IT em ambas as doses de Cd. Foi observada também uma tendéncia de
maior acimulo de Cd nos tecidos de folhas, caules e raizes da cv CR. Quanto ao perfil de
proteinas das cultivares, foi possivel identificar diversas alteracdes que refletiam as proprias
diferencas genéticas entre as cultivares, havendo porém, grandes variacdes entre elas na
presenca do Cd. Umas alteracbes mais marcantes nas proteinas, foi relativa a reducédo
acentuada na Rubisco em tecidos de folhas da cv CR, mostrando que essa cultivar foi
severamente afetada pelo Cd. A cv CR também apresentou maiores niveis de H,O, e MDA,
do que a cv PR, o que indica maiores niveis de estresse nesta cultivar. Por outro lado, a dose
de 25 uM de CdCl, ndo foi suficiente para causar estresse oxidativo significativo na PR, mais
tolerante ao Cd. Como consequéncia do estresse, houve aumento nas atividades das enzimas
SOD, CAT e GR, as quais mostram também varia¢cdes no padréo de isoformas em resposta ao
estresse causado pelo Cd. Dentre essas enzimas, a diferenca mais marcante foi a auséncia de
alteracdo na atividade da GR em folhas de cv PR, mesmo na dose mais alta de Cd. De forma
geral, ndo encontramos evidéncias indicando que as diferencas de tolerancia ao Cd observadas
entre as cultivares PR e CR estejam associadas a maior eficiéncia do metabolismo oxidativo
referente a atividade das enzimas SOD, CAT e GR. Porém, tais diferencas nas atividades
enzimaticas e niveis de H,O, podem indicar uma reposta de sinalizacdo celular, a qual poderia
estar relacionada a ativacao de fatores de transcricdo que induziriam as diferentes respostas na
tolerancia ao Cd aqui observadas.

Palavras-chave: Enzimas antioxidantes; Estresse oxidativo; Metais pesados; Estresse abiotico

Abstract

The differences in Cd-tolerance found among tomato cultivars probably are due to a
number of differences, which are related to changes at the cellular level, involving the
differential expression of genes, resulting in changes in metabolism, physiology, and
morphology of plants. All changes together can be determinate the degree of tolerance of
cultivars to heavy metal Cd. In this study, we evaluated the differences in the oxidative
metabolism of cultivars Calabash Rouge (CR) and Pusa Ruby (PR), characterized as being
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more sensitive and more tolerant to Cd, respectively, which were available in 0, 25 and 100
UM of CdCl,. Thus, we quantified the concentrations of H,0, and malondialdehyde (MDA)
in tissues of leaves and roots of both cultivars, and evaluating the protein profile and activity
of SOD, CAT and GR, which are key enzymes in cellular antioxidant system. We also
evaluated the rates of growth, Tolerance Index (IT) and Cd accumulation in plants. Our
results confirmed the differences in tolerance between cultivars CR and PR, because cv PR
show IT higher then cv CR in both treatments with Cd. The Cd accumulation in the leaves
tissues, stems and roots was higher in cv CR. The protein profile of the cultivars, showed
several changes that reflected their own genetic differences between cultivars. A large
difference was found in the presence of Cd related to Rubisco expression. Expression of
Rubisco in leaf tissues of cv CR was severely affected by Cd under both doses of this heavy
metal. The cv CR also showed higher levels of H,O, and MDA compared to the cv PR,
indicating higher levels of stress in CR cultivar. Moreover, the dose of 25 uM of CdCl, was
not enough to cause significant oxidative stress in the PR, which is more tolerant to Cd. As a
consequence of stress, an increase in the activity of SOD and CAT, GR, were observed show,
accompanied of variations in pattern of isoforms in response to stress caused by Cd. Among
these enzymes, the most striking difference was the absence of change in GR activity in
leaves of cv PR, even in the highest dose of Cd. Overall, we found no evidences indicating
that differences in Cd-tolerance, among cultivars PR and CR, are associated with a higher
efficiency of oxidative metabolism on the activity of SOD, CAT and GR. However, these
differences in enzyme activity and levels of H,O, may indicate a response of cell signaling,
which could be related to activation of transcription factors to induce different responses in
Cd-tolerance system.

Keywords: Antioxidant enzymes; Oxidative stress; Heavy metals; Abiotic stress

4.1 Introducéo

Todas as culturas agricolas e demais espécies de plantas, ao crescerem em condicdes
de campo, estdo sujeitas ao efeito de interacbes com diversos fatores ambientais, tais como
falta ou excesso de agua, temperaturas muito elevadas ou muito reduzidas, excesso ou falta de
nutrientes no solo, severidade de ataque de insetos e doencas, presenca de elementos toxicos
no solo, entre outros. Quando esses fatores ocorrem nas proporcdes ideais para cada espécie
vegetal, estas podem desenvolver seu potencial maximo de crescimento. Contudo, quando um
ou mais destes fatores é fortemente alterado, as plantas sdo negativamente afetadas, tendo seu
crescimento reduzido. Por esse motivo, é bastante comum encontrarmos diferencas no
desenvolvimento e rendimento de producdo das diversas culturas agricolas, o qual é dado pela
forma como estas respondem as variacGes de tais fatores, que dependendo da magnitude, pode
causar o que chamamaos de estresse vegetal.

Podemos definir o estresse em plantas como sendo a resposta a qualquer fator que
limite o desenvolvimento dos individuos de forma temporaria ou definitiva. Sendo assim, as

plantas estdo constantemente sujeitas a diversos tipos de estresse, sejam eles de origem bidtica
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ou abidtica (GRATAO et al., 2008), os quais podem ter origens diversas, resultando em
diferentes respostas metabdlicas e fisioldgicas nas plantas. Contudo, a resposta geral e mais
evidente do efeito do estresse nos vegetais € a reducdo no crescimento, que € reflexo do
impacto do fator estressante sobre o metabolismo das plantas. Isso acontece porque, uma vez
sob estresse, os individuos precisam realocar recursos de seu metabolismo para combater o
estresse e evitar que tais fatores levem a morte da planta (SKIRYCZ; INZE, 2010). Além
disso, os proprios fatores estressantes, tais como metais pesados, podem agir causando danos
sobre enzimas e proteinas importantes para o metabolismo celular, prejudicando o
desenvolvimento dos individuos (HALL et al., 2002). Na auséncia do estresse, as plantas
cresceriam normalmente, pois seu metabolismo n&o sofreria de forma direta ou indireta com
os efeitos danosos causados por um determinado agente estressante.

No caso do estresse causado pelo Cd, as plantas se desenvolvem menos por que este
metal, ao ser assimilado pelos tecidos vegetais e entrar nas células das plantas, afeta varias
proteinas e enzimas do metabolismo celular. Dentre elas, os principais alvos seriam as
proteinas e enzimas que possuem em sua estrutura grupos sulfidril (SH) ligados entre si por
ligacGes dissulfeto. O Cd pode entdo oxidar esses grupos, destruindo as ligacdes dissulfeto, o
que leva a desnaturacdo da proteina, tendo como consequéncia a reducdo ou perda da
atividade enzimatica (VAN ASSCHE; CLIJTERS, 1990). Além disso, o Cd pode afetar
diretamente as enzimas que possuem algum metal semelhante a ele em sua estrutura (tamanho
e cargas similares), substituindo estes metais nas enzimas (por exemplo, o Zinco), o que
resulta na inibicdo da atividade enzimatica (SHAW et al., 2004). Na verdade, 0 estresse € uma
resposta geral relacionada a eventos que ocorrem em nivel celular, afetando negativamente a
estrutura e o aparato metabolico celular. Isso acontece porque as células possuem um
equilibrio em seu potencial redox, o qual mantém a homeostase celular, por meio de uma série
de reacOes de oxidacdo e reducdo, que estdo envolvidas tanto na sinaliza¢do celular quanto no
processo de defesa contra moléculas danosas gerada pelo proprio metabolismo celular
(MITTLER, 2002).

Assim, quando falamos em estresse em nivel celular, estamos nos referindo ao
desequilibrio no potencial redox da célula, causado pela producdo excessiva de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROSs), que sdo conhecidos como radicais livres. As EROs, tais como
peréxido de hidrogénio (H20,), superdxido (O;"), radical hidroxila ("OH) e oxigénio "singlet"
(O21), sdo produzidas de forma continua em qualquer sistema vivo, como resultado da propria
fotossintese, respiragdo e outros processos importantes do metabolismo celular (ASADA,

1999). Por outro lado, as células possuem um sistema antioxidante enzimatico e ndo
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enzimatico que transforma as EROs em elementos ndo nocivos, visando a protecdo contra 0s
possiveis danos celulares causados por essas moléculas (GRATAO et al., 2005). O estresse
pode acontecer quando as EROs s&o produzidas em quantidades muito elevadas, superando a
capacidade do sistema antioxidante de eliminar esses elementos. Assim, o excesso de EROs
leva ao estresse oxidativo, que consequentemente pode levar a danos nas estruturas celulares.
Naturalmente, plantas com diferentes niveis de tolerdncia a um determinado tipo de
estresse, devem possuir diferentes respostas no metabolismo antioxidativo, seja pela alteracéo
na atividade das enzimas antioxidantes e producdo de metabdlitos secundarios (GILL;
TUTEJA, 2010) ou por meio de mecanismos envolvendo a sinalizagdo celular para ativacéo
de genes de tolerancia, mediada pelo proprio desequilibrio no potencial redox das células
(MITTLER, 2002). Por esse motivo, a proposta deste trabalho foi investigar o efeito do Cd
sobre o metabolismo antioxidante das células, avaliando de forma conjunta as alteracOes
fisiologicas e bioquimicas que afetam o desenvolvimento de cultivares de tomateiro
contrastantes quanto a tolerancia a este metal. Para tanto, avaliamos de forma conjunta, os
parametros de crescimento, indicadores de estresse oxidativo e atividade das principais
enzimas do sistema antioxidante celular, com o objetivo de entender melhor as principais
alteracdes metabolicas que possam ajudar na compreensdo dos mecanismos relacionados a

maior ou menor tolerancia de plantas de tomateiro ao Cd.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Material vegetal

Foram utilizadas plantulas das cultivares Pusa Ruby (PR) e Calabash Rouge (CR),

caracterizadas como sendo mais tolerante e mais sensivel, respectivamente, ao Cd.

4.2.2 Estagio de avaliacao e cultivo em solucdo nutritiva

As sementes das cultivares foram semeadas e germinadas em vermiculita em bandejas
de germinacédo contendo 72 células. A nutricdo na fase inicial de crescimento foi fornecida via
irrigagdo com solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1950) adaptada para tomateiros, a
10% da concentracdo adotada para plantas adultas. Em aproximadamente 14 dias apds a
germinacdo, as plantulas foram transferidas para hidroponia (pH = 6,0 £ 0,1), contendo 10%

da solugdo nutritiva total, a qual foi sendo aumentada em mais 10% a cada dois dias. Passados
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7 dias de adaptacdo, a solugéo foi trocada por outra contendo concentracdo de 50% do total de
sais, acrescida de Cd nas concentracdes de 0, 25 e 100 uM de CdCl,. O cultivo hidropdnico
foi feito em bandejas de plastico revestidas com sacos pretos, para evitar a entrada de luz.
Cada bandeja recebeu 12 litros de solucdo nutritiva, a qual foi aerada usando um sistema de
mangueiras de ar comprimido (gerado por um compressor de ar) acopladas a pequenas pedras
porosas. As plantulas foram acondicionadas em um suporte feito de placa de isopor, com a
ajuda de pequenos pedacos de espuma. O espagamento adotado foi de 80 x 80 mm entre
plantas (64 cm?/planta). A avaliacdo das plantas foi realizada 4 dias ap6s a exposi¢do ao metal

4.2.3 Massa seca e quantificacdo de Cd

Ao final dos 4 dias de exposicdo ao Cd, as plantas foram lavadas em agua corrente e
acondicionadas em sacos de papel, sendo desidratas em estufa a 60 °C até massa constante.
No momento da aplicacdo, foram coletas 12 plantas de cada cultivar, as quais compuseram a
massa seca média do tempo zero (To) do experimento. Todas as demais plantas do
experimento, foram pesadas individualmente, avaliando-se a massa seca total, das raizes e da
parte aérea. Estas mesmas plantas, apds desidratadas, foram separadas em raizes, caules e
folhas, e preparadas para a quantificacdo de Cd em cada tecido. A quantificacdo deste metal
foi feita usando metodologia analitica de espectrometria de emissdo otica (ICP OES),
encomendada ao Laboratorio de Fertilizantes e Residuos, Centro de P&D de Solos e Recursos

Ambientais do Instituto Agronémico de Campinas (1AC).
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4.2.4 Determinacao do Indice de Tolerancia (1T)

O indice de toleréncia foi determinado pela formula:

(mel. Cadmio ~— mso)

IT =
(me Controle — mso)

Onde:

IT = Indice de Tolerancia

MSy, caamio = Massa seca final da i-ésima planta exposta ao Cd
MSs controte = Massa seca média final das plantas controle

ms, = Massa seca média inicial das plantas

4.4.5 Delineamento experimental e analises estatisticas

Os experimentos foram realizados em delineamento em delineamento fatorial
inteiramente casualizado, com 6 repeticdes compostas de 2 plantas por parcela. Os dados
foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade e erro. Os parametros dos modelos, tais como homogeneidade
de variancias e distribuicdo normal dos residuos, foram checados usado o teste de Bartlett
(BARTLETT, 1937) e Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965). Todas as analises foram

realisadas usando o software R verséo 2.14.2.

4.2.6 Extracdo e determinacdo de proteinas solUveis

Amostras de folhas e raizes de ambas as cultivares submetidas aos tratamentos (0, 25 e
100 uM de CdClI,) foram coletadas e maceradas com nitrogénio liquido até formar uma
farinha homogénea. Esse material foi usado para extracdo de proteinas (realizada a 4 °C)
utilizando um tampéao de extracdo (1 g de tecido de folhas / 3 mL de tampéo e 1 g de tecido de
raizes / 2 mL de tampdo). Os materiais vegetais foram homogeneizados em tampéo fosfato de
potassio 100 mM, pH 7,5 contendo 1 mM de EDTA, 3 mM de DTT e 4% (p/v) de

polivinilpirrolidona insolavel (PVPP). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm por
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30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado, dividido em aliquotas e estocado em freezer a
-80 °C para analises posteriores. A concentracdo de proteina foi determinada conforme

descrito por Bradford (1976), utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrao.

4.2.7 Variagdes nos padrdes proteicos

As variagdes nos padrdes proteicos foram analisadas por eletroforese em sistema
desnaturante, utilizando SDS-PAGE (MARTINS et al., 2011) e corados com Comassie-Blue.
A eletroforese em sistemas SDS-PAGE é empregada em estudos de proteinas, o qual utiliza o
agente dissociante dodecil sulfato de sédio (SDS) para desnatura-las em subunidades. Além
disso, a mistura de proteina com o tampdo da amostra é aquecida para ocorrer a quebra de
ligacOes dissulfeto. Para confeccdo dos géis desnaturantes (10% poliacrilamida) foi utilizado
0 seguinte protocolo:

Gel de resolucdo: 5,0 mL de uma solucdo 40% de acrilamida/bis-acrilamida da Sigma, 5
mL de Tampdo TRIS 2,9 M, pH 8,9, 200uL de SDS (10%) e 10,0 mL de agua. Como
catalisadores foram utilizados 38 uL de TEMED e 50 uL de persulfato de amonia (1%).

Gel de empilhamento: apos a polimerizacdo do gel de resolucgdo, foi adicionada uma
solugdo composta por 1 mL da solucdo 40% de acriamida/bis-acrilamida (Sigma) citada
anteriormente, 2,5 mL de Tampdo TRIS 500 mM, pH 6,8, 100uL de SDS (10%) e 5,5 mL de
agua. Para a polimerizacdo foram utilizados 20uL de TEMED e 100uL de persulfato de
amonio (1%).

Apos polimerizacdo, foram aplicados aos géis de SDS-PAGE os volumes das amostras
correspondentes a concentracdo de 20ug de proteina. O volume da amostra é aplicado
juntamente com o tampdo de amostra (3,0 mL de H,O destilada, 1,0 mL de tampdo de
empacotamento, 1,6 mL de glicerol, 1,6 mL de SDS (10%), 0,4 mL de solucéo 0,5% de azul
de bromofenol e 0,4 mL de mercaptoetanol), na proporcdo de 1:1. As condi¢cdes gerais de
corrida foram definidas nos ensaios preliminares para obtencao de géis com alta resolucéo. Os
geéis foram corridos a uma corrente constante de 15 mA por placa, com tampao de eletrodo
constituido por TRIS 250mM, pH 8,3 acrescido de 1,92 M de glicina e 1% de SDS (10%).

Posteriormente, os géis foram corados com Comassie-Blue.
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4.2.8 Quantificacdo de perdxido de hidrogénio (H,0,)

O H,0; foi quantificado segundo protocolo de Alexieva et al. (2001). As amostras
frescas de folhas e raizes foram maceradas com de TCA 0,1% na relagcdo de 100 mg/mL
(w:v). Apos a completa homogeneizagdo, foram transferidas para tubos e centrifugados a
10.000 rpm por 15 min, a 4°C. Do sobrenadante, foi retirado 200 pL ao qual foi adicionado
200 pL de tampdo fosfato de potéssio 100 mM (pH 7,5) e 800 uL de solucdo 1 M de iodeto de
potassio. Os tubos com a reacdo foram colocados em gelo e permaneceram no escuro durante
uma hora. Apds este periodo, as amostras permaneceram no escuro por 20 min, porém em
temperatura ambiente para estabilizacdo da reacdo, e em seguida foi realizada a leitura em
espectrofotometro Perkin Elmer — Lambda 40 a 390 nm. A quantidade de H,0, foi expressa

em pmol/g de tecido fresco.

4.2.9 Peroxidagao lipidica

A peroxidacdo lipidica foi determinada pela producdo de malonaldeido (MDA), que é
um metabolito reativo ao acido 2-tiobarbitdrico (TBA), usando protocolo adaptado de Health
e Packer (1968). Amostras bioldgicas foram maceradas em TCA 0,1% na proporcao de 100
mg/mL de tampdo, juntamente com 20% de PVPP. Apds completa homogeneizacdo, a
amostra foi centrifugada a 10.000 rpm por 5 min. Do sobrenadante, foi retirado 0,25 mL e
transferido para outro tubo juntamente com 1,0 mL de solugdo contendo TCA 20% e TBA
0,5%. A mistura foi colocada em banho-seco por 30 min a 95 °C, sendo resfriada no gelo
imediatamente apos esse periodo.As amostras foram novamente centrifugadas por mais 10
min a 10.000 rpm, e em seguida foi realizada leitura em espectrofotometro a 535 e 600 nm. A

quantidade de MDA foi expressa em umol/g de tecido fresco.

4.2.10 Analises das enzimas antioxidantes

4.2.10.1.1 Atividade da enzima SOD em PAGE nédo desnaturante

A atividade da SOD foi analisada em PAGE ndo desnaturante (14%), utilizando como

padrdo 2 unidades de SOD de figado bovino (Sigma). Apds a separacdo das proteinas por

eletroforese, com corrente constante de 20 mA/placa, a atividade de SOD foi determinada
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como descrito por Beuchamp e Fridovich (1971). Apds corrida, os géis foram enxaguados
rapidamente em &gua deionizada e incubados no escuro, a temperatura ambiente, em uma
mistura de reacdo contendo 50 mM de tampéo fosfato de potéssio pH 7,8, 1 mM EDTA, 0,05
mM riboflavina, 0,1 mM nitroblue tetrazolium (NTT) e 0,3% TEMED. Ao final de 30
minutos, a mistura de reacdo foi descartada, os géis foram enxaguados com &gua deionizada e
colocados sob iluminacdo por alguns minutos até o aparecimento de bandas brancas e
coloragéo do gel.

4.2.10.1.2 Caracterizago das isoenzimas de SOD

PAGE nativo foi utilizado para identificagdo das isoenzimas de SOD. Foi utilizado 40
ug de proteina total para caracterizacdo. A eletroforese ocorreu nas mesmas condicdes
anteriormente descritas para SOD. Apos a corrida, o gel foi dividido verticalmente em trés
partes. Uma delas foi mantida em tampéo fosfato de potéassio 100 mM, pH 7,8. A segunda
parte foi tratada com 100 mL do tampé&o fosfato de potassio contendo 1 mM de EDTA e 2
mM de KCN e a ultima parte foi imersa em uma solucéo do referido tampdo acrescido de 1
mM de EDTA e 70 pL de H,O;, a 30%. Todas estas etapas foram realizadas no escuro para
prevenir a fotoxidacdo. Os géis permaneceram por 20 minutos nas solugdes, e em seguida
foram lavados ligeiramente com H,O destilada e submetidos a revelacdo com NBT e
riboflavina como descrito anteriormente. Ao final da revelacdo, as bandas foram analisadas
quanto a presenca e auséncia, conforme o fator inibidor presente nas solu¢des de tratamento.
As isoformas foram classificadas como (AZEVEDO et al., 1998):

- Cu/Zn-SOD quando inativada na presenca de KCN e H,05;
- Fe-SOD se a banda foi inativada somente na presenca de H,O,, sendo resistente ao KCN;

- Mn-SOD se a isoforma era resistente aos dois tratamentos.
4.2.10.2 Atividade da enzima catalase (CAT)
4.2.10.2.1 Atividade da enzima CAT em espectrofotémetro
A atividade foi determinada em uma solugéo de reacdo formada por 1 mL de tampé&o
fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 0,025 mL de perdxido de hidrogénio (0,03%). A

reacdo foi iniciada com 25 uL de extrato proteico, sendo realizada a leitura & temperatura de

25 °C, e a atividade determinada atraves da decomposicao de perdxido de hidrogénio, através
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de alteragdes na absorbéncia a 240nm. Os resultados foram expressos em umol/min/mg de

proteina.

4.2.10.2.2 Atividade da enzima CAT em PAGE ndo-desnaturante

A eletroforese foi realizada a 4°C e a corrente constante utilizada por placa foi de 15
mA. Para cada gel foram aplicadas amostras de padrdo de CAT de figado de boi (2 unidades)
e 20 ug de proteina dos extratos das amostras (AZEVEDO et al, 1998). Para a revelacdo foi
realizada a lavagem do gel por 45 min em agua deionizada (3 x 15 min) e incubacdo do
mesmo por 10 min em solucdo de H,0, 0,003%, a temperatura ambiente, com agitacao suave
e constante. Apoés este periodo, o gel foi rapidamente lavado em &gua deionizada e colocado
por 10 minutos em uma solucdo de FeCls; 1% (p/v) e KyFe(CNg) 1% (p/v) sempre com
agitacdo suave. Em seguida, a solucéo foi retirada e o gel foi documentado.

4.2.10.3 Atividade da enzima glutationa-redutase (GR)

4.2.10.3.1 Atividade da enzima GR em espectrofotdmetro

A atividade da GR foi determinada pelo método de espectrofotometria e também em
PAGE néo-desnaturante. Inicialmente a atividade foi analisada a 30°C em uma mistura de
reacdo consistindo de 1 mL tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5), 0,5 mL de 5,5’-
dithio-bis(2-acido nitrobenzdico - DTNB) a 1 mM, 100 uL de glutationa oxidada (GSSG) 1
mM e 100 uL de NADPH 0,1 mM. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 50 uL de extrato e
monitorada por 1min através da reducdo de glutationa oxidada na absorbancia de 412 nmm
(SMITH; VIERHELLER; THORNE, 1988).

4.2.10.3.2 Atividade da enzima GR em PAGE

A revelacdo para atividade de GR em PAGE foi determinada utilizando como padréo
uma unidade de GR de figado bovino (Sigma Aldrich). A revelacao foi feita lavado-se o gel
2x em agua destilada por 15 min e incubado por 30 min a temperatura ambiente, em uma
solugéo de 0,25 M de TRIS (pH 7.5); 10mg de MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-brometo
de difeniltetrazol); 10mg DPIP (dicloroindolacéti co); 2,4 mM GSSG e 0,5 mM NADPH para
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um volume final de solucdo de 50 mL. Depois de descartar esta solugéo, o gel foi lavado
rapidamente em &gua deionizada e foi feita a fixacdo em solugdo de &cido acético 7% (LEE;
LEE, 2000).

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Efeito do Cd nas cultivares PR e CR

Conforme descrito no capitulo anterior, os principais efeitos da absor¢do de Cd pelas
plantas de tomateiro sdo a reducdo do crescimento (desenvolvimento), clorose nos tecidos
jovens, curvamento/enrolamento das folhas e também o aparecimento de manchas necroticas
nas folhas. A inibicdo do crescimento e redugdo no acimulo de massa seca (biomassa) nas
raizes e parte aérea das plantas, devidas a presenca de Cd, foram relatadas em varias espécies
(VITORIA; LEA; AZEVEDO, 2001; FERREIRA et al., 2002; WOJCIK; TUKIENDORF,
2005; GRATAO et al., 2005).

Na figura 1 podemos observar o impacto do Cd sobre as cultivares Pusa Ruby (PR) e
Calabash Rouge (CR), caracterizadas no capitulo anterior como sendo mais tolerante e mais
sensivel a este metal, respectivamente. Notamos que na dose de 25 puM de CdCl; as plantas da
cv CR (sensivel) ja apresentaram sintomas severos de toxidez ao Cd, enquanto a cv PR (mais
tolerante) sofreu apenas uma pequena reducao de crescimento em relacdo as plantas controle
(0 uM de CdCl,). Contudo, na dose de 100 uM de CdCl, ambas as cultivares foram bastante
afetadas pelo metal, embora a cv PR tenha conseguido se desenvolver significativamente mais
nessa dose elevada do metal, em comparacdo com a cv CR. Além da parte aérea, vemos que
as raizes da cv PR também se desenvolveram melhor que as raizes da cv CR, nas duas doses

de Cd utilizadas neste experimento.
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0 uM CdCl, 25 uyM CdCIl, 100 uM CdCl,

Figura 1 - Efeito do Cd sobre plantulas de tomateiro das cultivares de PR e CR
4.3.2 Parametros de desenvolvimento

Neste capitulo, assumimos que o principal parametro de desenvolvimento a ser
estudado é relativo ao acumulo de massa seca (mg/planta), em um determinado periodo,
estabelecido em 4 dias. A escolha das doses deste trabalho foi feita com base no indice de
Tolerancia (IT) determinado anteriormente no capitulo 2, onde foi demonstrado que a dose de
25 UM de CdCl, corresponde a faixa de doses que reduz o crescimento das plantas em 50%,
proporcionando um IT préximo de 0,5. JA a maior dose de Cd deste experimento foi
estabelecida em 100 uM de CdCl,, estando abaixo da faixa de doses onde o crescimento das
plantas seria cessado, pois 0 objetivo deste estudo foi avaliar o impacto de uma dose elevada
de Cd, sem afetar totalmente o desenvolvimento das plantas.

Na figura 2A, novamente foi observado um padrdo de inversdo no acimulo de massa
seca total das plantas das cultivares CR e PR, onde na auséncia de Cd, a cv CR cresceu
significativamente mais do a cv PR, sendo que na presenca de 25 uM e 100 de CdCl,, a cv
CR teve seu desenvolvimento extremamente reduzido em comparacdo com a cv mais
tolerante (PR), na qual essa redugdo foi bem menor. Ja na dose de 100 uM de CdCl,, a

reducdo no crescimento de ambas foi bastante acentuado, ndo havendo diferencas
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significativas no acumulo de massa seca entre as cultivares, embora o desenvolvimento da cv
PR tenha sido ligeiramente maior. As diferencas nas taxas de reducdo de crescimento de
ambas as cultivares confirmaram a maior tolerancia da cv PR e maior sensibilidade da cv CR
ao Cd, sendo que em ambas as doses deste metal (25 e 100 uM de CdCl;) a cv PR apresentou
ITs significativamente maiores que a cv CR (figura 2B). De forma geral, podemos dizer que
as doses selecionadas para o presente trabalho mostraram-se eficientes para avaliar as
diferencas de tolerancia entre as cultivares, sendo assim bastante adequadas para estudar os
efeitos do Cd sobre o metabolismo oxidativo das cultivares em questéo.

Outro ponto que merece destaque é relativo as diferencas entre o acimulo de massa
seca na parte aérea e nas raizes das plantas deste experimento. O desenvolvimento da parte
aerea das cultivares submetidas as diferentes doses de Cd, seguiu 0 mesmo padréo de acimulo
de massa seca total da planta (figura 3A). J& em relacédo ao sistema radicular, observamos que
ndo houve diferengas significativas na massa seca das raizes das plantas da cv PR submetidas
a dose de 25 uM de CdCl,, quando comparadas com as raizes das plantas controle desta
mesma cultivar (0 uM de CdCly). Por outro lado, as raizes da cv CR sofreram uma reducéo

bastante acentuada na presenca do Cd (figura 3B).
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Figura 2 - Efeito do Cd sobre o desenvolvimento das cultivares CR e PR. A) Reducdo da massa seca das plantas
em funcdo de doses crescentes de CdCl,. B) indice de Tolerancia ao Cd das cultivares CR e PR
expostas a diferentes concentracdes deste metal. Letras maiusculas diferentes no topo das colunas
indicam que as médias de um mesmo geno6tipo entre os tratamentos, diferem significativamente pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Letras minusculas diferentes no topo das
colunas indicam que as médias entre genétipos de um mesmo tratamento, diferem significativamente

pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro
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Embora estatisticamente ndo significativo, o acimulo de massa seca das raizes da cv
PR na dose de 25 uM de CdCl, foi levemente maior do que a média obtida nas plantas desta
cultivar que se desenvolveram na auséncia de Cd (figura 3B). No capitulo 2, as principais
diferencas no desenvolvimento geral entre as cultivares estudadas, foram atribuidas
principalmente aos efeitos do Cd sobre as raizes, havendo evidéncias de que as diferencas na
tolerdncia de cada uma das cinco cultivares estudadas eram devidas a mecanismos
relacionados as respostas do sistema radicular a este metal. Assim, novamente observamos
que em uma dose moderada de Cd (25 uM de CdCl,) o sistema radicular da cv PR cresce
normalmente, parecendo haver até mesmo um pequeno estimulo pela presenca deste fator
estressante, 0 que ndo acontece com as raizes da cv CR, que foram bastante afetadas pela
presenca do Cd. Na exposicdo a dose de 100 uM de CdCl,, as raizes de ambas as cultivares
tiveram comportamento semelhante, dado que tal dose é bastante elevada mesmo para uma
planta que tenha se mostrado mais tolerante ao metal em questdo (figura 3B). Respostas de
tolerancia envolvendo o melhor desenvolvimento de raizes, geralmente sdo mais estudadas
quanto a tolerancia ao Aluminio (HOSSAIN; ZHOU; MENDHAM, 2005; MA et al., 1997
TAMAS et al., 2006; GIAVENO; MIRANDA FILHO, 2000), nio havendo ainda relatos na
literatura que comprovem uma correlacao entre a maior tolerancia ao Cd, com mecanismos de

tolerancia relativos as raizes das plantas.
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Figura 3 - Efeito do Cd sobre o desenvolvimento das cultivares CR e PR. A) Reducdo da massa seca da parte

aérea das plantas em funcdo de doses crescentes de CdCl,. B) Reducdo da massa seca das raizes das

plantas em funcdo de doses crescentes de CdCl,. Letras mailsculas diferentes no topo das colunas

indicam que as médias de um mesmo gen6tipo entre os tratamentos, diferem significativamente pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Letras minusculas diferentes no topo das

colunas indicam que as médias entre gendétipos de um mesmo tratamento, diferem significativamente

pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro
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4.3.3 Acumulo de Cd nos tecidos

A exposicdo a doses crescentes de Cd levou ao acimulo crescente deste metal, nos
tecidos de ambas as cultivares (figura 4), havendo maior acimulo de Cd nas raizes do que na
parte aérea das plantas, tal como encontrado em outros trabalhos usando diferentes cultivares
de tomateiro expostas a este metal (LOPEZ-MILLAN et al., 2009; GRATAO et al., 2012), e
ainda em outras espécies de plantas tais como por exemplo Crotalaria juncea (PEREIRA et
al., 2002) e rabanete (VITORIA; LEA; AZEVEDO, 2001). Porém, tal aumento no foi
proporcional a dose utilizada, sendo que provavelmente na dose de 100 uM de CdCl,, todo o
metabolismo das plantas, envolvendo a capacidade de absor¢do de agua, nutrientes e do
proprio metal, foi negativamente afetado. Assim, nesta dose elevada de Cd as plantas se
desenvolveram menos, 0 que consequentemente levou a menor absor¢do proporcional do
metal.

De forma geral, ndo houve diferengas significativas no acimulo de Cd nas raizes entre
as cultivares CR e PR, tanto na dose de 25 quanto de 100 uM de CdCl,, embora na dose de 25
MM de CdCl; a cv CR tenha mostrado um acumulo sensivelmente maior que a cv PR (figura
4A). Ambas as cultivares também nédo apresentaram diferencas significativas entre si, quanto
ao acumulo de Cd nos caules (figura 4B). Ja em relacdo ao acumulo de Cd nas folhas das
plantas, a principal diferenca entre as cultivares foi observada na dose de 100 uM de CdCl,,
na qual houve um acumulo de Cd significativamente maior na cv CR (figura 4C), a qual
também mostrou uma tendéncia ao maior acimulo deste metal na dose de 25 uM de CdCl.,.
Esse resultado é coerente com os resultados observados no capitulo anterior, pois estas duas
cultivares foram as Unicas que apresentaram diferencas significativas no acumulo de Cd nas
folhas, mostrando novamente que de alguma forma este metal é mais absorvido e mais
translocado para a parte aérea da cv CR, podendo este ser um dos fatores que torna esta
cultivar mais sensivel ao metal em questao.

Os dados de indice de Translocacdo (ITr) e de acimulo total nas plantas ndo foram
apresentados neste capitulo, pois seguiram o0 mesmo padrdo dos resultados obtidos no capitulo
anterior. Assim, somente o acimulo de Cd relativo nos tecidos foi considerado para esta
discussdo, pois neste capitulo, os resultados das alteracGes no nivel de estresse oxidativo e
enzimas do sistema antioxidante celular s&o mensurados em termos de unidade de tecido, tal
como apresentado para o acumulo de Cd. Estes resultados, podem ajudar a tragar um paralelo

entre acimulo de Cd e o impacto deste metal sobre os principais processos bioquimicos das
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células, envolvidos no sistema de defesa antioxidante e na propria diferenca de tolerancia
entre as cultivares aqui estudas.
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Figura 4 - Acimulo de Cd nos tecidos vegetais. A) Acimulo de Cd nas raizes. B) Acimulo de Cd no caule. C)
Acumulo de Cd nas folhas. Letras maitsculas diferentes no topo das colunas indicam que as médias
de um mesmo genatipo entre os tratamentos, diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade de erro. Letras minusculas diferentes no topo das colunas indicam que as
médias entre genotipos de um mesmo tratamento, diferem significativamente pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade de erro
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4.3.4 Estresse oxidativo induzido pelo Cd

Uma vez que constatamos a reducdo de crescimento nas plantas das cultivares CR e
PR em decorréncia da absorcdo de Cd, temos agora que avaliar o impacto deste metal sobre o
metabolismo celular, visando entender melhor as diferencas de desenvolvimento entre essas
cultivares na presenga do fator estressante. Como j& foi mencionado anteriormente, o Cd
causa estresse oxidativo nas plantas, o qual é consequéncia de uma série de eventos que
ocorrem em nivel celular (INZE; MONTAGU, 1995; ASADA, 1999; GIL; TUTEJA, 2002),
onde as EROs podem causar danos a lipidios, proteinas e ao proprio DNA (McCORD, 2000;
AHMAD; SARWAT; SHARMA, 2008). Embora o estresse em si ndo seja mensuravel, é
possivel quantificar substancias indicadoras da ocorréncia do estresse oxidativo. Dentre estas
substancias, temos que um dos principais indicadores de estresse € a peroxidacdo lipidica
(ROMERO-PUERTAS et al., 2006; MONTEIRO et al., 2011). As EROs em excesso nas
células reagem com acidos graxos insaturados e causam a peroxidacdo de lipidios na
membrana (GRATAO et al., 2005).

A peroxidacdo lipidica pode formar varios produtos, dentre os quais o malondialdeido
(MDA) é um dos que pode ser facilmente quantificado, sendo assim frequentemente utilizado
como indicador da ocorréncia de estresse oxidativo (DEWIR et al., 2006). Dentre as EROs, o
H,0, € um dos principais responsaveis pela peroxidacao lipidica. Porém, ele ndo é o Unico
capaz de causar danos as membranas das células (HALLIWELL; CHIRICO, 1993), e por esse
motivo, ndo podemos dizer que todo o estresse esta sendo avaliado. Como grande parte da
peroxidacdo lipidica e producdo de MDA é devida a acdo do H,O,, vamos inicialmente
verificar as alteracGes nos niveis dessa ERO, em funcéo das doses crescentes de Cd em ambas
as cultivares estudadas.

Na figura 5A, vemos que ha um aumento significativo na concentracdo de H,O, nas
folhas das cultivares CR e PR. Embora tal aumento tenha sido bastante pronunciado na cv
CR, esta ndo apresentou diferencas significativas na concentracdo de H,O, entre as doses 0 e
25 UM de CdCl,, pois aparentemente o nivel desta ERO ja estava relativamente elevado nas
plantas controle desta cultivar. J& a concentracdo de H,O, nas raizes também aumentou
devido a presenca do Cd, porém, tais aumentos ndao foram significativos, provavelmente
devido & maior variacdo na quantificacdo desta ERO nestes tecidos (figura 5B). Contudo, em
nenhum dos tratamentos com Cd foram observadas diferencas significativas nos niveis de
H,0, entre as proprias cultivares CR e PR, sendo que ambas seguiram o mesmo padréo

crescente de concentragdo desta molécula, em fungdo das doses de Cd.
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Figura 5 - Concentracdo de perdxido de hidrogénio nos tecidos das cultivares CR e PR, em funcdo de doses

crescentes de Cd. A) Concentracdo de peroxido de hidrogénio nas folhas das cultivares. B)

Concentracdo de perdxido de hidrogénio nas raizes das cultivares. Letras maiusculas diferentes no

topo das colunas indicam que as médias de um mesmo gendtipo entre os tratamentos, diferem

significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Letras mindsculas

diferentes no topo das colunas indicam que as médias entre gendtipos de um mesmo tratamento,

diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro
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Uma vez constatado o aumento na concentracdo de H,O, intracelular em folhas e
raizes de ambas as cultivares, podemos fazer uma correlacdo com o nivel de estresse nas
células, obtido pela quantificacdo de MDA. Quanto maior a concentracdo de MDA, maior
seria 0 nivel de estresse no tecido em questdo. Na figura 6A, fica evidente o aumento da
concentragdo de MDA nas folhas das cultivares CR e PR, em fungéo das doses crescentes de
Cd, indicando que a presenca deste metal induziu estresse oxidativo em ambas as cultivares.
Contudo, a cv PR, caracterizada como sendo mais tolerante ao Cd, ndo apresentou aumento
significativo no nivel de estresse nas folhas quando as plantas desta cultivar foram expostas a
dose de 25 puM de CdCl,, embora a concentracdo de H,O, neste tecido tenha aumentado
significativamente nesta mesma dose de metal (figura 5A). O estresse nas folhas da cv PR s
foi significativo nas plantas expostas a dose de 100 uM de CdCl,. J& a cv CR mostrou ser
bastante sensivel ao efeito do Cd, pois as concentracdes de MDA nas folhas desta cultivar
aumentaram proporcionalmente as doses do metal, havendo diferengas significativas do
estresse em todas as doses (figura 6A). Em relacdo ao estresse em raizes, ndo possivel
identificar grandes diferencas na quantificacio de MDA entre tratamentos com doses
crescentes de Cd e nem mesmo diferencas entre as préprias cultivares (figura 6B). Porém,
parece haver uma tendéncia, embora ndo significativa, de menor concentracdo de MDA nas
raizes de ambas as cultivares, na dose de 100 uM de CdCl; (figura 6B).

E interessante notar que o aumento na concentragio de H,O, nas folhas das plantas da
cv PR expostas a dose de 25 uM de CdCl,, ndo causou estresse oxidativo nestes tecidos,
enquanto o aumento de H,O, nas folhas da cv CR, gerou estresse oxidativo, o que é
demonstrado pelos maiores niveis de MDA nas folhas desta cultivar (figura 6A). Nem sempre
a maior concentracdo de H,O, em um tecido indica que a planta esta mais estressada. O H,0,
também possui um papel na sinalizacdo sistémica de resposta a estresses bioticos, tais como o
ataque de patdégenos (ALVAREZ et al., 1998), e abi6ticos como a ocorréncia de lesbes nos
tecidos (OROZCO-CARDENAS; RYAN, 1999) e o estresse por alta intensidade luminosa
(MULLINEAUX; KARPINSKI, 2002). Assim, a manutencdo dos niveis intracelulares de
H,0, precisam ser estritamente controlados por mecanismos distintos que facam a fina
modulacdo desta ERO, tanto para a sinalizacdo celular quanto para sua eliminacdo pelo
sistema antioxidante celular, evitando assim, a ocorréncia de estresse oxidativo (MITTLER,
2002). Dessa forma, o aumento na concentracdo de H,O; nas folhas da cv PR, associado aos
baixos niveis de MDA nestes tecidos, poderia indicar que a maior producdo do H,0, estaria

relacionada com a propria sinalizagdo para expressdo dos genes de tolerancia nesta cultivar.
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Figura 6 - Concentracdo de malondialdeido (MDA) nos tecidos das cultivares CR e PR, em funcdo de doses
crescentes de Cd. A) Concentragdo MDA nas folhas das cultivares. B) Concentracdo de MDA nas
raizes das cultivares. Letras mailsculas diferentes no topo das colunas indicam que as médias de um
mesmo gendtipo entre os tratamentos, diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade de erro. Letras minusculas diferentes no topo das colunas indicam que as
médias entre gendtipos de um mesmo tratamento, diferem significativamente pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade de erro
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4.3.5 Alteragdes no perfil de proteinas causado pela presenca de Cd

Embora o grau de polimorfismo genético entre acessos de uma mesma espécie de
tomateiro ndo seja elevado (MILLER; TANKSLEY, 1990), podemos dizer que as cultivares
CR e PR sdo geneticamente diferentes entre si, sendo que tais diferencas certamente estdo
relacionadas com a maior ou menor tolerancia ao Cd entre elas. A resposta de tolerancia ao
Cd provavelmente envolve um conjunto de alteracdes génicas, sejam estas de estimulo ou
repressdo na expressdo de determinados genes, cuja consequéncia seria a alteragdo no perfil
das proteinas que resultam da expressao génica diferencial em fungdo dos tratamentos. Dessa
forma, o perfil proteico de plantas expostas ao Cd, pode nos dar idéia do tipo e magnitude das
variagdes no metabolismo entre as cultivares CR (mais sensivel) e PR (mais tolerante).

Na figura 7, vemos que na auséncia do Cd (0 uM de CdCl,) as folhas (figura 7A) e
raizes (figura 7B) de plantas das cultivares CR e PR, apresentam algumas diferencas
qualitativas no padrdo de bandas, as quais refletem parte das proprias diferencas geneticas
entre esses dois acessos. Quando estas duas cultivares sdo expostas ao Cd (25 e 100 uM de
CdCl,), notamos que o perfil proteico € bastante alterado, tanto em relacdo ao aumento nas
doses de Cd, quanto na resposta individual de cada uma das delas a este metal (figura 7). O
Cd induziu a maior expressdo de algumas proteinas e reprimiu a expressao de outras, sendo
tais efeitos mais evidentes nas folhas (figura 7A) do que nas raizes (figura 7B). A magnitude
destas variaces foi diferente para cada cultivar, parecendo haver uma tendéncia geral de
menor intensidade das bandas na cv CR (mais sensivel), em folhas e raizes, quando as plantas
desta cultivar s@o expostas ao Cd.

Uma das alteracfes marcantes na analise do perfil proteico foi a grande reducdo da
banda relativa a subunidade maior da enzima Rubisco, que se encontra na posicdo de
aproximadamente 53 kDa no gel de SDS-PAGE (figura 7A). A Rubisco é a proteina mais
abundante nas folhas, sendo uma enzima bifuncional que catalisa duas reacGes competitivas e
essenciais para a vida das células, relacionadas com a fotossintese e fotorespiracdo. A Rubisco
é uma enzima central para a fixacdo de carbono pelas plantas, desencadeando uma série de
reacdes que geram carboidratos, proteinas e lipidios, que sdo fundamentais para o
desenvolvimento destes organismos (MANN, 1999). Quando essa enzima sofre algum
prejuizo, o metabolismo celular pode ser seriamente afetado.

Uma das principais causas de danos & Rubisco é devida & presenca de EROs nos
cloroplastos. Em condi¢Ges normais de homeostase celular, as EROs geradas pela propria

fotossintese, sdo eliminadas direta ou indiretamente por enzimas de defesa do sistema
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antioxidante celular, tais como a Superoxido Dismutase (SOD), Ascorbato Peroxidase (APX),
Glutationa Redutase (GR) e outros elementos, no ciclo Ascorbato-Glutationa (FOYER,;
HALLIWELL, 1976; LIU et al., 2007). Por esse motivo, a inativagdo de enzimas como a
Ascorbato Peroxidase (APX) pode levar ao acumulo de H,O, nos cloroplastos, causando
prejuizos a Rubisco e outras diversas macromoléculas presentes nestas organelas (PIETRINI
et al., 2003).

Como visto anteriormente, a presenca do Cd induziu 0 aumento na concentracdo de
H.O, nas folhas de ambas as cultivares, aumentando o nivel de estresse nestes tecidos, o que
foi indicado pela maior concentracdo de MDA. Assim, é provavel que o aumento na producao
de H,0O, induzido pelo Cd, tenha levado a danos relativamente altos a expressdo da Rubisco
nas cultivares CR e PR, prejudicando o desenvolvimento destas como um todo. A producao
de Rubisco foi extremamente reduzida na cv CR, mais sensivel ao Cd, sendo que a banda
correspondente a esta enzima quase ndo aparece nesta cultivar, em ambas as doses de Cd (25
e 100 pM de CdCl,) (figura 7A). Ja a cv PR, mais tolerante ao Cd, teve a produgdo de
Rubisco reduzida proporcionalmente ao aumento na dose deste metal. Contudo, vemos que
inibicdo desta enzima foi muito menor nesta cv tolerante (PR) do que na cv sensivel ao Cd
(CR) (figura 7A).

Uma das principais diferencgas entre essas cultivares é em relacdo ao acumulo de Cd
nos tecidos. Conforme foi demonstrado, a cv CR acumula mais Cd em folhas do que a cv PR.
Isso mostra que de certa forma este metal entra com mais facilidade nas plantas desta cultivar,
sendo transportada em maiores quantidades para os tecidos da parte aérea. Assim, é provavel
que o maior nivel de H,O, e consequentemente maior estresse nas folhas dessa cultivar, sejam
devidos a presenca em maior quantidade de Cd nestes tecidos. Este metal pode causar danos
as proteinas por varios mecanismos diferentes. Porém, no caso da Rubisco tem sido
demonstrado que o Cd afeta indiretamente esta enzima, inativando o ascorbato (ASC) nos
cloroplastos, 0 que leva a degradacdo da enzima APX, que é instavel em baixos niveis de
ASC (LIU et al., 2008). A enzima APX é a principal enzima que degrada o H,O, nos
cloroplastos, protegendo a Rubisco e demais macromoléculas da acdo danosa desta ERO.

Uma vez que a APX é degradada pela falta ASC, ocorre o acimulo de H,0, nesta
organela, o qual oxida os grupos tiol das subunidades da Rubisco, causando sua inativacao.
Assumindo que a Rubisco desencadeia uma série de reagdes importantes para a producao de
carboidratos, proteinas e lipidios, podemos dizer que ha evidéncias de que a redugdo
acentuada na expressdo geral de proteinas da cv CR em relagdo a cv PR, seja devida, em

parte, a quase auséncia ou expressdo reduzida da Rubisco nas folhas dessa cultivar. Embora
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tenha sido demonstrado que a presenca das EROs em excesso nos cloroplastos causa danos a
Rubisco (PIETRINI et al., 2003), temos que considerar que parte destes danos podem ser
causado pela prépria acdo direta do Cd sobre a estrutura desta esta enzima, cujos mecanismos
ainda ndo foram bem elucidados.

O padréo de reposta mais acentuado da cv CR em PAGE, provavelmente envolve a
acdo conjunta de uma gama de fatores, cujo efeito leva as principais alteracdes observadas no
perfil de proteinas das folhas e raizes. Na figura 3B, foi demonstrado que o Cd prejudica
muito as raizes da cv CR, reduzindo significativamente seu desenvolvimento, ao passo que as
raizes da cv PR sdo muito menos afetadas pelo metal. Assim, os danos mais severos na
estrutura das raizes da cv CR provavelmente prejudicam varios outros processos metabélicos,
através da reducdo na absorcdo de agua e alguns nutrientes para a parte aérea das plantas.
Além disso, sabemos também que o Cd pode aumentar a absorcdo e acumulo nas raizes de
alguns micronutrientes tais como Fe, Zn e Cu (LARBI et al., 2002; LIU; JIANG; GAO, 2003;
LOPEZ-MILLAN et al., 2009) e reduzir a absor¢do e acimulo de outros, tais como Mn e K
(LOPEZ-MILLAN et al., 2009), podendo levar ao excesso ou falta destes elementos nas
células, causando desequilibrio no metabolismo celular. As alteracbes na absorcdo de
nutrientes pelas raizes em presenca de Cd seriam parcialmente explicadas pela modificacdo na
permeabilidade da membrana plasmatica causada por esse metal (DONG et al., 2006).
Adicionalmente, o Cd também compete pelos mesmos sitios de enzimas que tenham como
cofator metais de carga e formas similares a ele, levando a inativacdo destas enzimas, o que
consequentemente altera o metabolismo celular e gera estresse oxidativo, levando a oxidagédo
de varias proteinas (DAS; SENGUPTA; MUKHERJEE, 1997).

Finalmente, temos que as alteracdes no perfil de proteinas que foram observadas entre
as cultivares CR e PR na presenca do Cd, seriam devidas a acdo direta ou indireta deste metal,
sobre varios processos fisioldgicos e metabolicos, cujo conjunto e a magnitude destas
alteracdes provavelmente estariam induzindo a maior ou menor tolerancia ao Cd observadas
entre tais cultivares. Portanto, € necessario que analises mais detalhadas como pelo uso de
2D-PAGE sejam conduzidas para identificar melhor quais proteinas estdo sendo mais afetadas

e consequentemente racdes metabdlicas que possam estar sendo alvo da acédo do Cd.
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4.3.6 Resposta do sistema antioxidante enzimético ao estresse causado por Cd

Como ja foi demonstrado, a exposi¢cdo ao Cd das plantas de tomateiro das cultivares
CR e PR levou a ocorréncia de estresse oxidativo em folhas e raizes, o que foi constatado pelo
aumento na concentragdo de H,O, e MDA nestes tecidos. O aumento da concentracdo de
EROs nas plantas estressadas leva a diversas alteracbes no metabolismo celular, induzindo
principalmente as respostas relacionadas ao sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico,
0s quais tem o objetivo de eliminar as EROs convertendo-as em moléculas ndo prejudiciais as
células. Com isso, é esperado que o estresse causado pelo Cd gere respostas no metabolismo
antioxidante celular, alterando a atividade das principais enzimas envolvidas na limpeza das
EROs. Por esse motivo, avaliamos as atividades das enzimas Superoxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT) e Glutationa Redutase (GR), com o intuito de entender melhor as diferencas
nas respostas do sistema antioxidante entre as cultivares CR, mais sensivel ao Cd, e PR, a qual

mostrou-se mais tolerante a este metal.

4.3.6.1 Atividade de SOD em resposta ao Cd

Cada enzima do sistema antioxidante celular é especializada em eliminar um tipo
ERO. Dentre elas, as SODs sdo as Unicas que combatem o superéxido (O;7), o qual é
convertido por essa enzima em H,O, e H,O. Assim, as SODs constituem a primeira linha de
defesa das plantas contra o O,", transformando essa molécula altamente reativa, em uma ERO
menos reativa (ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002). Sao conhecidas 3 classes de SOD nas
plantas, as quais sdo classificadas de acordo com seu co-fator metalico, podendo ser Mn-SOD
(cofator Manganés), Cu/Zn-SOD (cofator Cobre/Zinco) e Fe-SOD (cofator Ferro)
(AZEVEDO et al., 1998). As Mn-SODs sdo encontradas nas mitocondrias e peroxissomos
(DEL RIO et al., 2002), enquanto as Fe-SODs estdo presentes nos cloroplastos (ALSCHER,;
ERTURK; HEATH, 2002). Ja as Cu/Zn-SOD podem ser encontradas no citosol, nos
cloroplastos e nos peroxissomos (DEL RIO et al., 2002). Esta enzima possui um papel central
na defesa antioxidante celular, pois ao reduzir o O, em H,0,, ela impede que esse O, leve a
formacdo de outra ERO extremamente reativa e prejudicial para as células, que é o radical
"OH (LEON et al., 2002). Assim, conhecer as alteragdes nas atividades de SOD em funcéo da
presenca de Cd nas cultivares de tomateiro é fundamental para entender o comportamento da

primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo nestas plantas.
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Neste trabalho, a atividade de SOD foi determinada em PAGE ndo desnaturante, o
qual revelou a existéncia de seis isoformas desta enzima nas folhas (figura 8A) e quatro
isoformas nas raizes (figura 8B). No entanto, Monteiro et al. (2011) trabalhando com
tomateiros da cv Micro-Tom, encontraram cinco isoformas em folhas e cinco isoformas em
raizes. Das isoformas encontradas nas folhas, quatro delas foram caracterizadas como sendo
Mn-SOD (I, I, 1l e V) e as outras duas como Fe-SOD (IV e VI) (figura 9A). Ja nas raizes,
foram caracterizadas duas Mn-SOD (I e 1) e duas Fe-SOD (Il e 1V) (figura 9B). Apesar das
Cu/zZn-SOD serem frequentemente abundantes nas folhas de varias espécies vegetais
(AZEVEDO et al., 1998), nenhuma isoforma desta foi identificada nos tomateiros, embora
Monteiro et al. (2011) e Tyburski et al. (2009), tenham identificado essa isoforma nas
cultivares Micro-Tom e Ozarowski de tomateiro, respectivamente. Contudo, Gomes-Janior et
al. (2006) também relatou ndo ter encontrado Cu/Zn-SOD em células de café tratadas com
Cd. Uma vez que a caracterizacdo das isoformas mostrou resultados idénticos entre as
cultivares CR e PR, foram apresentados somente os géis de caracterizacdo de tais isoformas,
relativas a folhas e raizes da cv PR (figura 9).

Houve um aumento na atividade de quase todas as isoformas de SOD nas folhas,
devido aos tratamentos com Cd (figura 8A), em ambas as cultivares, sendo que as isoformas
V e VI sdo responsaveis pela maior parte da atividade total de SOD nestes tecidos. Dentre
elas, as isoformas I, 1l e IV sO aparecem em decorréncia da exposicao a este metal. Quando
comparamos a atividade de SOD em folhas entre as cultivares CR e PR, podemos notar que
nos tratamentos com Cd, a atividade desta enzima é maior na cv CR do que na cv PR, com
excecdo da isoforma VI, para qual a atividade foi levemente maior na cv PR exposta a maior
dose de Cd. A isoforma Fe-SOD VI é uma das duas Fe-SODs identificadas, sendo sua
expressdo muito maior do que a Fe-SOD 1V. A menor atividade da Fe-SOD VI pode indicar
um efeito negativo do Cd sobre essa isoforma nos cloroplastos da cv CR, 0 que ajudaria a
explicar tanto os maiores niveis de estresse, como também a atividade reduzida da Rubisco
nesta cultivar, devido a presenca do metal. J& a maior atividade das demais isoformas de Mn-
SOD e da Fe-SOD VI nas folhas da cv CR em presenca de Cd, podem indicar um esforco do
metabolismo desta cultivar em evitar o estresse oxidativo de forma geral.

Quanto a atividade de SOD nas raizes (figura 8B), o Cd induziu o aumento na
atividade somente da Mn-SOD I, enquanto as isoformas Mn-SOD | e Fe-SOD 1V tiverem
suas atividades reduzidas pela presenca do metal. A isoforma Fe-SOD Ill parece ndo ter
sofrido alteragdes significativas em sua atividade em nenhum dos tratamentos. Ao

compararmos as atividades de SOD nas raizes de ambas as cultivares, vemos que a alteragdo
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mais expressiva foi relativa a Fe-SOD IV da cv CR, a qual teve sua atividade muito reduzida
na maior dose de Cd (100 uM de CdCl,). Considerando que as raizes sdo o 6rgdo mais
afetado pelo Cd na cv CR (mais sensivel a este metal), é possivel que a tendéncia geral de
reducdo atividade das isoformas Mn-SOD | e Fe-SOD 1V sejam devidas ao impacto do Cd na
prépria estrutura destas enzimas, de forma direta ou indireta.

De forma geral, existem varios trabalhos relatando aumento na atividade de SOD em
plantas por conta da exposi¢do ao Cd (SHAH et al., 2001; GUO et al. 2004; HASSAN et al.,
2005), bem como existem outros tantos relatando a reducdo na atividade desta enzima pela
presenca do metal (GALLEGO; BENAVIDES; TOMARO, 1996; LEON et al., 2002;
IANNELLI et al., 2002), ou mesmo casos onde ndo houve alteracdo da SOD pelo Cd
(GALLEGO; BENAVIDES; TOMARO, 1999). Assim, embora haja uma tendéncia geral de
maior expressdo de SOD pela exposi¢do ao Cd, observamos que este padrdo ndo é constante
em relacdo as todas as isoformas em raizes e folhas, sendo que algumas delas mostram
aumento na atividade e outras delas tem sua atividade reduzido pela presenca do metal. Por
fim, podemos dizer que ndo hd um padréo claro de resposta da atividade da SOD que possa

ser associado com as diferencas de tolerancia encontradas entre as cultivares CR e PR.
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Figura 9 - Caracterizacdo das isoformas de SOD em PAGE ndo desnaturante. A) Isoformas de SOD de folhas da
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4.3.6.2 Atividade de CAT em resposta ao Cd

A CAT é uma proteina tetramérica que ocorre em abundancia nos peroxissomos, a
qual catalisa a conversdo do H,O, em H,O e O, (IGAMBERDIEV; LEA, 2002). A atividade
da CAT nos peroxissomos ajuda a prevenir danos oxidativos do H,O, sobre as isoformas de
SOD citoplasmaéticas e cloroplastidiais (FRIDOVICH, 1995), embora ela ndo esteja presente
nos cloroplastos (ASADA, 1999). A atividade desta enzima pode variar bastante em reposta a
exposi¢do ao Cd, sendo que existem trabalhos mostrando que a CAT aumentou (GALLEGO;
BENAVIDES; TOMARO, 1999), reduziu (LEON et al., 2002) ou manteve inalterada
(FERREIRA et al., 2002) a sua atividade na presenca deste metal.

Essa enzima possui uma funcdo importante na eliminacdo do H,O, protegendo as
células contra essa ERO (ZAMOCKY; KOLLER, 1999), podendo apresentar alteragcbes em
sua atividade, as quais estejam relacionadas a maior ou menor tolerancia entre as cultivares de
tomateiro estudadas. Neste trabalho, a atividade de CAT foi determinada em termos
quantitativos e qualitativos, por meio de espectrofotometria e PAGE ndo desnaturante,
respectivamente.

A atividade de CAT nas folhas das cultivares CR e PR aumentou significativamente
com a exposicdo das plantas de tomate ao Cd, em relacdo as plantas que cresceram na
auséncia do metal (figura 10A). Porém, a atividade de CAT nas doses de 25 e 100 uM de
CdCl, foi praticamente a mesma para cada cultivar, ndo havendo diferencas significativas
entre elas nestas doses (figura 10A). Ja em relacdo as diferencas entre as proprias cultivares, é
possivel notar que ha uma tendéncia de maior atividade da CAT na cv CR em ambas as doses
de Cd, embora tais diferencas ndo tenham sido estatisticamente significativas. De forma
contraria ao que foi observado aqui, cultivares de batata mais tolerantes ao Cd apresentaram
maiores atividades desta enzima (STROINKSI; KOZLOWASKA, 1997). Com relagcdo as
raizes, nao foram identificadas diferencas na atividade de CAT entre as doses 0 e 25 uM de
CdCl,, havendo um aumento significativo desta enzima somente na dose de 100 uM de CdCl,
para ambas as cultivares (figura 10B). De forma similar ao que foi observado na atividade de
CAT em folhas, também ndo encontradas diferencas significativas na atividade desta enzima
entre as cultivares CR e PR, em cada uma das doses de Cd e no controle (figura 10B). Tais
resultados sdo similares aos obtidos por Monteiro et al. (2011) e Gratdo et al. (2012), onde foi
relatada maior atividade de CAT em folhas e raizes de tomateiro da cv Micro-Tom, sob

estresse causado pelo Cd.
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Figura 10 - Atividade especifica de CAT determinada por espectrofotometria. A) Atividade especifica de CAT
em folhas das cultivares de tomateiro, em funcdo de doses crescentes de Cd. B) Atividade
especifica de CAT em raizes das cultivares de tomateiro, em fun¢do de doses crescentes de Cd.
Letras mailsculas diferentes no topo das colunas indicam que as médias de um mesmo genétipo
entre os tratamentos, diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade de erro. Letras minusculas diferentes no topo das colunas indicam que as médias
entre genotipos de um mesmo tratamento, diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel

de 5% de probabilidade de erro
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A CAT pode apresentar diversas isoformas, desde duas (AZEVEDO et al., 1998) até
mais de doze (FRUGOLI et al., 1996), conforme a espécie em questdo. Neste trabalho, por
meio da andlise de atividade qualitativa em PAGE ndo desnaturante foi possivel identificar
trés isoformas de CAT nas folhas (figura 11A) e uma Unica banda em raizes (figura 11B),
cujos padrdes de atividade foram similares aos encontrados na quantificacdo da atividade
desta enzima por meio de espectrofotometria.

Assim, na auséncia de Cd (0 uM de CdCl,), foi possivel observar uma maior atividade
de CAT nas folhas da cv CR, sendo que ambas as cultivares apresentaram a expressao
somente da isoforma CAT Ill. J& na dose de 25 uM de CdCl,, houve a expressdo das
isoformas CAT 11 e 11, onde a atividade da isoforma Il parece ser muito maior em ambas as
cultivares, em relacdo a isoforma I, a qual parece ndo ter sido alterada nesta dose de Cd
(figura 11A). No tratamento em que as plantas foram expostas a dose de 100 uM de CdCl,, as
atividades das isoformas Il e 111 foram significativamente maiores em relagdo ao controle sem
Cd, havendo também a inducéo da isoforma | na cv PR, que é mais tolerante ao Cd (figura
11A).

Quanto a analise qualitativa de atividade da CAT em raizes, novamente observamos
que o padrdo de expressdo dessa enzima em PAGE foi similar ao encontrar na analise
quantitativa em espectrofotometria (figura 11B). Assim, vemos que hd uma tendéncia de
maior expressdo da CAT em raizes na cv CR, em todas as trés doses de Cd utilizadas. E
possivel notar que houve aumento sensivel na atividade de CAT em raizes em ambas as
cultivares, quando estas foram expostas a dose de 25 uM de CdCl,. Contudo, 0 aumento de
atividade mais expressivo foi obtido no tratamento com a dose de 100 uM de CdCl,, no qual
vemos maior intensidade nas bandas de CAT das duas cultivares, havendo maior atividade
dessa enzima na cv CR (figura 11B).

De forma geral, a exposicdo das plantas de tomateiro das cultivares CR e PR as doses
de 25 e 100 uM de CdCl, induziu o aumento na atividade de CAT nos tecidos de folhas e
raizes. Resultados divergentes destes foram mostrados por Landberg e Greger (2002), os
quais mostraram que clones tolerantes e sensiveis ao Cd de Salix viminalis tiveram ambos
suas atividades de CAT reduzidas, embora, em geral, tal reducdo tenha sido menos acentuada
nos acessos mais tolerantes.

Embora na analise gquantitativa das raizes na dose de 25 uM de CdCl, ndo tenham
sidos identificados aumentos significativos em relagdo ao controle, tal aumento na atividade
pdde ser observado qualitativamente por meio da andlise de intensidade das bandas de CAT

em PAGE. Contudo, ndo foram encontradas diferengas significativas entre as cultivares CR e
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PR, quanto a atividade CAT nos tecidos de folhas e raizes, embora haja uma clara tendéncia
de maior expressédo desta enzima pela cv CR.

Finalmente, podemos dizer que ndo ha evidéncias de que a maior tolerancia ao Cd da
cv PR em comparacdo com a cv CR, seja devida a alteragcdes na atividade da enzima CAT,
pois em presenca de Cd, as atividades desta enzima foram relativamente menores nesta
cultivar mais tolerante. Por outro lado, a tendéncia de maior atividade da CAT na cv CR, que
é mais sensivel ao Cd, provavelmente é uma reposta a prépria concentracdo de H,O, nos
tecidos, os quais foram mais elevados nesta cultivar, em relagdo a cv PR.

A maior atividade geral da CAT na cv CR, também é coerente com o fato desta
cultivar apresentar niveis mais elevados de MDA nos tecidos, em fun¢do da exposicdo a doses
crescentes de Cd. Assim, o padrdo geral de atividade da enzima CAT parece seguir os padroes
gerais de resposta a0 aumento na concentracdo de H,O, e do proprio estresse oxidativo,

causados pela exposicéo a doses crescentes de Cd.



130

-1
- [1I

OuMCdCl,  25uMCdCl, 100 uM CdCl,

B
CR PR CR PR CR PR

aall

OpMCdCl,  25uMCdCl, 100 uM CdCl,

Figura 11 - Perfil da atividade de CAT em PAGE ndo desnaturante. A) Atividade de CAT em folhas das
cultivares de tomateiro, em funcéo de doses crescentes de Cd. B) Atividade de CAT em raizes das

cultivares de tomateiro, em funcédo de doses crescentes de Cd
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4.3.6.3 Atividade de GR em resposta ao Cd

Um dos processos celulares mais importantes na eliminacdo das EROs nos
cloroplastos é chamado ciclo Ascorbato-Glutationa ou "Asada-Foyer-Halliwell”, no qual
ocorrem redugdes e oxidagdes sucessivas do ascorbato (ASC), glutationa e NADPH,
envolvendo as enzimas ascorbato peroxidase (APX), dehidroascorbato redutase (DHAR),
monodehidroascorbato redutase (MDHAR) e glutationa redutase (GR), sendo esta a ultima
enzima do ciclo (INZE; VAN MONTAGU, 1995). Dentre as enzimas deste ciclo, a GR é
responsavel pelo reducdo da glutationa oxidada (GSSG) para a glutationa reduzida (GSH), por
meio de um processo dependente de NADPH. Por sua vez, a GSH desempenha papéis
importantes no metabolismo celular, participando do ciclo Ascorbato-Glutationa (NOCTOR
et al., 2002) sendo também um precursor na sintese de fitoquelatinas (INOUHE, 2005), que
sdo moléculas importantes na defesa das plantas contra metais pesados em plantas
(COBBETT; GOLDSBROUGH, 2002), quelando e direcionando tais elementos para o
vacuolo celular. Assim, a GR esta envolvida no processo de combate ao estresse oxdativo em
plantas, mantendo a glutationa reduzida para ser usada tanto no ciclo Ascorbato-Glutationa,
através do qual o H,O, é removido, quanto para ser incorporado nas fitoquelatinas, que séo
usadas diretamente no combate aos metais pesados nas células. Dada a importancia da GR
como componente do sistema antioxidante celular, neste trabalho a atividade desta enzima em
folhas e raizes foi avaliada quantitativamente (espectrofotometria) e qualitativamente (PAGE
ndo desnaturante).

A exposicdo das cultivares CR e PR ao Cd, induziu o aumento na atividade de GR
somente nas folhas da cv CR, que é mais sensivel ao metal, e nas raizes de ambas as
cultivares (figura 12). As diferencas mais marcantes nas atividades de GR em funcdo das
doses de Cd, sdo observadas nas folhas da cv CR, uma vez que esta enzima apresentou
atividades crescentes nestes tecidos, de forma proporcional ao aumento na dose do metal. No
entanto, a cv PR ndo sofreu alteracBes na atividade desta enzima mesmo na dose mais alta de
Cd (100 uM de CdCl,) (figura 12A). Em relacdo as raizes, ambas as cultivares apresentaram
aumento na atividade de GR (figura 12B). Porém, na cv PR tal aumento s6 foi significativo na
guando comparamos a exposicao as doses de 0 e 100 uM de CdCl,. Ja a cv CR, de forma
similar ao que ocorreu nas folhas, mostrou aumento significativo na atividade de GR em
raizes nas doses de 25 e 100 uM de CdCl,, ndo havendo diferengas significativas na atividade

desta enzima, entre ambas as dose de Cd.
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Figura 12 - Atividade especifica de GR determinada por espectrofotometria. A) Atividade especifica de GR em
folhas das cultivares de tomateiro, em funcéo de doses crescentes de Cd. B) Atividade especifica de
GR em raizes das cultivares de tomateiro, em funcéo de doses crescentes de Cd. Letras mailsculas
diferentes no topo das colunas indicam que as médias de um mesmo gen6tipo entre os tratamentos,
diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Letras
mindsculas diferentes no topo das colunas indicam que as médias entre gendtipos de um mesmo

tratamento, diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro



133

De forma similar ao que foi observado, varios trabalhos tem mostrado o aumento da
GR em reposta ao Cd, em espécies tais como Crotalaria juncea (PEREIRA et al., 2002), soja
(FERREIRA et al., 2002), cana-de-acucar (FORNAZIER et al., 2002), trigo (YANNARELLI
et al., 2007), entre outros.

A andlise de atividade de GR em PAGE néo desnaturante revelou a presenca de onze
isoformas de GR nas folhas (figura 13A) e seis isoformas desta enzima nas raizes (figura
13B). Este numero € relativamente elevado quando comparado com as quatro isoformas de
GR identificadas em tabaco (POMPEU et al., 2008), quatro isoformas identificadas em
células de café (GOMES-JUNIOR et al., 2006) e mesmo em tomateiro, onde foram
encontradas trés isoformas em folhas e duas isoformas em raizes (AMMAR et al., 2008). Nas
folhas, parece que a presenca do Cd inibiu fortemente a expressdo das isoformas I, Il e IX, em
ambas as cultivares. Por outro lado, os tratamentos com Cd parecem ter estimulado de forma
geral a expressao das isoformas 111, IV, V, VI, VII e VIII, embora na maior dose de Cd haja
uma tendéncia de pequena reducdo na expressdo das bandas V, VI e VII na cv PR, quando
comparas com as bandas da dose de 25 uM de CdCl,. Ja as isoformas X e XI parecem nao ter
sofrido alteracdes devido a presenca de Cd (figura 13A).

Nas raizes, também foi observada uma tendéncia geral de aumento na atividade de
GR, em funcdo dos tratamentos com Cd. Na figura 13B, observa-se que a expressdo da
isoforma | foi induzida na dose de 25 uM de CdCl, em ambas as cultivares, porém essa
mesma isoforma foi inibida na cv CR, nas raizes das plantas expostas a 100 uM de CdCl,. A
isoforma Il aparenta ter uma atividade maior na cv CR, nas raizes das plantas sem Cd. No
entanto, a presenca do metal nos tratamentos parece ter reduzido bastante a atividade desta
isoforma na cv CR, principalmente na dose mais alta de 100 uM de CdCl,. Para as isoformas
I11 e V, ndo foram observadas alteracdes significativas no padréo de atividade, em relacao as
doses de Cd estudadas. Por fim, o aumento mais expressivo na atividade de GR em raizes
seria devido a maior atividade da isoforma IV em presenca de Cd, embora a maior atividade
dessa isoforma na cv CR tenha sido observada na dose de 25 uM de CdCl..

A cv CR foi mais afetada pelo Cd de forma geral, sendo caracterizada como mais
sensivel a este metal do a cv PR. Foi demonstrado também que o Cd induziu a producéo de
H,0, nas plantas, levando ao estresse oxidativo nos tecidos. Assim, é provavel que o aumento
mais expressivo da atividade de GR na cv CR, seja uma reposta ao estresse causado pelo Cd,
devido, provavelmente ao aumento na concentracdo de EROs nas células, mas também devido
a maior quantidade do proprio metal nos tecidos. Conforme foi demonstrado no capitulo

anterior e no inicio deste capitulo, a cv CR acumula mais Cd nos tecidos de raiz e folhas. E
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provavel que a presenca de maiores quantidade deste metal nas células desta cultivar, tenha
levado a necessidade de aumentar a sintese de glutationa nas células dos tecidos, tanto para
suprir a demanda do ciclo Ascorbato-Glutationa para eliminagédo do H,O, (nos cloroplastos)
(NOCTOR et al., 2002), quanto para aumentar a producéo de fitoquelatinas (INOUHE, 2005).
Assim, a maior atividade de GR na cv CR, estaria mais associada a propria presenca de
maiores concentragdes de Cd nos tecidos de raizes e folhas desta cultivar, tendo em vista que
0 acimulo de metal na cv PR foi relativamente menor quando comparado com a cv CR. Por
fim, ndo ha evidéncias que indiqguem haver uma correlacdo entre atividade de GR e a
tolerdncia ao Cd, sendo mais provavel que as alteracBes na atividade desta enzima sejam

devidas a prépria resposta ao estresse causado por esse metal.
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Figura 13 - Perfil da atividade de GR em PAGE néo desnaturante. A) Atividade de GR em folhas das cultivares

de tomateiro, em funcéo de doses crescentes de Cd. B) Atividade de GR em raizes das cultivares de

tomateiro, em funcdo de doses crescentes de Cd
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4.3.7 Relagéo entre o sistema antioxidante celular e a tolerancia ao Cd

Para entender melhor as possiveis causas da tolerancia ao Cd, vamos fazer uma
correlacdo entre fatores aqui estudados, por meio da andlise geral das diferentes respostas
obtidas entre as plantas que cresceram na auséncia de Cd e as plantas que foram expostas a
dose de 25 puM de CdCl,. A dose de 100 uM de CdCl, foi muito severa para as cultivares, ndo
sendo muito informativa em nosso estudo sobre a tolerancia dos tomateiros a este metal.
Primeiramente, temos que a avaliagdo do acumulo de massa seca (biomassa) entre as
cultivares revelou que as plantas da cv PR se desenvolvem melhor na presenca de Cd do que a
cv CR, o que refletiu em diferencas no indice de Tolerancia (IT) entre elas. Porém, na analise
do desenvolvimento entre raizes e parte aérea das plantas, foi constatado que as raizes da cv
PR nédo tiveram seu desenvolvimento afetado pelo metal, havendo até mesmo um pequeno
estimulo para o crescimento destas, a0 passo que as raizes da cv CR foram severamente
prejudicadas pelo Cd. Notoriamente, o padréo de variacao nos ITs foi muito similar ao padréo
de variacdo no desenvolvimento das raizes, parecendo haver uma boa correcdo entre 0 IT e 0
desenvolvimento do sistema radicular. As plantas da cv CR foram também as que mais
acumularam Cd nos tecidos, tal como observado no capitulo anterior. De alguma forma,
parece que a cv CR assimila mais Cd do que a cv PR, 0 que certamente estaria induzindo os
maiores niveis de estresse oxidativo observados nas plantas desta cultivar.

Foi também demonstrado que a Rubisco, uma das enzimas mais abundantes e
importantes para 0 metabolismo celular, teve sua producdo extremamente reduzida na cv CR,
por conta do tratamento com Cd. Os danos severos na producdo da Rubisco pela presenca do
Cd na cv CR, provavelmente prejudicou a expressao de diversas outras proteinas, conforme
foi demonstrado pelo estudo do perfil proteico em SDS-PAGE. Tal reducdo na Rubisco pode
ser a consequéncia do excesso das EROs geradas pelo Cd na matriz celular e nas organelas
como os cloroplastos, podendo ser também devido a acdo direta deste metal sobre essa
importante enzima. De alguma forma, a Rubisco na cv CR parece ser mais afetada do que na
cv PR, pois mesmo na dose mais elevada de Cd é possivel encontrar algum grau de expressdo
dessa enzima na cultivar mais tolerante.

O estresse oxidativo observado nas plantas expostas ao Cd, levou a uma resposta do
sistema antioxidante celular, aumentando a atividade das enzimas SOD, CAT e GR. Uma vez
que o estresse oxidativo foi maior na cv CR, as atividades enzimaticas também foram maiores
nesta cultivar. A diferenca mais marcante entre as enzimas estudadas foi em relacdo a

atividade de GR nas folhas das cultivares PR, que é mais tolerante ao Cd, a qual praticamente
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ndo apresentou alteragcdes na atividade desta enzima, mesmo na dose mais alta de Cd. Isso
pode indicar que existem outros mecanismos impedindo que o estresse ocorra em niveis
elevados nesta cultivar. Um destes mecanismos poderia ser aumento na producdo de
fitoquelatinas. Porém, um dos indicativos de maior producéo de fitoquelatinas poderia ser o
préprio aumento na atividade de GR, o qual curiosamente foi maior na cv CR, 0 que ndo
reverteu sua alta sensibilidade ao Cd.

De forma geral, ndo foi possivel estabelecer uma correlagéo entre tolerncia ao Cd e as
alteracdes nas atividades de SOD, CAT e GR, as quais fazem parte do sistema antioxidante
enzimatico celular. Neste trabalho, foi demonstrado que o Cd gerou estresse oxidativo nas
plantas de ambas as cultivares estudadas, sendo que os niveis de estresse na cv CR, mais
sensivel ao Cd, foi maior que o nivel de estresse da cv PR. Por esse motivo, as enzimas SOD,
CAT e GR também tiveram incremento em suas atividades na presenca do Cd, provavelmente
em decorréncia do maior estresse causado pelo mesmo. Com isso, fica evidente que as
maiores atividades enzimaticas observadas na cv CR, em contraste com as menores atividades
das enzimas na cv PR, estariam associadas ao grau de estresse que cada uma delas estaria
sofrendo, 0 que em dltima analise, seria fungdo da maior ou menor tolerancia ao Cd,
demonstrada por cada cultivar. Por outro lado, 0 aumento na concentracdo de H,O, ndo casou
estresse oxidativo na cv PR exposta a 25 uM de CdCl,, mostrando que as principais alterac6es
no metabolismo oxidativo podem estar relacionadas com mecanismos de sinalizacdo celular,
modulando fatores genéticos e bioquimicos que tornariam esta cultivar mais tolerante ao Cd.
No entanto, 0s mecanismos que tornam uma cultivar mais tolerante ou mais sensivel ao Cd
ndo puderam ser elucidados, pois nenhuma das respostas em nivel celular péde ser associada
diretamente as diferencas de tolerancia entre as cultivares.

Para elucidar com mais clareza os mecanismos envolvidos na tolerancia e
sensibilidade ao Cd entre as cultivares CR e PR, sdo necessarias mais investigacdes sobre as
principais vias, enzimaticas e ndo enzimaticas de combate ao estresse oxidativo, bem como
em relacdo aos demais compostos que conhecidamente estdo envolvidos na tolerancia de

plantas aos metais pesados.
4.4 Conclusdes
Neste trabalho, avaliamos o impacto do metal pesado Cd sobre o metabolismo

oxidativo das cultivares de tomateiro Calabash Rouge (CR) e Pusa Ruby (PR), as quais foram

previamente classificadas, respectivamente, como sendo mais sensivel e mais tolerante a este
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metal. Finalmente, o somatério de resultados deste estudo relacionando a atividade de
enzimas do sistema antioxidante celular com as diferencas de tolerancia ao Cd nas cultivares

de tomateiro, nos conduziram as seguintes conclusdes:

1) A taxa de crescimento e o IT calculado para as cultivares CR e PR, expostas as doses de 0,
25 e 100 pM de CdCl,, confirmaram as diferengas de tolerancia observadas entre estas

cultivares.

2) O estresse oxidativo, estimado pelo aumento na concentragdo de MDA nos tecidos, foi
menor na cultivar mais tolerante ao Cd (PR) e maior na cultivar mais sensivel a este metal
(CR).

3) As alteragdes nas atividades das enzimas SOD, CAT e GR ndo foram suficientes para
explicar as diferengas de tolerancia entre as cultivares CR e PR, pois 0s incrementos de
atividade observados, seguiram 0 mesmo padrdo do incremento do nivel de estresse oxidativo

nas plantas de ambas as cultivares.

4) A maior sensibilidade ao Cd da cv CR pode estar relacionada, em parte, a maior absorcao
deste metal pelas plantas desta cultivar, o qual seria translocado com mais facilidade para a

parte aérea das plantas, aumentando o impacto negativo deste fator estressante nestes tecidos.

5) A maior tolerancia ao Cd da cv PR pode estar relacionada, em parte, a0 menor acumulo
deste metal nos tecidos desta planta, somado a alteragdes no metabolismo e sinalizacdo
celular que contribuiriam para a manutencdo da homeostase das células e maior integridade

dos tecidos. Contudo, tais mecanismos nao puderam ser elucidados neste trabalho.
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