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RESUMO

A presencga de elementos tragos em solos agricolas tem chamado a atengéo de
orgdos ambientais nacionais e internacionais, pois a ingestdo desses elementos é
considerada uma das principais vias de entrada no organismo dos seres humanos. O Cd e
0 Hg estéo entre os principais elementos tracos listados como altamente toxicos aos seres
vivos e ambos sdo estudados em relacdo aos seus efeitos nos diferentes organismos e
compartimentos. O presente estudo teve como objetivo verificar a mobilidade e a
bioacumulacdo de Cd e Hg em plantios de tomateiro, comparando seu comportamento no
sistema solo-planta e na resposta das plantas a sua toxicidade. No Capitulo 1, foram
avaliadas as concentracdes de Cd e Hg em solos e plantas cultivadas no campo, utilizando-
se amostras vegetais (folhas, raizes e frutos) e solo coletadas em quatro areas de plantio
de tomate no Noroeste do estado do Rio de Janeiro. Embora os teores de Hg e Cd nos
solos ndo tenham ultrapassado os limites permissiveis, foi observado que os teores de Cd
em grande parte dos frutos estava acima do permitido pela legislagéo internacional. Esse
resultado foi relacionado ao uso de agroquimicos de aplicados diretamente nas folhas e
frutos, que pode ter contribuido para o incremento do teor desses elementos na parte aérea
do tomate. Além disso, observou-se que o Cd possui maior mobilidade em relacdo ao Hg,
uma vez que o Cd absorvido pelas raizes foi transportado em maior quantidade para as
folhas. No Capitulo 2, foram abordados aspectos ecofisiolégicos em um cultivo de tomate
desenvolvido em casa de vegetacdo, onde foram adicionados ao solo concentracdes de
CdCl2 (0,2mg kg, 3,0 mg kg e 6,0mg kg?) e de HgCl2 (0,2 mg kg?, 12mg kg e 24mg kg
1). Os teores de 3,0 mg kg de Cd e 12 mg kg de Hg foram escolhidos pois sdo os valores
permissiveis para esses elementos em solos agricolas pela legislacdo brasileira. Os
resultados mostraram que os tratamentos com Hg induziram um menor efeito nos
parametros ecofisiol6gicos medidos nas folhas do tomateiro, provavelmente devido a maior
retencdo desse elemento nas raizes, e consequentemente, minorando os efeito na
fotossintese e na fluorescéncia da planta. Ja o Cd foi translocado em maior quantidade e
teve efeito mais pronunciado na condutancia estomatica e na transpiracdo das folhas,
podendo ter relagdo ao acumulo desse elemento nos estdmatos. O Capitulo 3 abordou os
efeitos bioquimicos produzidos pelo Cd e Hg tendo como base o mesmo experimento. O
Hg induziu a expresséo de mais isoformas de GPX e SOD do que as plantas expostas ao
Cd. A raiz foi a estrutura em que mais isoformas foram expressas, tanto no experimento
com Cd quanto com Hg, evidenciando que a retencdo desses elementos nas raizes gerou

um efeito toxico maior do que nas folhas.
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The presence of heavy metals in agricultural soils currently has attracted the attention
of national and international environmental agencies, since the ingestion of these elements
is considered one of the main routes of entry into the human body. Cd and Hg are among
the main trace elements listed as highly toxic to living beings and both are studied in relation
to their effects on different organisms and compartments. The aim of this study was to verify
the mobility and bioaccumulation of Cd and Hg in tomato plants, comparing their behavior
in the soil-plant system and the response of plants to their toxicity. In Chapter 1,
concentrations of Cd and Hg in soils and plants evaluated, using plant (leaves, roots and
fruits) and soil samples collected in four areas of tomato planting in the Northwest of the
state of Rio de Janeiro. Although Hg and Cd contents in the soils did not exceed the
permissible limits, it was observed that Cd contents in most of fruits were above the allowed
by international legislation. This result was related to agrochemicals application directly on
leaves and fruits, which may have contributed to the increase of these elements content in
aerial part of tomato. In addition, it was observed that Cd has greater mobility in relation to
Hg, since Cd absorbed by roots was transported in greater quantity to leaves. In Chapter 2,
ecophysiological aspects were discussed in a greenhouse tomato crop cultivation, where
concentrations of CdCl2 (0.2 mg kg %, 3.0 mg kg * and 6.0 mg kg ') were added to the soil,
and HgCl2 (0.2 mg kg %, 12 mg kg * and 24 mg kg ). The contents of 3.0 mg kg* of Cd and
12 mg kg* of Hg were chosen because they are the permissible values for these elements
in agricultural soils under Brazilian legislation. The results showed that the treatments with
Hg induced a lower effect on the ecophysiological parameters measured in tomato leaves,
probably due to the higher retention of this element in the roots, and consequently, reducing
the effect on photosynthesis and plant fluorescence. Cd was translocated in greater quantity
and had a more pronounced effect on the stomatal conductance and on transpiration of
leaves. Chapter 3 discussed the biochemical effects produced by Cd and Hg based on the
same experiment. Hg induced expression of more GPX and SOD isoforms than plants
exposed to Cd. Root was the structure in which more isoforms were expressed, both in Cd
and Hg experiments, evidencing that retention of these elements in roots generated more

toxic effect than on leaves.

Keywords: tomato, bioaccumulation, heavy metals, contamination.
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Essa dissertacdo € composta de (1) uma introducédo geral, onde é abordado o tema
da relacao solo-planta na absorcao e translocacédo do Hg e Cd em tomateiro, bem como
seus efeitos, (2) estudo contendo os resultados referentes as comparagdes na absorcéo e
translocacao de Hg e Cd em plantios de tomate (3) a resposta ecofisiologica do tomateiro
exposto a concentracdes de Hg e Cd no solo baseadas na legislacdo brasileira e (4) a

resposta bioquimica do tomateiro exposto ao Hg e ao Cd.
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1. INTRODUGCAO GERAL

Os metais cadmio (Cd) e mercurio (Hg) ocupam a terceira e a sétima posicao,
respectivamente, da Lista de Substancias Perigosas (SPL) desenvolvida pela
Agéncia de Substancias Toéxicas e Registro de Doencas (ATSDR, 2015) que
ranqueia elementos e substancias quimicas em relacdo a frequentes casos de

toxicidade e risco a saude humana.

Naturalmente, esses elementos sdo encontrados no ambiente em baixas
concentracdes na crosta da Terra (0,1 mg kg* de Cd e 0,07 mg kg? de Hg)
(Kabata-Pendias, 2010) e, embora ambos pertencam ao grupo 12 da tabela
periodica (antigo 2B), os compostos quimicos de maior toxicidade sédo de
natureza inorganica para o Cd (CdClz) e organica para o Hg (CHsHg"),
caracterizando algumas propriedades quimicas diferenciadas (Weggler et al.,
2004; Kabata-Pendias, 2010).

As principais fontes de Hg e Cd que contribuem para a manutengcdo dos
teores naturais desses elementos nos solos sdo a atividade vulcéanica e o
intemperismo de rochas (Pirrone et al., 2010; Driscoll et al.,, 2013),

especificamente as rochas fosfatadas para o Cd.

Atividades antrépicas como a industrializagdo, agricultura e mineracao
(Camargo et al., 2000) aumentam a circulacao desses elementos nas Bacias de
Drenagem, por meio de uma gama de substancias quimicas de natureza e
propriedade diferentes. O fator de enriquecimento € uma estimativa muito
utilizada para avaliar a influéncia de atividades antropicas no incremento do teor
de elementos tracos em solos (Likuku et al.,, 2013). No caso especifico da
agricultura, a aplicacao de insumos agricolas ou agroquimicos contribuem com
um fator de enriquecimento de Cd acima de 5 para solos agricolas, enquanto
para o Hg, esse fator de enriquecimento estd na ordem de 2 (Gimeno-Garcia et
al., 1996; Loska et al., 2004;).

O aumento da concentracdo de elementos traco nos solos caracteristicos de
atividade agricola ja foi reportado por varios autores (Sun et al., 2013; Zhang et
al., 2016). O uso continuo de agroquimicos € uma importante via de entrada de
metais pesados aos solos, uma vez que esses elementos fazem parte da

composigdo quimica dessas matérias primas e que ndo sao eliminados durante
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0 seu processo de producao, através do uso de outras substancias ou reagentes
utilizados na fabricacdo dos agroquimicos (Ramalho et al., 1999; Gupta et al.,
2014). Comparando a concentracdo de metais pesados em solos agricolas e de
areas verdes, Mirzaei et al. (2015) reportaram uma concentracdo média de Cd
para as areas agricolas 3 vezes maior (0,3 mg kg*) em relacéo as areas verdes
(0,1 mg kgt). Nufiez et al. (2006) analisaram o teor de Cd em solo de um plantio
de pimentdo (Capsicum Annum L.) e observaram um aumento significativo do
inicio (1,56 kg hat) para o final do cultivo (2,79 kg ha'). Wei & Yang (2010)
reportaram valores médios de Hg (0,24 mg kg?) e Cd (0,43 mg kg') em solos
agricolas de doze cidades chinesas acima dos teores médios considerados de
referéncia para os solos da regido 0,065 mg kg* (Hg) e 0,097 mg kg* (Cd),
atribuindo esse incremento ao uso de pesticidas e fertilizantes. Gimeno-Garcia
et al. (1996) estimaram uma contribuicdo de Cd para solos agricolas da Espanha
de 1,47 g?! ha' ano! a partir do uso de fertilizantes; Wang et al. (2016)
reportaram o enriquecimento de Cd em cerca de 0,26 g ha pela utilizacdo de
fertilizante do tipo NPK em solos agricolas chineses. Esses teores tém relacéo
com o consumo intenso de P20s para adubacéo de solos agricolas, que podem
incrementar os teores de metais e atingir suas concentragcdes maximas
permitidas nos solos (Campos et al., 2005). No Brasil, Freitas et al. (2009)
estimaram que para cada 100kg de P20s aplicados, ha uma adicdo de até 1,5 g
ha de Cd.

2. OCORRENCIA DE MERCURIO E CADMIO EM AREAS AGRICOLAS

2.1. MercUrio e CAdmio em Fertilizantes

Os fertilizantes fosfatados sao substancias utilizadas na atividade agricola
como fonte de nutrientes para as plantas, contribuindo para o aumento da
produtividade dessas culturas (Ramalho et al., 2000). As rochas fosfatadas sao
utilizadas como matéria prima para a producdo dos fertilizantes, que possuem
em sua composi¢ao quimica elementos traco, que varia de acordo com a origem

da rocha fosfatada e do processo de producéo (Carnelo et al., 1997; Lugon-Molin
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et al., 2006). Cerca de 40 paises séo produtores de rochas fosfatadas no mundo,
sendo os principais EUA, Marrocos e China (Aydin et al., 2010). Segundo Cohen
et al (2011), as principais reservas de rochas fosfatadas contém teores acima de
50mg Cd por Kg?! de P, enquanto as reservas de menor teor apresentam
concentragdes menores que 10 mg Cd por Kg* de P (Figura 1). A variacdo dos
teores de Cd dependente da origem da rocha foi reportada por Molina et al.
(2009), que verificaram em fertilizantes de origem mexicana, concentracoes de
Cd treze vezes maiores do que os produzidos nos EUA. O teor de Cd em rochas
fosfatadas brasileiras (Tabela 1) € um dos mais baixos quando comparados aos
produzidos nos demais paises (Camargo et al., 2000; Mendes et al., 2006).
Campos et al. (2005) compararam os teores de Cd em fosfatados de rocha com
origem no Brasil e importadas, reportando valor médio mais baixo nos fosfatos
nacionais (8,7 mg kg') em relagdo aos fosfatos importados (77mg kg?). Em
levantamento realizado por Mehmood et al. (2009), os teores globais de Cd em

rochas fosfatadas variam entre 0,1 e 60 mg kg

Marrocos e Saara Ocidental
Outros paises B
usa i P
Egito | >50mgCdkg P

Israel

Tunisia
China i

Siria 7
Jordania -

Africa do Sul

-’ 10-50mg Cd kg™1 P

Russia T

CJLIETETE]

<10mgCdkg' P
Brasil

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Reservas de rochas fosfatadas em relagdo ao total
de reservas mundiais (%)

Figura 1. Conteudo de cadmio em reservas de rochas fosfatadas em relagéo ao teor de fosforo.
Adaptado de Cohen et al. (2011)

Poucos autores determinaram o teor de Hg em rochas fosfatadas, porém
alguns estudos tém relacionado o incremento do teor desse elemento ao uso de
fertilizantes (Chen et al., 2013). Jackson et al. (1986) reportaram valores de Hg
em rochas fosfatadas de diferentes fontes variando entre 0,025 e 1,1 mg kg™.

Senesi et al. (1999) reportaram que as concentracdes de Hg em fertilizantes sédo
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baixas, em comparacdo aos demais elementos traco, como o Cd, porém o uso

continuo desse composto pode afetar significativamente o teor de Hg nos solos.

A maior importancia dos fertilizantes tem relagdo com o consumo intenso
de P20s para adubacao de solos agricolas, que podem incrementar o teor de
metais e atingir as concentra¢cdes maximas permitidas nos solos (Campos et al.,
2005). Alguns estudos no Brasil (Tabela 1) reportaram valores acima do
permitido de Cd para fertilizantes por 6rgaos nacionais e internacionais, o que
pode ocasionar em problemas na exportacdo dos produtos, uma vez que 0S
locais onde séo cultivados possuem valores limites de metais diferentes do pais
para o qual serd exportado. O Brasil é o quarto consumidor de fertilizantes no
mundo, utilizando em 2008 cerca de 700.000 toneladas dessa substancia e o
sétimo produtor de fosfato (Albuguerque et al.,, 2005). Grande parte dos
fertilizantes importados pelo Brasil € oriunda do Marrocos (24%), Russia (21%),
Estados Unidos (17%), China (16%) e Israel (12%) (Cella & Rossi, 2010). Gabe
& Rodella (1999) reportaram valores de Cd em fertilizantes utilizados por

agricultores de Séo Paulo variando de 1,8 a 3,0 mg kg.

Na Tabela 1 estéo dispostos os teores de Cd em fertilizantes de diferentes
locais do mundo em um amplo intervalo de varia¢cdo, com o maior valor sendo
30.000 vezes mais elevado do que o menor teor reportado (0,01 mg kg™). Para
o Hg, os valores de fertilizante tiveram uma variagéo de quatro vezes em relacao
ao menor teor reportado (0,275 mg kg?). Segundo Gupta et al. (2014), a
aplicacdo de fertilizantes fosfatados contribuiu com 54-58% do cadmio no
ambiente. No mesmo estudo, os autores estimam que o uso desses fertilizantes
(aproximadamente 20 kg P ha) leva a uma adicdo de cerca de 0,01 g ha* ano
! de Hg. Em uma escala mundial, Nriagu & Pacyna (1988) estimaram que a
adicdo global de Cd no solo por fertilizantes é de 30.000 a 250.000 kg ano de
Cd.
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Tabela 1. Concentracédo de cadmio (Cd) e mercurio (Hg) em fertilizantes.

Fertilizante

Referéncia

América® Fertilizantes Comercializados (n=7) 123 - Molina et al. (2009)
Fertilizantes (n=7) *ND-56,8 - Carnelo et al. (1997)
Fertilizantes Fosfatados (n=196) 0,7-42 - Nziguheba & Smolders (2008)
Superfosfato 0,1-2,2 04-12 Senesi et al (1999)
Europa® Superfosfato 02 - Osztoics et al (2005)
Fertilizantes (n=3) 0,01-2,22 - Gimeno-Garcia et al (1996)
Fertilizantes Fosfatados (n=108) 26 - Feng et al (2009)
NPK fertilizante 15-5-5 - 12 Zhao & Wang (2010)
Asia @ Fertilizante Fosfatado - 0,275 Wang et al. (2016)
Superfosfato de célcio - 51 Zhao & Wang (2010)
Superfosfato Simples - 0,32 de Jesus et al (2013)
Fertilizantes Fosfatados (n=36) 196 - Valle (2012)
Superfosfato Triplo 44 - Amaral-Sobrinho et al (1992)
Brasil NPK 0,14-50,92 - Lugon-Moulin et al (2006)
Superfosfato Triplo 17 - Camargo et al (2000)
Fertilizantes Fosfatados (n=18) 0,67-42,9 - Bizarro et al (2008)
Fertilizantes (n=5) 4-323 - Gongalves Junior et al (2000)
Superfosfato 183 - Gabe & Rodella (1999)
Superfosfato Triplo 28 - Mendes et al (2006)
Europa Rochas Fosfatadas 18,3 - Osztoics et al (2005)
Nova Zelandia Rochas Fosfatadas 28 341 Taylor et al. (2016)
Asia (3) Rocha Fosfatadas 72 - Sabiha-Javied et al (2009)
Rocha Fosfatadas 7,72 - Aydin et al (2010)
Brasil Rochas Fosfatadas 8,7 - Campos et al (2005)
EUA 10 - AAPFCO (2011)**
EUA LMPFF 4 - CDFA (1998)***
Japdo e China 8 5 Adaptado de Malavolta & Morais (2006)
Canada® LMPF 20 5 CFIA (1997)****
Brasil® LMPF 20 02 Brasil (2006)*****
*ND - 0,2 yg.L*

**The Association of American Plant Food

*** California Departament of Food and Agriculture;

**** Canadian Food Inspection Agency

**4x% Ministério da Agricultura Brasileiro - Teores para ferttilizantes com até 5% de P,O5

1) Argentina, Chile;
2)Espanha, Itélia;

4)LMPFF= Limite Méaximo Permissivel para Fertilizante Fosfatado
5) LMPF = Limite Maximo Permissivel para Fertilizante

(
(
(3) China, Paquistéo, Turquia;
(
(

Alguns autores calcularam o impacto da contaminagéo do metal baseado

na frequéncia de uso de fertilizantes. Vale & Alcarde (2003) estimaram que de

acordo com as concentracdes de Cd encontradas em um dos fertilizantes

analisados seriam necessarias 62 aplicacdes para que o nivel de toxicidade de

Cd nos solos atingisse o limite de 1 mg kg*. No mesmo estudo, avaliando outro

fertilizante do tipo —frita, 14 aplicagbes seriam necessarias para atingir a

concentracéo toxica de Cd em solos. Campos et al. (2005) quantificaram o teor
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de cadmio em fertilizantes comercializados na regido Sul do Brasil e estimaram
que o uso continuo dessas substancias poderia aumentar a concentracéo de Cd
em solos apos 111 aplicacdes, atingindo o valor limite estipulado pela CETESB
(3 mg kg?). Em estudo realizado por Freitas et al. (2009), o fertilizante fosfato de
Gafisa apresentou uma alta concentracdo de Cd (35 mg kgt), sendo necessario
197 aplicagBes para alterar os teores do solo e ultrapassar os niveis propostos
pela CETESB.

A quantidade de agroquimicos utilizada em um plantio ira variar de acordo
com o tipo de cultivo e as necessidades encontradas para o bom
desenvolvimento destes (por exemplo, uso de fertilizantes para o incremento do
teor de nutrientes ou o uso de pesticidas em frutos com maior incidéncia de
pragas). Um exemplo é o cultivo do tomate, cuja producdo brasileira em 2013
atingiu 38 milhdes de toneladas, sendo a regido Sudeste responsavel por 36,3%
(IBGE, 2014). Esse tipo de cultivo € de curta duracdo, economicamente atrativo,
além do alto valor nutritivo agregado ao fruto. Porém, os plantios de tomate sao
vulneraveis ao ataque de pragas e doencas causado por diferentes
microorganismos, exigindo a aplicacdo de pesticidas com frequéncia, muitas
vezes utilizado em excesso ou de forma inapropriada (Santos et al., 2015). O
periodo de caréncia do uso de pesticidas nas culturas de tomateiro, por exemplo,
€ de 14 a 30 dias, mas muitas vezes esse tempo néo é respeitado (Filho et al.,
2009). Dessa forma, a presenca de residuos dessas substancias € inevitavel,
assim como dos metais que fazem parte de sua composi¢cado quimica (Lozowicka
et al., 2015). Santos et al (2002) reportaram que a aplicacdo de agroquimicos na

parte aérea do tomateiro incrementaram o teor de Cd em folhas e frutos.

2.2.  Mercurio e CAdmio em Agroquimicos e Corretivos

O consumo de pesticidas no Brasil em plantios de hortalicas compreendeu
cerca de 19% do mercado mundial de agroquimicos (ANVISA, 2013). Destaca-
se dentre os diversos tipos de agroquimicos, o uso de herbicidas como um dos
mais utilizados na agricultura brasileira (Conceicao, 2000; Ferreira et al., 2014).
Os elementos traco fazem parte da composicdo quimica de agroquimicos,
podendo atuar tanto como impurezas quanto constituintes ativos dessas

substancias (Alloway, 1990).
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Poucos estudos determinam a concentracdo de Hg e Cd em corretivos do
solo e agroquimicos (Tabela 2), que incluem inseticidas, herbicidas e fungicidas,
comparativamente aos fertilizantes. Senesi et al. (1999) verificaram teores de Cd
em pesticidas doze vezes maiores em produtos da Europa em relacdo aos

utilizados no Brasil.

Tabela 2. Teores de Cd e Hg em agroquimicos e corretivos utilizados no Brasil e no mundo.

(mg kg™) (mg kg™)
Europa Pesticida (n=3) 1,38-1,94 - Gimeno-Garcia et al (1996)
Calcario 0,04-0,1 0,05 Senesi et al (1999)
Pesticidas 03 0,086 Zoffoli et al (2013)
Inseticida - 1,75 Campos (2003)
Brasil Fungicida - 1,74-347 Campos (2003)
Corretivos Agricolas (n=65) 4,25 - Valle (2012)

2.3. Propriedades quimicas dos solos agricolas e a biodisponibilidade de

mercurio e cadmio

A fracdo biodisponivel do solo é a fragcdo na qual os metais podem ser
rapidamente mobilizados da solucdo do solo e portanto considerada de maior
importancia para os organismos (Intawongse & Dean, 2006). No solo, o Hg e 0
Cd ocorrem em vérias formas quimicas, podendo estar presente como ions livres
(Hg?* ou Cd?*), além de associados a moléculas ou a anions, os quais vao
determinar os graus de disponibilidade na solug¢édo do solo. O Hg e o Cd podem
estar associados preferencialmente aos anions cloreto ou sulfeto, gerando
compostos inorganicos; também pode formar compostos organicos ao se ligar

com o carbono (Tangahu et al., 2011).

As propriedades fisicas e quimicas do solo tém papel fundamental na
biodisponibilidade de metais pesados presentes nas diferentes fragOes
geoquimicas que compdem essa matriz (Wang et al., 2012). Os solos agricolas
tropicais sdao normalmente acidos, com baixa saturacdo de bases, baixa
concentragdo de nutrientes, intensificando a necessidade de corrigir sua
fertilidade com o uso de agroquimicos. Propriedades dos solos como o pH, teor
de matéria organica, 6xidos de Fe e Mn e de argilas, bem como a capacidade de

troca catidnica (CTC) sdo associados com a mobilidade e disponibilidade de
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metais, pois influenciam os processos de adsorcdo desses elementos (Zeng et
al., 2011). Ao longo do plantio, as propriedades quimicas podem ser modificadas,
pois sdo utilizadas quantidades diferentes de agroquimicos, a cada ciclo de
cultivo (Mendes et al., 2010).

O pH do solo € um dos principais fatores que influenciam a disponibilidade
de elementos traco para as plantas (Grant et al., 1998; Chaves et al., 2008). De
maneira geral, solos de pH baixo tendem a apresentar uma maior disponibilidade
de metais para as plantas, aumentando sua absorcado por esses organismos,
pois nessas condi¢cdes hd uma diminuigdo das cargas superficiais (dependentes
do pH) de 6xidos de Fe, Al e Mn e consequentemente, diminuindo a quelagéo
desses metais (Adriano et al., 2002). Com o aumento do pH dos solos, ha o
aumento das cargas negativas da superficie dos minerais de carga variavel
originadas da desprotonacédo dos componentes do solo, e consequentemente,

mais metais tracos podem ser retidos ou adsorvidos (Azura et al., 2012).

As particulas finas do solo (silte e argila) possuem uma alta capacidade
de retencdo de cadmio e mercurio, devido a sua area de superficie, que permite
a adsorcao desses elementos, diminuindo sua disponibilidade (Srinivasarao et
al., 2013; Khan et al., 2015). A superficie argilosa apresenta carga negativa
(onde ha a presenca de grupamentos - OH), que facilita a adsorcédo de ions

positivamente carregados (Bradl, 2004).

2.3.1. Mercurio

O teor médio de Hg em solos é de 0,03 mg kg, porém em areas com uso
de fungicidas, essas concentracdes podem variar de 9,4 a 11,5 mg kg (He et
al., 2005; Kabata-Pendias, 2010). Os solos tém um papel importante na
biogeoquimica do Hg, onde o metal se mantém-imobilizado por um elevado
tempo de residéncia, diminuindo seu transporte para ambientes aquaticos ou de
ser absorvido por organismos. Em sistemas agricolas, o manejo do solo e a
adicdo de agroquimicos pode afetar a fragdo disponivel desse elemento,
representando um risco potencial de contaminagdo ambiental e toxicidade aos

seres vivos (Senesi et al., 1999).
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Rozanski et al (2016) reportaram que o Hg biodisponivel em diferentes
tipos de solos variou entre 0,28 a 2,45% do teor total. Em estudo desenvolvido
por Soares e colaboradores (2015) em solos do Sudeste do Brasil, foi observada
uma correlacao positiva entre o teor de Hg e o pH, demonstrando que em solos
mais alcalinos, a mobilidade desse elemento tende a diminuir. A adsorcéo de Hg
tende a aumentar em solos com pH entre 7 e 9 (Xu et al., 2014). Em pH acido, o
Hg pode estar adsorvido a matéria organica; em pH alcalino ou neutro, se liga a
componentes minerais, tais como os oxidos de Fe e argilas. Solos acidificados
como os tropicais, favorecem a dessor¢cdo de mercurio, aumentando sua

disponibilidade para as plantas (Jing et al., 2007).

Em relacdo a granulometria, as particulas finas como a argila possuem
um papel importante na retencdo de Hg nos solos, pois possuem uma superficie
especifica que permitem a adsorcdo do metal (Oliveira et al., 2007). Soares et
al. (2015) verificaram que em solos de mata do RJ e MG, a distribuicdo do
mercurio foi influenciada principalmente pelo teor de argila e pelo pH, e os teores

foram maiores em amostras de solo com maior percentual de fracfes finas.

2.3.2. CAdmio

O teor médio de Cd em solos pode variar de 0,06 a 4,3 mg k™, tendo os
solos agricolas situados no intervalo de concentracédo entre 0,01 a 2 mg kg
(Kabata-Pendias, 2010). O Cd pode estar presente como ion livre Cd?* (forma
biodisponivel) ou complexado a acidos humicos e falvicos (Taylor & Percival,
2001). Mendes et al. (2006) verificaram que o incremento do teor biodisponivel
de Cd no solo teve relacéo direta com a forma quimica em gue esse elemento

estava presente no fertilizante.

O aumento do pH foi reportado como principal fator a influenciar a
diminuicdo na concentracdo de Cd em plantios de trigo e cevada (Oliver et al.,
1996; Adams et al., 2004), como observado em gréos de trigo (Oliver et al, 1996)
e sementes de aveia (Page et al., 1987). Isso ocorre porque em solos com pH
acima de 7,5, ha a reducéo da mobilidade do Cd. Em experimento realizado por
Whitten & Ritchie (1991), a disponibilidade de Cd para as plantas aumentou em
funcdo da diminuicdo do pH. A pratica da calagem é muito utilizada para correcéo
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da acidez do solo, e pode influenciar a disponibilidade desse elemento para as
plantas (Matos et al., 2001; Joris et al, 2012). O Ca?* afeta a absorcdo do Cd
pelas plantas, uma vez que esses dois elementos possuem raios iOnicos
semelhantes e competem pelos mesmos transportadores de membrana das
raizes (Martin & Kaplan, 1998).

A granulometria dos solos afeta a disponibilidade de Cd em menor
proporcéo do que o pH (Appel & Ma, 2002). Oliveira et al. (2005) reportaram uma
menor absorcdo de Cd em graos de arroz cultivados em solos ricos em argila,

oxidos e matéria organica.

Segundo Kabata-Pendias (2010), a presenca do cloreto forma complexos
com o Cd, aumentando sua fitodisponibilidade. Mani et al. (2007) verificaram que
houve um aumento na concentracao de Cd em gréos de girassois em solos ricos
em CI (1,12mg kg?) quando comparado aos sem CI- (0,41mg kg?). Em solos
com pH elevado as formas insoliveis ligadas ao carbonato e ao fosfato
predominam, enquanto em pH variando de 4,5 a 5,5, aumenta a disponibilidade
do Cd na solucao do solo (Kabata-Pendias, 2010).

3. Fatores de translocacéao e diferenca entre culturas

As plantas cultivadas em solos cujas concentracdes de elementos tracos
estdo abaixo dos limites permissiveis podem ndo apresentar sintomas visiveis,
mas ainda sim tracos desses elementos podem ser transferidos para as partes
comestiveis, caracterizando uma importante via de exposicdo humana a esses
elementos (Nogueirol et al., 2016). O fator de translocagao solo-planta de metais
pesados (FT) é reportado em varios estudos, podendo ser utilizado para avaliar
a transferéncia do metal do solo para as diferentes partes da planta (Bortey-Sam
et al., 2015; Islam et al., 2015). Utilizando-se valores reportados em diferentes
estudos para Hg e Cd, o fator de translocacéo foi calculado e comparado entre

diferentes culturas (Tabela 3).
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Tabela 3. Fatores de Translocacgéo (FT) para cadmio (Cd) e mercurio (Hg) em diferentes culturas.

Local Cultura FTCd FTHg Referéncia
Pimenta 0,12 - Al-Hwaiti & Al-Khashman (2015)
Albania Tomate 0,12 - Al-Hwaiti & Al-Khashman (2015)
Bangladesh Cenoura 0,013 - Islam et al (2015)
Tomate 0,015 - Islam et al (2015)
Alface 0,03 0,007 Zhuang et al (2009)
Alho Por6 - 0,006 Chang et al. (2014)
China Espinafre - 0,005 Zheng et al (2007)
Repolho - 0,001 Zheng et al (2007)
Tomate 0.09 0,004 Zhuang et al. (2009)
Grécia Batata 0,13 - Golia et al (2008)
Tomate 0,09 - Golia et al (2008)
Cana de Agucar 0,89 0,56 Segura-Mufioz et al (2006)
Brasil Feijdo de Vagem 0,06 - Santos et al (2003)
Tomate 0,05 - Santos et al (2002)
Casa de Vegetagéo Cenoura 0,77 - Intawongse & Dean (2006)
Tomate 241 - Gharaibeh et al (2016)

De maneira geral, observa-se que para o Cd, os fatores de translocacéo
foram maiores para o tomate. Os vegetais folhosos como a alface e o espinafre
apresentaram os maiores valores de FT para o Hg, embora, segundo os autores,
este valor pode estar relacionado com a deposicdo atmosférica, e ndo com as
vias classicas de absorcdo, uma vez que o Hg absorvido do solo se acumula
principalmente nas raizes (Zheng et al., 2007; Ali & Al-Qahtani, 2012; Li et al.,
2017). Comparado ao Hg, o FT determinado para Cd foi maior, demonstrando
gue esse elemento é mais facilmente absorvido pelas plantas (Chang et al.,
2014). Chojnacka et al. (2005) avaliando a disponibilidade de metais pesados
para cultivos de trigo, reportaram um FT cerca de 8 vezes maior para o Cd (31)

em comparacao ao Hg (4).

4. Efeitos do mercurio e cadmio em plantas
4.1. Efeito do Mercurio em plantas

Kabata-Pendias (2010) reportaram concentracbées de Hg em plantas
variando entre 0,0006 a 0,086 mg kg* e relacionaram os teores a espécie vegetal
cultivada e a proximidade a fontes de emisséo desse elemento. Apos a aplicagédo

de fungicidas, a concentracdo de Hg variou entre 0,1 a 6,8 mg kgt em folhas de
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batata e 0,05 a 0,17 mg kg* em gréos de trigo. Segundo Madeira (2013) o
intervalo de concentracdo de Hg considerado fitotoxico é de 1 a 3mg kg™ e os
principais mecanismos de repostas sdo observados na fisiologia ou a nivel

celular e bioquimico.

Na semente, o Hg atua no endosperma, que séo tecidos ricos em
grupamento sulfidrilas, formando com o enxofre ligacdes do tipo —S-Hg-S (Patra
& Sharma, 2000; Amin & Latif, 2015). Ao expor sementes de Arabidopsis thaliana
a diferentes concentracbes de Hg, Li et al. (2005) observaram que o
desenvolvimento da semente foi alterado devido a toxicidade do metal.
Contrariamente, Jamal et al. (2006) reportaram uma maior germinacao de
sementes de trigo cultivadas em solucao nutritiva contendo HgCl2 (entre 25 a
100 ppm de Hg) porém, as plantulas tiveram um baixo crescimento de raiz e
folhas. O efeito do Hg na germinacédo dependera da concentracdo que a semente
estard exposta; o Hg pode ter positiva ou nenhumas influéncias na germinacgao
a baixas concentracdes, e em altas concentracfes reduzem-la. Muhammad et al
(2015) verificaram que sementes de feijdo-mungo (Vigna radiata) expostas a
1mM de Hg em solucdo nutritiva n&o tiveram efeito significativo na sua
germinacgdo, porém quando expostas a 3mM, uma reducdo nesse processo foi

observada.

Segundo Cho et al. (2000), o Hg pode induzir a deficiéncia nutricional pela
reducdo da absorcdo e transporte de elementos essenciais como o Ca?* (possui
papel importante na parede celular), Mg?* (atua como componente da clorofila)
e K* (cofator de enzimas). Calgaroto et al (2016) verificaram o aumento do
conteudo de P em folhas e raizes de ginseng-brasileiro (Pfaffia glomerata)
expostos a solugdo nutritiva contendo Hg, relacionando esse comportamento a
imobilizacdo do P pelo Hg nos tecidos da planta. Israr et al. (2006) reportaram
uma diminuicdo na biomassa de plantulas de Sesbania drummondii expostas a
Hg, podendo estar relacionada ao gasto energético na defesa ao estresse
oxidativo, antes reservado para o crescimento da plantula. Os danos celulares
causados pelo Hg podem compreender a mudanca na permeabilidade das
células da membrana, interferindo na absorcdo de elementos essenciais, pois
fazem uso e competem pelos mesmos canais idnicos de absor¢cao nas raizes
(Azevedo & Rodriguez, 2012).
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A alteracéo na atividade das enzimas antioxidativas induzidas pelo Hg ja
foi estudada em diversas plantas como o arroz (Ushimaru et al., 1999), mostarda
(Shiyab et al., 2008) e tomate (Cho & Park, 1999; Cho & Park, 2000). Ao expor
plantas de trigo a diferentes tratamentos com Hg (10 uM e 25 pM), Sahu et al.
(2012) verificaram que a atividade da SOD foi mais intensa nas plantas expostas
a concentracdo mais baixa de Hg, além do que sua atividade diminuiu na
concentrag&do mais alta. Os autores relacionaram essa menor atividade da SOD
a menor capacidade de desmutar as espécies reativas de oxigénio em
concentracbes altas de Hg. Plantulas de pepino cultivadas em solucbes
contendo 50puM Hg tiveram um aumento na atividade das enzimas antioxidantes
ascobarto peroxidase (APX) e catalase em relagdo ao controle, porém o efeito
antioxidante destas nao foi suficiente quando a planta foi exposta a 250 e 500
UM de Hg (Cargnelutti et al, 2006). Dessa forma, algumas enzimas podem estar
relacionadas apenas a exposi¢cdo aguda de baixas concentracdes de Hg, pois
sua acao antioxidante ndo consegue minimizar ou remover os efeitos toxicos

produzidos pelo Hg na planta.

4.2. Efeito do Cadmio em plantas

Segundo Chen et al. (2011), quando a concentracdo de Cd nos tecidos
das plantas atinge valores entre 3 e 30 mg kg2, os efeitos fitotdxicos séo visiveis,
ocorrendo sintomas como a diminuicdo do crescimento, clorose e raizes
escurecidas. Os teores naturais de Cd nos tecidos das plantas variam de 0,05 a
0,2 mg kg*. A presenga desse elemento em baixas concentragées na planta
pode ndo conferir a formacdo de sintomas visuais, porém efeitos a nivel celular

e fisiologico podem ser observados.

Em sementes, a presenca de Cd pode influenciar o crescimento e o
desenvolvimento das plantulas ou a taxa de germinacdo (Patnaik & Mohanty,
2013). He et al. (2008) verificaram que o desenvolvimento das plantulas de arroz
cujas sementes foram cultivadas em solu¢cbes contendo Cd, teve a formacao de
raizes com deformacdes e coloracdo escura. He et al. (2014) reportaram uma

reducdo na germinacdo de sementes de arroz (Oryza sativa), bem como uma
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diminuicdo da biomassa e do crescimento das raizes e folhas das plantulas
expostas ao Cd (100uM).

A exposicdo ao Cd pode interferir na concentracdo e composi¢ao
nutricional das plantas, e elementos como o Zn, Ca, Mg e K podem ter seus
teores reduzidos em folhas, uma vez que o Cd possui um efeito antagonico na
absorcdo desses elementos. Elementos que possuem propriedades fisico-
quimicas similares irdo competir por sitios de ligacéo e transportadores na célula
e, se tratando de elementos essenciais, a substituicdo desses pelo Cd pode
causar efeitos danosos ao funcionamento da planta, como por exemplo, a
deficiéncia de Fe nas folhas de plantas expostas ao Cd que pode causar a

clorose nessas estruturas (Das et al., 1997).

Em estudo realizado por Goncalves et al. (2009), plantulas de batata
expostas a concentracfes de Cd (0, 50, 100, 150 e 200 pM) por 7 dias, tiveram
uma diminui¢do do conteudo de clorofila e na atividade fotossintética. Wang et
al. (2009) reportaram uma diminuicdo no rendimento quantico maximo (Fv/Fm),
em plantulas de milho cultivadas em uma solugcéo contendo 5uM de Cd por 96
horas. Parametros fotossintéticos como o quenching ndo fotoquimico e o
rendimento quantico maximo (Fv/Fm) sdo muito utilizados para verificar os efeitos
do estresse em plantas, pois sdo determinacbes nao destrutivas e que
conseguem detectar as alteraces metabdlicas da fotossintese (Araus et al.,
1998). A enzima rubisco faz parte do Ciclo de Calvin e catalisa a carboxilacdo da
ribulose 1,5 bifosfato e sua oxigenacdo (Mishra & Dubey, 2005). A toxicidade
causada pelo Cd inibe a atividade dessa enzima, a partir da associacdo desse
metal com o grupamento —SH presente na rubisco (Lidon & Henriques, 1991),
como visto em experimentos com plantas expostas a Cd, como as ervilhas

(Romero-Puertas et al., 2002) e a cevada (Siborova, 1988).

Em relacdo a resposta antioxidante da planta sob estresse, compostos
enzimaticos e ndo enzimaticos sao reportados em diferentes estudos. Sobrino-
Plata et al. (2013) verificaram que a atividade da glutationa redutase e a
producdo de fitoquelatinas foi intensificada em plantas expostas ao Cd. Em
plantulas de arroz, o efeito do Cd na atividade da catalase foi reduzido quando
cultivadas em solucéo com concentracao de 500uM de Cd, enquanto a atividade
da guaiacol peroxidase aumentou, estando essa mudanga relacionada a
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substituicdo das enzimas participantes ou inibicdo da sintese enzimatica (Shah
et al., 2001). A exposicao de plantulas de rabanete ao Cd levou a um aumento
na atividade da catalase, glutationa redutase e das isoenzimas da SOD (Vitoria
et al., 2001). Comparado ao controle, Cho & Kim (2003) verificaram uma
diminuicdo da atividade da SOD em plantulas de tomate expostas ao Cd por 9
dias em solucdo contendo 100 uM de CdCl2 e um aumento na atividade da
catalase. Até as 12 primeiras horas de exposi¢cdo ao Cd em solugdo contendo
25 pM de CdClz, plantulas de tomate apresentaram um aumento na atividade da
SOD e catalase, mas ap0s esse tempo, a atividade dessa enzima foi prejudicada
a partir do aumento do tempo de exposi¢cao prolongada a condicdo de estresse
produzida pelo Cd (Chamseddine et al., 2009).

4.3. Estudos comparativos da exposicdo de plantas ao mercurio e ao
cadmio

Quando comparadas as respostas de mostarda (Brassica juncea) ao Hg
e Cd, Sheetal et al. (2016) verificaram que, no tratamento com Hg (25 e 50 mg
kg?), houve uma diminuicdo da biomassa, do teor de clorofila e da taxa de
fotossintese quando comparadas as plantas expostas ao Cd (5 e 10 mg kg?). A
clorose das folhas em plantas é reportada como um sintoma comum de plantas
em resposta ao estresse provocado pela exposicdo ao Hg como a mostarda
(Dunagan et al., 2007); no Cd, esse sintoma € reportado em mostarda (Jiang et
al., 2004; Ebbs & Uchil, 2008), girassol (Di Cagno et al., 2001) e milho (Root et
al., 1975). A clorose das folhas pode estar relacionada com a substituicdo do Mg
da molécula de clorofila pelo Cd e Hg, diminuindo a eficiéncia da fotossintese e
alterando a estrutura dos cloroplatos (Wang et al., 2009). Sobrino-Plata et al.
(2014) verificaram uma maior mudanc¢a no quenching nédo fotoquimico (NPQ) em
Arabidopsis thaliana expostas ao Cd em comparacédo as plantas tratadas com
Hg, pois o0 Hg € acumulado principalmente nas raizes, enquanto o Cd é

mobilizado facilmente para as folhas, onde ocorre a fotossintese.

No experimento realizado por Hammed et al. (2011), o tratamento cronico
resultou em uma maior expressao da superoxido desmutase (SOD) e glutationa

redutase (GR) nas plantas de quiabo (Abelmoschus esculentus L.) expostas ao
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Cd em comparacéo ao Hg, embora a catalase tenha diminuido sua atividade em
ambos os tratamentos. Ortega-Villasante et al. (2007) analisaram a resposta da
exposicdo de alfafa ao Cd e ao Hg em um curto periodo de tempo (24 horas) e
observaram que o Hg causou um efeito toxico mais rapidamente que o Cd,
induzindo a formacédo de EROs e intensificando a atividade enziméatica. Sheetal
et al. (2016) reportaram um aumento na atividade das enzimas antioxidantes da
SOD e POX tratamentos com 50 mg kg de Hg em relacdo as plantas expostas
ao Cd (5 e 10 mg kg™?).

Em estudo realizado por Sobrino-plata et al., (2009), plantas de alfafa
foram expostas a Hg e Cd e produziram um maior teor de acido ascorbico nos
tratamento de 30 uM de Cd. Esse metabdlito foi relacionado a exposicdo de
plantas a doses mais toxicas de metais em ervilhas (Rodriguez-Serrano et al.,
2006), alfalfa (Zhou et al., 2009) e trigo (Paradiso et al., 2008). Essa acumulacéo
ou diminui¢do de metabdlitos como os acucares, acidos organicos, aminoacidos,
prolina, entre outros, representa uma das respostas ao estresse causado por
metais e dependem do estagio de crescimento, tempo de exposi¢cdo ao metal e

concentracdo desse elemento (Roychoudhury et al., 2012).
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5. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar o grau de exposicéo a que
estdo submetidos os cultivos de tomate relativos a contaminagéo por Hg e Cd
em condicbes naturais e experimentais, sob aspectos geoquimicos,

ecofisiolégicos e bioquimicos.
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Capitulo 1 - Differences in Bioaccumulation
and Translocation of Cd and Hg in Tomato
(Solanum lycopersicum) in Southeastern Brazil

Differences in Bioaccumulation and Translocation of Cd and Hg in Tomato

(Solanum lycopersicum) in southeastern Brazil

ABSTRACT
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Food is the main source of highly toxic metals like mercury (Hg) and cadmium
(Cd). This study evaluated the accumulation and translocation of Cd and Hg in
the soil/plant system in four tomato plantations and assessed the risk associated
with consumption. Forty soil samples (rhizosphere) and 120 samples of plant
material (leaf, ripe fruit, green fruit, and roots) were collected. Bioaccumulation
and translocation processes and soil enrichment were estimated. The
bioaccumulation factor of Cd was approximately five times higher than that of Hg,
indicating the presence of labile chemical species that are easily translocated to
the aerial parts of the plant and underlining the strong association between Cd in
roots and Zn in rhizosphere. About 93% of the Cd accumulated in roots reached
aerial parts. For Hg the value was 48.6%, indicating poor mobility of the metal
and different uptake routes. Although Cd and Hg levels were analyzed in
approximately 83% of the rhizosphere samples, the concentrations obtained do
not affect soil use. Levels of Cd in tomatoes were over 17 times higher than the
maximum residual level in 57.5% of ripe fruits and in 27.5% of green tomatoes.
However, the estimated daily intake did not confirm this risk, based on exposure

of the population.

Keywords agricultural soil - bioaccumulation factor — health hazard — Toxicity

INTRODUCTION

Food consumption is one of the main exposure routes to highly toxic
metals, like mercury (Hg) and cadmium (Cd), ranked third and seventh elements

in health hazard to humans by the US Environmental Protection Agency (EPA).!
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While Cd has been associated with toxicity in liver and bones, Hg is lined with

neurotoxic and teratogenic effects, mainly the methylated form of the metal.?

Due to its relevance in human nutrition and growing consumption trend
worldwide,® tomato (Solanum lycopersicum) reached global importance in 2009,
when demand was observed to be 81% higher compared with the previous 20
years.* More specifically, today Brazil is the world’s ninth tomato-producing
country, and the first in Latin America.® The Brazilian southeastern region comes

first both in production and sales figures, with 80% of the domestic market.®

The use of phosphate fertilizers is the main source of both Cd 7 and Hg®-°
in tomato plantations. However, the susceptibility of plants to pests and disease,
which requires significant amounts of agrochemicals to control'® and crop rotation
practices (with sugarcane, for instance) also affect the levels of these metals in
tomato. Together, these factors expose soils to noxious substances that threaten
production 112 In Brazil Camara et al.'3 observed that the use of organomercury
fungicides is behind the persistent contamination of sugarcane plantations with
Hg, even as late as two years after the ban on these compounds in the country.
Another study reported the use of 53 agrochemical brands in southeastern Brazil,
with 12 kinds of these chemicals used on average in a farm in the region, mostly
fungicides and insecticides. Some of these compounds were classified as
moderately and highly toxic by Brazil’s health and environmental authorities.
Acute risk estimates (indicating contamination within 24 h of ingestion of food
treated with agrochemicals) associated with vegetables (that account for over
70% of the foods consumed by the Brazilian population) were calculated and
published by these authorities!4. Levels in tomato plantations were irrelevant, but

the report did not take into consideration the toxicity caused by elements present
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at trace levels and potentially associated with agrochemicals.

Total concentrations of a metal in soils are used as indicators of
environmental quality. Nevertheless, bioaccumulation factor (BAF) and
translocation factor (TF) estimates are often used to determine the capacity of
the plant to uptake a chemical element.*® In another study, tomato was classified
as a plant that hyperaccumulates Cd, with levels were above 100 mg kg™ in aerial

parts of the plant.t®

While TF indicates the mobility of trace metals inside the plant (which
depends on a series of processes, like xylem and phloem flow and storing,
accumulation, and immobilization by chelating agents), BAF is the ratio of total
analyte level in plant parts to the levels in soil, and enables to assess the
differences in bioavailability in these compartments.1”-18 Despite the hypothesis
that Cd is more easily translocated from roots to aerial parts of the tomato plant
due to the similarity with essential elements, Lifiero et al.*® observed Cd and Hg
accumulation in tomato roots, when Cd levels and mobility were higher and lower,
respectively, compared to Hg.

In this scenario, the present study evaluated (i) the soil-plant mobility of
Cd and Hg, (ii) the interaction between Cd and Hg with essencial elements of
plants, (iii) the accumulation of Cd and Hg in different plant parts, and (iv) the
levels of Cd and Hg in tomato and the relationship they have with diet in four large
tomato production and trade regions in southern Brazil.

EXPERIMENTAL

Study area and sample collection

This study was carried out in two long-time tomato-producing regions in
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northwestern state of Rio de Janeiro, Brazil, (the municipalities of Varre-Sai and
Cambuci, at 700 m a.s.l and 35 m a.s.l., respectively; Fig. 1). Climate in both
regions is tropical wet, and the soils derive from acidic crystalline basement
mostly. However, most tomato plantations are established on less common
eutrophic ultisols that derive from neutral rocks associated with basic sedimentary
and metasedimentary rocks.?°

Four tomato plantations were included (one in Varre-Sai, 41°46'03" W,
20°51'40" S; three in Cambuci, 21°35'59.0"S 41°58'49.3"W; 41°59'08" W,
21°35'31" S, and 41°58' 54" W, 21°35'56" S). Ten collection sites were defined in
each, where one tomato plant was collected considering five biological materials:
(i) rhizosphere, (ii) roots, (iii) leaves, (iv) green fruit, and (v) ripe fruit, when
present. In total, 40 rhizosphere and 120 plants were collected, stored in plastic
bags at room temperature, and labelled. Samples were collected in December
2014 (Varre-Sai) and August 2015 (Cambuci), during the tomato harvesting

period.
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Fig. 1 Collection areas in northwestern state of Rio de Janeiro, Brazil.

Sample processing

In the laboratory, rhizosphere samples were left to dry, clods were broken, sieved
through a 2-mm mesh, lyophilized (LioTop L108), and macerated in mortar and
pestle. Next, samples were digested according to Santos et al.?* Briefly, a 0.5-g
dry sample was weighed in a PTFE tube, 8 mL of a 3:1 HCI 37%:HNOs3 65%
mixture were added, and digestion proceeded in a microwave system (Mars X-
Press, CEM) for 25 min (a 10-min ramp-up to 95°C and a 15-min hold at 95°C) at
1600 W. The product was allowed to cool and the final extract was obtained by
filtering through Whatman grade 40 paper. The extract was completed to a final

50-mL volume with ultrapure water (MilliQ).
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Each plant material was lyophilized and homogenized the same way as
the rhizosphere, but digestion was carried out as in Silva-Filho et al*> Sheehan et
al>®> Rea et al.>* A 0.2-g dry sample was weighed in a Teflon tube (X-Press). Then,
4 mL ultrapure water were added (MilliQ) followed by 2 mL hydrogen peroxide
30% and 6 mL of a 1:1 H2SO4 97%:HNOs3 65% mixture. Digestion ensued in a
microwave system (Mars X-Press, CEM) (a 5-min ramp-up to 95°C and a 25-min
hold at 95°C) at 1600 W. As above, the product was allowed to cool and the final
extract was obtained by filtering through Whatman grade 40 paper. The extract
was completed to a final 50-mL volume with ultrapure water (MilliQ).

All digestion steps were carried out in triplicate for each set of 40 samples,
and included negative controls. Precision was 15% and accuracy was calculated

according to the reference samples in Table 1.

Table 1 Accuracy and detection threshold of the analytical method.

ACCURACY Cd Hg n Fe
Measured
0.04240,00
value MND _ 11.840.5 8113
(mg.kg™)
Certified 0013+ 00441
Apple Leaf 1515 Value1 0.002 0.004 12.5+0.3 83+5
MIST (mg.kg')
Recovery (%) ND 94.3 94.7 97.3
Detection
Limits (mg.kg- 0.1 0.002 07 15
")
Measured 0.08420 00
value 0.2340.01 ’ 5846 A183x115
. 8
(mg.kg ™)
Certified
00911
Sediment MESS 3 Value 024+00M1 0.009 50 +8 4340 + 111
NRCC (mg-kg") i
Recovery (%) 06 92 99 06
Detection
Limis (mg.kgw  0.05 0.001 0.3 07

1)
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Importantly, all glassware was previously decontaminated in three 24-h
stages using Extran 5%, HCI 5%, and HNO3 5% sequentially; then, all material
was rinsed in deionized water and in ultrapure water (MilliQ). All reactants used

in the digestion process were of analytical grade (Merck).

Determination of Metals

In brief, Hg concentration in samples was determined in a mercury
analyzer (QuickTrace M-7500, CETAC), and Cd, Fe, and Zn levels were analyzed
by inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy (ICP-OES 720 ES,

Varian).

Bioaccumulation, translocation, and enrichment factors

BAF was calculated considering the ratio of analyte level in plant to that in
rhizosphere (BAF = X elementpiant/ Z elementrmizosphere) and the ratio of analyte
level in root to that in rhizosphere (BAF = X elementroot/ Z elementnizosphere)?® While
TF was calculated considering the following ratios between Cd and Hg levels in
samples:TFieatiroot, TFgreen fruitiieaf, TFripe fruitieat.?® Both factors were calculated using
the actual mass of each analyte in each material collected and ruling out the effect
of dillution.

The enrichment factor (EF) was used as defined by Gresens?’, that is, a
double ratio normalized to a reference chemical element. In this study, iron (Fe)
was used as reference element, and the reference Fe, Cd, and Hg levels in soils
were obtained from Rempe et al.?® and Fadigas et al. ?°

EF was calculated using the equation:

EF = (C,+ CR) + (Cpe + CFY)
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where

C, = concentration of the chemical element studied in soil sample
CRV = reference value of the chemical element studied in soil

Cre = iron concentration in soil sample

CRY = reference value of Fe concentration in soil

As a classification system, EF values between 0.5 and 1.5 indicated trace
elements from weathering of rocks, while values above 1.5 indicated that the
main source of an element is anthropic. The higher the EF value, the higher the

anthropic influence.*

Estimation of dietary intake (EDI)

Estimations of dietary intake (EDI) of Cd and Hg in tomato fruit were
obtained based on Ihedioha and Okoye. 3! In the analysis of Cd and Hg levels in
tomato and the relationship they have with diet, mean weight of human individuals
was 62.5 kg, while the mean daily tomato consumption adopted was 6.6 g,

according to data published by IBGE.??

Statistical analysis

Differential statistics and linear regression were conducted using the R
software.®3 Comparisons between plant tissues and soils were carried out using
ANOVA and the Tukey test a posteriori, and P-values are given. When
necessary, data were transformed using a maximum likelihood function (MASS,

in the R software) to meet the ANOVA requirements.
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RESULTS AND DISCUSSION
Cd and Hg levels in samples

Current mass-based bioaccumulation pattern of Cd and Hg in the tomato
plant parts analyzed considering levels of the metals in the rhizosphere and ruling
out the effect of dilution is presented in Fig 2.

Mean Cd levels in rhizosphere and plant parts did not vary statistically,
indicating a strong interaction between rhizosphere and roots and that the
absorption route of the metal by tomato plants is efficient (Fig. 2A). For Hg, levels
in rhizosphere were statistically higher than in roots (0.71 pyg and 0.27 ug,
respectively; p < 0.05). Importantly, Hg levels in the other plant parts analyzed
were lower than the value observed in roots. Also, the levels of the metal in green

tomatoes were comparable to those observed in leaves and ripe fruits (Fig. 2B).

Cd Content (pg)
Hg Content (pg)

Rhizosphere Root Leaf Green Fruit ~ Ripe Fruit Rhizosphere Root Leaf Green Fruit  Ripe Fruit

Fig. 2 Mass (ug) of Cd (2A) and Hg (2B) in roots, green fruit, ripe fruit, and rhizosphere

of tomato plants and plantations. Lowercase letters compare tests of one element in

different plant parts.

Taken together, the fact that Hg levels in the rhizosphere were statistically

higher than in roots and the observation that these structures contained higher
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levels of the metal compared with leaves and fruit suggest that roots retain and
immobilize Hg. In other words, roots restrict the circulation of the metal in other
parts of the tomato plant.

Research has shown that roots act as a barrier to the translocation of toxic
metals to aerial part plants.3#3> Moreover, other authors have reported an
antagonistic relationship between Cd and zinc (Zn), noting that lower Zn levels
are absorbed by roots when Cd levels in soils are high.%¢ But an opposite
relationship was observed for Fe and Hg.3” The results of the present study,
indicated the threshold levels of Cd and Hg (0.4 mg kg and 80 mg kg,
respectively) in soils that affect the absorption of Zn and Fe, causing nutritional

imbalance in tomato plants (Fig. 3A and 3B).
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Fig. 3 (A) Concentration of Cd in rhizosphere versus concentration of Zn in roots; (B)

concentration of Hg in rhizosphere and concentration of Fe in roots.

Another important aspect is that these findings indicate the existence of

strong geochemical interactions in the rhizosphere that reduce the levels of
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bioavailable Hg to roots: only a small portion of the metal is detected in soll
solutions. Most Hg occurs adsorbed on minerals, mainly Fe and manganese (Mn)
oxides and hydroxides, but the metal also forms complexes with organic
compounds in soils.3® The geochemical compatibility between Cd and Zn in
rhizosphere and the mobility of Zn promote the translocation of Cd from
rhizosphere to roots based on weak adsorption processes involving organic

matter, silicates, and oxides.3°

Bioaccumulation and translocation factors

Fig. 4 shows the BAF and FT values calculated for Cd and Hg in the
samples analyzed.

The BFA calculated considering the influence of rhizosphere on tomato
plants was statistically higher (p < 0.05) for Cd (1.13), compared with Hg (0.24).
BAF values above 1 indicate that the plant has a strong bioaccumulation
potential.'® In addition, the approximately five times higher BFA value of Cd
indicate the existence of labile forms, easily incorporated by plants.*? Despite the
fact that mean Cd level in soil was approximately seven times higher than that of
Hg, mean BAFroourhizosphere Values were the lowest for both metals, when
compared with other plant parts. Interestingly, Chang et al.*! observed that the
BAF of Cd in leafy vegetables was 30 times as high as the value calculated for
Hg in the same material, while Lei et al.*?> reported that wheat grains

bioaccumulate Cd preferably, as opposed to Hg.
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Fig. 4 Bioaccumulation and translocation factors of Cd and Hg in the materials studied:;
lowercase letters compare the translocation factors of one element; uppercase letters

compare the bioaccumulation factors of different elements.

Statistically, the TF values calculated for Cd and Hg exhibited similar patterns:
TFieatiroot did not differ from TFripe fruitieat, While TFgreen fruivieat Was comparable to the
other values.

Approximately 93% of the Cd absorbed by roots reached aerial tomato
plant parts (leaf or fruit), while only 48.6% of the Hg bioaccumulated in roots was
translocated to aerial parts. For Cd, mean TFgreen fruivieat Was the highest, followed
by TFieafiroot, TFripe fruivieat. FOr Hg, the highest mean TF value was TFieafiroot,
followed by TFgreen fruitieat @aNd T Fripe fruit/eat.

As a rule, the mobility of trace elements in plants varies with the chemical
characteristics of the element studied and of soils, and is promoted by the
formation of complexes with amides and phytochelatins.*®* On the other hand,

mobility may involve important physiological processes such as the translocation
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of the element from roots to aerial parts by xylem and the xylem-phloem
transportation mechanism, which redistributes an element more selectively in a
plant.** Also, Malavolta*® argues that metals that are not considered
micronutrients have low mobility in phloem, forming high molecular weight
organic complexes. Bioaccumulation of Hg in tomato plants was comparatively
high, as a result of the formation of complexes in roots that adsorb onto the walls
of root cells, which in turn is an important indicator of the tolerance of a plant to
the toxic metal.*¢4” Nonetheless, Burzynski*® and Cho and Park*® believe that
this may lead to mineral deficiency in plants, blocking the association of ions such
as Ca?*, Mg?*, and K",

In an experiment with tomato seedlings exposed to 2 mg L* Hg, Cho and
Park*® observed that only 2% of the metal was translocated to leaves. Other
studies have shown that Hg accumulation in aerial plants depends on
translocation and on the absorption of the metal from the atmosphere, mainly in
its vapor phase 595,

Contrasting with Hg, the translocation of Cd from roots to aerial parts is
high. The geochemical association between Zn and Cd (Fig. 5) indicates that Zn
limits Cd uptake by tomato plants only when its concentration in the rhizosphere

is high (100 mg kg™?).
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Fig. 5 Concentration of Zn (mg g?) in rhizosphere versus concentration of Cd in roots.

Using a nutrient solution, Sbhartai et al.>? reported the low influence of low
Zn levels (3.3 mg L) on Cd uptake (11.2 mg L) by roots and leaves of tomato
plants. Yet, the authors also note that, when Zn levels increase (33 mg L* Zn),
Cd uptake by roots decrease. According to another study, Cd levels between 5
mg kg and 20 mg kg! are toxic to plants, which are low, compared to the values
observed for Zn (100 mg kg to 500 mg kg?).%®

The competition between essential and toxic elements for binding sites in
various plant structures such as the cytoplasmic membrane and cell walls may
influence the distribution of these toxic metals.53->* The translocation route of Cd
is narrowly associated with the routes of Ca?*, Zn?* Mg?* and Mn?*, which is
translocated by a variety of specific transporter proteins, like those of the ZIP and
NRAMP families.54® Clemens® observed that Cd?>* is translocated
opportunistically, since the channels used for uptake are not very specific.
NRAMP proteins are considered generalist transporters, due to their potential to

translocate Mn2*, Zn2*, Cu?*, Cd?*, Ni* e Co?*. %4
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All EF values calculated for the two study areas were below the value that

indicates anthropic origin of Cd (EF > 1.5) (Fig. 6).
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Fig. 6 Enrichment factor of Cd and Hg in tomato plantations; lowercase letters compare

enrichment factors of different elements in the same collection area.

Although the mean EF for Hg in Varre-Sai was 1.5 times as high as that
observed for the metal in Cambuci, this difference was not statistically significant
(p <0.05). However, the EF for Cd in Varre-Sai was statistically different from the
value observed for Cambuci, which was 1.6 times higher (p < 0.05).

The Hg concentrations in the rhizosphere samples collected in Varre-Sai
(Table 2) were statistically higher than the values observed for Cambuci (p <
0.05). This may be associated with the more effective circulation of Hg in the
region.>657 Sugarcane plantations near the collection area may be the source of

Hg vapor, since plantations are burnt before harvest to remove leaves, which
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have no commercial value and make cutting more difficult.5® In addition, Varre-
Sai is located on mountainous terrain, which may work as a physical barrier that
reduces deposition and the circulation of atmospheric Hg across longer

distances.

Regulations for soil

The mean Cd level in soil was higher than the mean Hg level (Table 2). All Hg
and Cd concentrations observed in soil samples were below both the prevention
interval, which indicates harmful changes concerning soil quality (between 0.5
mg kgt and 1.0 mg kg') and the intervention range, which signals human health
hazards (3 mg kg* and 12 mg kg), as defined by Brazilian regulation.>® On the
other hand, 75% of soil samples failed to meet the standard defined in China (0.3

mg kg?),%% where the limit are lower possibly due to the mining history in Asia.

Regulations for fruit

In total, 80 fruits were analyzed. Cd levels exceeded the maximum residual level
(MRL) established by FAO (0.67 mg kgtd.w.)®! in 57.5% of ripe fruit and in 27.5%
of green tomatoes. The limit value defined by FAO is twice as high as the MRL
stipulated in Brazilian®? (which specifically includes plants of the Solanacea
genus like tomato, eggplant, and pepper, for instance) and Chinese regulation,®3
which are both 0.33 mg kg (d.w.). Eleven ripe tomato samples had Cd levels
below the national MRL; in the other samples, concentrations of the metal were

as much as 17 times higher than the acceptable value.
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Table 2: Concentration of Cd and Hg (mg kg?) in the materials studied; tolerable daily intake (TDI) and estimated daily intake (EDI) values (ug day

kg™).

Concentrations (mg kg™ p.s.)

Cd Hg
s le Ar Rhi h Root Leaf Green Ripe Rhi h Root Leaf Green Ripe
ample eas lzosphere 00 ea Fruit Fruit lzospnhere (e]0) eal Eruit Fruit
Varre Sai 044+0.13%® 321+14% 291+1.18* 2.44+1.11% 2.76 + 0.63*" 0.09 + 0.03** 0.12+0.03** 0.02 +0.022® 0.01 + 0.01%® 0.01 + 0.002%8
(Confidence interval) 0.21-064 1.76-5.26 1.38-469 141-428 1.87-3.94 0.02-0.13 0.06-0.18 <DL-0.04 <DL-0.01 0.01-0.02
Cambuci 0.43+0.16™ 299+357* 264+3.75* 158+1.6 1.88+1.62°"  0.04+0.02°*® 0.07 +0.08°* 0.03 + 0.03*C 0.02 + 0.01%°® 0.01 +0.01%°
(Confidence Interval) 0.21-0.75 0.06-1506 006-17.74 0.09-571 0.11-4.04 0.01-0.08 0.02-035 001-0.19 <DL-0.03 <DL-0.03

Legislation (mg kg p.s.)

169 0.676Y 0.569 -
Maximum Residual Level (MRL) 369 0.3362 1269 .
0_3(60) 0'33(63) 0_3(60) 0.066(63)
Estimated Daily Intake 0.029 0.0002
Tolerable Daily Intake 169 1.664

*Letras minUsculas comparam as concentragdes do mesmo elemento quimico em matrizes iguais de diferentes locais de coleta.
*Letras mailsculas comparam as concentragdes do mesmo elemento quimico em diferentes tecidos do mesmo local de coleta.

CONAMA (2009)®9 - National Council of the Environment (Brazil) - Valor de Prevencao (VP) = concentracdo acima da qual podem existir alteracées prejudiciais & qualidade do solo.
CONAMA (2009)®9 - National Council of the Environment (Brazil) - Valor de Intervenc&o (VI) = concentracdo acima da qual existem riscos potenciais & satide humana sob exposic&o genérica
CEPA (1990)®? - Chinese Environmental Protection Administration

ANVISA (2013)©?) - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria - Brasil - Valores de concentracdo do género Solanacea (tomate, berinjela, pimenta, entre outras)

FAO (2009)®Y - Food and Agriculture Organization of the United Nations

China (2014)(63) - National Food Safety Standart of Maximum Levels of Contaminants

WHO (1992)©%

DL= Detection LImit



In a study carried out in Cambuci, Carvalho et al.%®* conducted interviews and
discovered that at least 47% of farmers in the region often use chlorpyrifos, an
insecticide, during growth and ripening of tomatoes to protect crops against disease
and pests. In addition, the authors draw attention to two other critical aspects of tomato
farming that may pose additional hazards: the use of mixtures of chemicals and extra
applications there after rain or when diseases emerge, which sometimes may exceed
three a week.

Based on Chinese regulation®® all Hg concentrations observed in fruit samples
were below to 0.066 mg kgd.w., since it was not found lines adopted by other

countries.

Estimated daily intake

Vegetables are an important source of nutrients to humans and are considered one of
the main exposure routes to trace elements, accounting for roughly 90% of the total
uptake of elements.% Food security has sparked considerable interest, and maximum
Cd and Hg tolerable daily intake (TDI) acceptable have been established by the World
Health Organization (WHO),%* namely 1 pg day kg?* and 1.6 pug day kgt.%® In the
present study, although Cd levels in tomatoes exceeded the MRL established by
Brazilian regulation, estimated daily intake (EDI) values are below the recommended
values of Cd (mean: 0.029 ug day kg?) and mercury (mean: 0.0002 pg day kg?), not

posing any hazard to human health.

Conclusion
Approximately 93% of the Cd accumulated by roots reached aerial parts of
tomato plants (leaf and fruit), while only 46% of Hg was translocated, indicating the

lower mobility of the metal and the possible existence of different uptake routes for the
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two elements. Although Cd and Hg were measured in 83% of rhizosphere samples,
the concentration intervals calculated do not suggest harmful changes to soil quality,
underscored by the low EF obtained, which were all below the limit indicating anthropic
influence. Since 57.5% of ripe fruit and in 27.5% of green tomatoes exceeded MRL of
Cd established by FAO regulation by over 17 times, indicating that tomatoes represent
a health hazard. However, EDI values did not confirm this hypothesis, considering the

general population.
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Capitulo 2 - Respostas Ecofisiolégicas do
Tomateiro (Solanum lycopersicum L.) exposto a
mercurio e cadmio em condicdes experimentais.
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RESUMO

A bioacumulacdo de elementos traco pelas plantas pode causar alteracbes na
fisiologia desses vegetais. Para comparar os efeitos de Hg e Cd nas plantas,
tomateiros foram cultivados em solos contendo 0; 0,2; 3,0 e 6,0 mg kg de Cd e 0;
0,2; 12 e 24 mg kg* de Hg, durante um periodo de trés e nove semanas em casa de
vegetacdo. Os teores de Cd e Hg em folhas foram monitorados, além dos parametros
de trocas gasosas como a taxa fotossintética liquida (A), condutancia estomética (Gs),
concentracdo de CO:2 subestomatico (C)) e a eficiéncia fotoquimica maxima do
fotossistema 1l (Fv/Fm). O Cd nas folhas se relacionou inversamente com o0s
paradmetros Gs e E. Os valores de A foram reduzidos sem haver inibicdo, com o
aumento do tempo de exposi¢cédo ao Cd. Para o Hg, as plantas tiveram reducéo na E,
Ci e Fv/Fm quando expostas a 24 mg kg na nona semana, sem haver reducéo na A.
A exposicao cronica do tomateiro ao Hg e ao Cd gerou efeitos diferentes nos
parametros ecofisiolégicos da planta, porém nenhum efeito drastico foi evidenciado,
sendo possivel considerar o tomateiro como uma espécie tolerante aos efeitos toéxicos

de Hg e Cd nessas concentracdes.

Palavras Chave: tomate; bioconcentracdo; mercurio; cadmio; ecofisiologia.
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1. INTRODUCAO

O tomate (Solanum lycopersicum L.) € a espécie mais importante do grupo das
hortalicas, cuja produtividade média no Brasil, segundo levantamento do DIEESE
(2010), representou uma participagcéo de 3,1% no mercado global em 2008, o que
conferiu ao pais o0 8° lugar no ranking da producao mundial. Considerada uma espécie
cosmopolita possui uma ampla capacidade de adaptacdo as diferentes condicdes
climaticas, e por isso é cultivada no mundo todo, embora as chuvas, a variacdo de
temperatura e a umidade relativa do ar interfiram na fitossanidade, facilitando o

desenvolvimento de doencas flngicas e bacterianas.

O uso continuo de agroquimicos em areas agricolas € considerado como uma
das principais fontes de elementos potencialmente fitotéxicos (Nagajyoti et al., 2010;
Verkleji, 1993). Tanto o Cd quanto o Hg tém sido descritos como constituintes de
fertilizantes (preferencialmente os fosfatados no caso do Cd) (Pereira et al., 2011),
enguanto os herbicidas e fungicidas de sementes sao enriquecidos por Hg (Cavallini
et al.,, 1999; Ross e Stewart, 1962). No Brasil, € reportado o uso de grandes
guantidades de pesticidas no cultivo desse vegetal, muitas vezes de forma
inadequada e excessiva (Ramalho et al., 2000). Além disso, outros estudos
reportaram teores de Hg em pesticidas acima do permitido pela legislacao do pais ou
do uso de substancias com principio ativo proibido (Santos et al., 2015; Lorenz et al.,
2014).

As modificacbes causadas pelo Cd e Hg em plantas estdo relacionadas as
alteracdes morfologicas e estruturais (diminuicdo da biomassa e do crescimento foliar
e radicular), além dos distirbios observados nas funcdes fisiolégicas e bioquimicas,
como clorose nas folhas e escurecimento nas raizes, diminuicdo na absorcdo de
nutrientes, mudancas no balanc¢o hidrico e acumulo de espécies reativas de oxigénio
(Daud et al., 2009; Benavides et al., 2005; Kastori et al., 1992). Além disso, estudos
gue visam comparar os efeitos da exposicado de plantas a Cd e Hg indicam haver
diferencas nos mecanismos de fitoxicidade desses elementos em alfalfa (Medicago
sativa), milho (Rellan-Alvarez et al., 2006) e Silene vulgaris (Ortega-Villasante et al.,
2005; Sobrino-Plata et al., 2013).

A fotossintese é um processo essencial para as plantas e também é sensivel
aos efeitos toxicos de Cd e Hg, sendo essas mudancas verificadas principalmente por

meio do parametro taxa fotossintética liquida (A). Essa alteragéo tem relagcdo com a
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inibicdo da cadeia de transporte de elétrons do cloroplasto, a inibicdo de enzimas do
Ciclo de Calvin ou diminuicdo no conteudo e danos nas clorofilas (Burzynski & Zurek,
2007). Segundo Mishra e Dubey (2005) entre os principais efeitos do Cd na
fotossintese esta a reducédo no teor de clorofila, diminuicdo da atividade da enzima
Rubisco e alteracéo nos fotossistemas | e Il; enquanto para o Hg, os principais efeitos
incluem mudancas nos fotossistemas | e Il e alteracbes nas proteinas dos

cloroplastos.

A maioria dos estudos que buscam avaliar a resposta das plantas a exposi¢cao
de elementos tragco utilizam concentragcbes acima da média de circulacdo nos
sistemas abertos (Vitoria et al., 2001). O uso de concentracdes elevadas nesses
experimentos tem como objetivo induzir, com maior intensidade, os efeitos toxicos dos
metais, porém néo reflete a resposta de plantas cultivadas em condigcbes ambientais
(Kopittke et al., 2010). Os valores de investigagao propostos pela legislacao para solos
agricolas foram calculados com base nos riscos potenciais a salde humana, além de
garantir que ndo haja a inibicdo do crescimento e das capacidades reprodutivas das
plantas, porém ndo se leva em consideracdo as diferentes vias de respostas a
toxicidade desses elementos comprometendo diferentes partes da planta e que os
solos brasileiros apresentam composi¢cdes varidveis dentre as suas variadas
classificacdes (Alvarenga, 2014). Portanto, estudos para verificar os efeitos dessas
concentracfes em diferentes producdes agricolas passam a ser necessarios como
resposta a exposicao aos elementos traco e que consequentemente, podem sinalizar
a qualidade do ambiente. O presente estudo utilizou os valores permissiveis de Cd e
Hg em solos agricolas (baseado nos valores de investigacdo) estabelecidos pela
legislacao brasileira, a fim de avaliar os seus efeitos nas trocas gasosas e na eficiéncia
fotoquimica do tomateiro, por meio de experimentos realizados em casa de

vegetacao.

2. MATERIAL E METODOS
Experimento

Vasos plasticos, com volume aproximado de 11 litros (n=42), foram
previamente envolvidos com papel aluminio e preenchidos com 8 quilos de solo,
coletados em Cambuci-RJ. O experimento foi conduzido em triplicata para cada
tratamento e partindo de um padréo tritisol (merck) de CdCl2> e HgCl2 foram obtidas
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trés concentracdes de Cd (0,2 mg kg %; 3,0 mg kg*; 6,0 mg kg?) e de Hg (0,2 mg kg
112 mg kg?; 24 mg kg), respectivamente, para contaminagdo da solugdo do solo.
Trés amostras controle também foram consideradas. As concentragdes de 3,0 mg kg-
1Cd e 12 mg kg * de Hg foram baseadas em valores orientadores para solos agricolas
determinados pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), segundo a
Resolucdo N°420 de 2009 (CONAMA, 2009). As concentracdes 0,2 mg de Hg kg e
0,2 mg de Cd kg foram definidas a partir dos valores em que esses elementos sdo
encontrados na regido de estudo. As concentracées de 6mg de Cd kg? e 24 mg de

Hg kg foram o dobro dos valores propostos pelo CONAMA (2009).

Em cada vaso foi transplantada uma plantula de tomate (Solanum lycopersicum
L.) do cultivar Dominador. Apés o transplante, as plantas foram regadas diariamente,
utilizando-se uma bandeja por baixo de cada vaso, procurando evitar a contaminagao
no ambiente pelos metais. Apés o final da drenagem, a agua percolada era devolvida
para o vaso, evitando-se perdas. A retirada das folhas de cada vaso (N=3) foi feita
durante a terceira e a nona semana do experimento. A cada coleta, as folhas foram
separadas, secas por liofilizacdo (Liofilizador L108 — Liotop) e maceradas utilizando-

se nitrogénio liquido.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao situada na Universidade
Estadual do Norte Fluminense (UENF), no municipio de Campos dos Goytacazes,
norte do Estado do Rio de Janeiro, Brasil, durante o periodo de Agosto a Outubro de
2015. As variaveis climaticas (temperatura e umidade relativa) foram monitoradas
durante os 2 periodos de coleta: Agosto/2015, referente a terceira semana do
experimento (Tmedia = 24,9°C; umidade relativa = 53,2%) e Outubro/2015, referente a

coleta da nona semana (Tmedia = 29,4°C; umidade relativa = 52,8%).

Metodologias de Digestao

Aliguotas de 0,2g de material vegetal seco foram colocadas em tubos de teflon
(X-Press), adicionando-se 4mL de agua ultrapura, 2mL de H202 30% e 6mL da mistura
H2S04 96%: HNO3 65% (1:1), metodologia de Sheehan et al (2006), Silva-Filho et al
(2006) e Rea et al (2002). A digestdo ocorreu em microondas (Mars Xpress
microwave, CEM), durante 30 minutos (5minutos até atingir 95°C e 25 minutos a

temperatura constante de 95°C) com poténcia de 1600W.
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Determinacéo de Cd e Hg

A determinacao do Cd foi feita em ICP-OES (Optical Emission Spectrometer —
Varian, 720-ES) com limite de deteccéo de 0,25 mg kg. O Hg foi determinado no ICP-
AES (Liberty Series IlI), com limite de deteccdo de 0,07 mg kg?:. Todas as
concentracdes foram expressas em mg kg (peso seco).

Controle de Qualidade Analitica

Toda a vidraria foi previamente descontaminada ao longo de 3 etapas de 24 h:
Extran 5%, HCI 5% e HNO3s 5%. Ao final do processo o material foi lavado com agua
deionizada e agua ultrapura. Para todos os méetodos de digestdo foram utilizados
reagentes com grau de pureza (Merck), aplicadas réplicas (triplicata, para cada
conjunto de 40 amostras) e brancos analiticos. A precisdo entre as réplicas foi de 15%
e a exatidao calculada de acordo com a amostra certificada Apple Leaf 1515 (NIST),

com recuperacao média de 98% para Cd e 94,3% para Hg.

Medidas das Trocas Gasosas e Eficiéncia Fitoquimica

As determinagfes incluiram a medida da taxa fotossintética liquida (A),
condutancia estomatica (gs) e concentracdo de CO2 subestomatico (Ci) no analisador
de gas por infravermelho (IRGA), modelo LI-6400 (LI-COR, Lincon), utilizando-se fonte
de luz artificial de 1000 umol m? s'1. As andlises de trocas gasosas foram realizadas
no periodo entre 8h00 e 11h00 da manha. As medi¢des foram realizadas a condicéo

de pleno sol, utilizando-se um Termo-higrémetro (910.15 CHH/ Alla Brasil).

A andlise de fluorescéncia compreendeu a determinacdo da eficiéncia
fotoquimica maxima (Fv/Fm) nas folhas utilizando-se um fluorimetro Pocket PEA (Plant
Efficiency Analyser) cujas amostras foram previamente adaptadas ao escuro por 30
minutos com o auxilio de pingas, admitindo-se a abertura total dos centros de reacao.
Um pulso forte de luz foi fornecido por um conjunto de LED’S com comprimento de
onda de 650nm na superficie da amostra para fornecer iluminagdo homogénea de
3000 pmoles m? 1st. A avaliacdo foi realizada nas mesmas folhas em que foram

medidas as trocas gasosas (N=3).
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Analises Estatisticas

A diferenca das variaveis mensuradas entre tratamentos e tempos de
experimentacéo foi avaliada por uma ANOVA seguida de teste de Tukey a posteriri.
Os dados foram transformados utilizando-se uma fungéo de verossimilhangca méaxima
(MASS package; Venables & Ripley, 2002), quando necessério, para atender as
premissas da ANOVA (linearidade, homocedasticidade e normalidade). Um erro de
5% foi assumido para avaliar a significancia dessas diferencas. Todas as analises

foram executadas no sistema R (R CoreTeam, 2017).

3. RESULTADOS
Teores de Cd e Hg nas Folhas

Os maiores teores de Cd (27,4 mg kg 1) e Hg (18,6 mg kg ') foram encontrados
nas folhas da nona semana, expostas aos tratamentos de 6 mg Cd kg e 24 mg Hg
kg?, respectivamente (Tabela 1). As plantas expostas a 12 mg Hg kg?! ndo
sobreviveram até o final do experimento (nove semanas). As concentracdes de Cd
e Hg em todas as folhas das plantas controle foram abaixo do limite de deteccédo de

0,25 mg kg ' e 0,07 mg kg 1, respectivamente.

Comparando-se os teores de Cd nas folhas, apenas o valor referente ao
tratamento com 6mg kg?! de Cd apresentou diferenca significativa dos demais
tratamentos. A variacdo entre os teores de Cd no tratamento de 6 mg kg foi cerca de
quatro vezes maior do que o teor encontrado no tratamento de 0,2mg kg? (nona
semana), enquanto para a terceira semana, essa variagdo foi duas vezes maior
(Tabela 1).

No tratamento com Hg, o incremento do teor desse elemento nas folhas entre
os tratamentos 0,2mg kg* e 24mg kg foi cerca de 68 e 50 vezes, da terceira até a

nona semana, respectivamente (Tabela 1).

Ecofisiologia do Tomateiro

As plantas expostas ao Cd tiveram uma diminuicdo da taxa fotossintética
liquida (A) durante a nona semana, principalmente na concentracdo de 6mg kg, uma
reducdo de 17% em relacédo a A do controle (Tabela 1). Ainda assim, o processo de

70



fotossintese apenas foi reduzido, sem que houvesse a inibicdo da A nas plantas
expostas ao Cd. Os valores da condutancia estomatica (Gs) referentes a nona semana
foram reduzidos em cerca de oito vezes em relacdo a terceira semana (Tabela 1).
N&o foi observada diferenca significativa nas concentracdes de CO2 subestomatica
(Ci) entre as semanas, porém nos tratamentos com 3 e 6mg kg* de Cd da nona
semana houve redugcédo nos valores de Ci. Nao houve diferenca significativa do
rendimento quantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm) entre os tratamentos ao longo

do tempo de exposicao.

N&o foi observado um padréo de variacdo das medidas de A nas plantas
expostas ao Hg em relacdo a concentracdo de Hg nas folhas (Tabela 1). Na nona
semana, o valor do Gs reduziu em cerca de seis vezes relativamente a terceira semana
para todos os tratamentos. Os valores de Ci foram maiores nas plantas dos
tratamentos 0,2 mg kg! e 24 mg Hg kg durante a nona semana (Tabela 1).
Diferengas significativas nos valores de Fv/Fm foram observadas apenas na nona
semana, entre os tratamentos de 0,2 mg kg ** e 24 mg kg * de Hg. Durante a nona
semana houve uma reducdo significativa no valor de E, nas plantas expostas a 24mg
kgt de Hg.

4. DISCUSSAO
Cadmio

Os efeitos prejudiciais provocados na fisiologia dos tecidos de plantas
vasculares devido ao acumulo de elementos traco tém sido reportados na literatura
(Jana, 1988). A taxa fotossintética liquida € considerada um parametro importante na
indicacao de estresse causado por elementos traco por varios autores (Chen et al.,
2011), cuja reducdo é observada em diferentes plantas agricolas expostas ao Cd,
como o tomate (Baszynski et al., 1980; Dong et al., 2005), cevada (Gonzélez e Lobo,
2013) e arroz (He et al., 2013). A interferéncia do Cd na fotossintese de plantas é
consequéncia de uma série de efeitos deletérios no aparato fotossintético, incluindo a
reducdo no teor de clorofila, alteracdes estruturais no cloroplasto e mudancas em
algumas etapas da cadeia transportadora de elétrons e na atividade da Rubisco
(Gratdo et al., 2009). Porém, neste estudo a exposi¢cdo das plantas ao Cd resultou
apenas em uma diminuicdo da A, principalmente na concentracdo de 6 mg kg2, o que
esta de acordo com Mendelssohn et al. (2001). No presente estudo, o efeito da
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toxicidade do Cd nas plantas foi mais significativo na E e Gs, e diminuiram ao longo

do tempo de exposigao.

E reportado que a reducao significativa na Gs pode ser observada na presenca
de concentracdes de Cd que ndo afetam a A ou nos parametros fotoquimicos da
fluorescéncia da clorofila a (Guimarées et al., 2008). Da mesma forma que o presente
estudo, Haag-Kerwer et al. (1999) reportaram um efeito mais pronunciado da
exposicdo de Brassica juncea ao Cd (25uM L) na E em relagdo a A, assim como Dias
et al (2013), também verificaram uma diminuicdo da A em folhas de alface cultivadas
em meio hidropbnico contendo Cd (10 puM Cd(NO3s)2), porém o efeito foi mais
significativo na Gs e E.

Além disso, a queda da A nesse estudo pode estar relacionada a diminuicéo
da Gs, como observado em macréfitas aquaticas expostas a 0,25 e 50 mg kg ' de Cd
(Souza et al. 2009). E provavel que isso ocorra devido a influéncia do Cd na absorcéo

de outros nutrientes, podendo alterar o balanco hidrico da planta (Das et al., 1997).

Quando ha uma diminuicdo na Gs, a diminuicdo da concentracdo interna de
CO2 tem relagdo com a manutencdo da atividade metabdlica de fixacdo de CO:
(Raschke, 1979), o que corrobora com o presente estudo, visto que foi observada uma
reducéo do Ci quando ocorreu queda na A nas plantas expostas ao Cd. O baixo valor
da Gs pode ter sido influéncia da interacdo direta do Cd nas células guarda dos
estbmatos, diminuindo a difusdo de CO:2 e consequentemente, sua reducdo para ser
utilizado na fotossintese (Dong et al., 2005). Poschenrieder et al., (1989) reportaram
que um dos efeitos do Cd nas plantas é induzir o fechamento dos estdmatos. Vitdria
et al. (2003) verificaram o fechamento dos estdmatos em folhas de plantulas de
rabanete expostas a CdClz (1mM) durante um periodo de 48h. Os tomateiros tiveram
um aumento no teor de Cd em suas folhas na terceira semana, porém a partir disso,
houve um decréscimo. A translocacao de Cd para a parte aérea das plantas pode ser
mediada pela transpiracéo, pois € através desse processo que ocorre a absorcéo de
minerais juntamente com a agua dos solos (Tangahu et al., 2011; Liu et al., 2016).
Logo, é possivel que a diminuicdo da evapotranspiragéo pelas plantas tenha reduzido

também o transporte de Cd das raizes para as folhas ao longo do experimento.
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Tabela 1: Efeitos da exposicédo a Cd e Hg na taxa fotossintética liquida —A, Condutancia Estomaética — Gs, Concentragdo de CO. subestomatica
-Ci, Transpiracdo —E; Rendimento quantico maximo do fotossistema Il (F./Fm) e o teor de metais nas folhas de tomateiro cultivados em solos
com tratamento de Cd (0; 0,2 mg kg *; 3,0 mg kg ;6,0 mg kg ) e Hg (0; 0,2 mg kg ; 12 mg kg ; 24 mg kg ). Letras minUsculas comparam o
teor do mesmo elemento em tratamentos diferentes de uma mesma semana.

Metal Tempo Tratamento ~ Taxa Fotossintética (A) Condutancia Estomatica (Gs) Concentrag&o Interna de CO, (C) Rendimento Quéantico Maximo do Transpiragao (E) Metal nas folhas
e (Semana) (mg kg™ pmol CO, m? s mol m2s? mol m? s Fotossistema Il (Fy/Fm) mol.H,0.s* (mg kg ) P.S.
Control 24,53 + 1,642 0,492 + 0,080° 289,8 + 17,412 0,849 + 0,003? 5,98 + 0,62° ND
3 0,2 24,19 * 3,922 0,351 + 0,022%° 260,6 + 19,922 0,850 + 0,001? 5,20 + 0,322 4,12 +1,14°
3 23,34 + 6,632 0,264 + 0,191° 248,1 + 27,90° 0,832 + 0,017° 4,29 + 2,227 7,6 +0,9°
cd 6 28,212 0,445 + 0,191%° 262,0 + 26,722 0,844 + 0,007° 6,27 + 2,232 10,9 + 0.226°
Control 22,30 + 3,052 0,045 + 0,014° 270,0 + 68,912 0,829 + 0,023° 1,22 +0,61° ND
° 0,2 21,10 £ 4,122 0,062 + 0,006° 321,0 + 59,28° 0,829 + 0,037° 0,96 + 0,36° 57 +4,9°
3 22,34 + 1,022 0,039 + 0,010° 240,4 + 52,532 0,837 + 0,012° 1,50 + 0,41° 6,1+2,4°
6 18,40 + 5,652 0,042 + 0,008° 241,1 + 57,242 0,828 + 0,019° 1,05 + 0,07° 27,42
Control 16,94 + 8,752 0,172 + 0,116° 199,4 + 30,76° 0,834 + 0,017%° 3,28+ 1,782 ND
3 0,2 25,39 * 7,202 0,335 + 0,174% 223,9 + 30,56%° 0,832 + 0,015% 5,36 + 1,90° 0,23 +0.2°
12 22,11 £ 5,772 0,260 + 0,081% 233,2 + 15,66%° 0,838 + 0,001%° 4,75 + 1,04° 2,64 +1.02°
" 24 19,33 + 7,472 0,290 + 0,156° 260,0 + 17,40%° 0,824 + 0,019%° 4,86 +1,79° 15,7 + 8,2%°
9 Control 20,52 + 4,592 0,031 + 0,001° 237,2 £ 92,13% 0,829 + 0,023%° 1,15 + 0,08" ND
° 0,2 28,00 + 0,982 0,036 + 0,001° 297,2 + 19,74 0,851 + 0,008? 1,04 +0,47° 0,35°
24 19,21 + 6,17%° 0,059 + 0,001° 350,2 + 101,32 0,801 + 0,023° 0,73 +0,35° 18,62
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A razédo Fv/Fm mede a eficiéncia no uso da radiagdo fotoquimica, ou seja, a
assimilacao do carbono, sendo um parametro utilizado para verificar perturbacdes no
aparato fotossintético. Observou-se que Fv/Fm ndo foi afetada significativamente nas
plantas de tomate expostas ao Cd durante todo o experimento e dessa forma, a
presenca desse metal ndo afetou negativamente a fase fotoquimica da fotossintese.
Resultados semelhantes foram reportados no estudo realizado com as macrofitas
Thypha domingesis Pers. e Spartina alterniflora Loisel, sendo concluido que a razéo
Fv/Fm € menos sensivel ao estresse ocasionado por Cd quando comparado a A, nao
sendo, portanto, um bom indicador fisiol6gico da fitotoxicidade a Cd (Mendelssohn et
al. 2001). Da mesma forma, Di Cagno et al (2001) ndo verificaram mudancas nos
valores de Fv/Fm em girassois (Helianthus annuus) cultivados na presenca de Cd. Em
experimento realizado por Delpérée & Lutts (2008) os autores também observaram
gue a exposicdo de tomateiro ao Cd ndo provocou mudancas na razao Fv/Fm. Os
autores relacionaram esse resultado a acdo de mecanismos antioxidantes que foram

eficientes ao reduzir os efeitos do Cd no fotossistema Il (PS II).

Mercurio
Em relacéo a exposicao das plantas de tomate ao Hg observou-se que o0 aumento
do Ci na planta foi diretamente proporcional ao aumento do Hg nas folhas. De acordo
com Burzynski & Klobus (2004), o aumento na concentracdo de Cinas folhas de
pepino tratadas com Pb, Cu e Cd teve relacdo com a mudanca na demanda da fase

bioquimica da fotossintese, associado a senescéncia dos tecidos das plantas.

No presente estudo, os valores de A ndo indicaram nenhuma variacao significativa
nem entre os diferentes tratamentos nem ao longo do tempo de exposicéo. Israr et al.
(2006) também reportaram que o cultivo de plantulas de Sesbania drummondii em
concentracdes de Hg acima de 10 mg kg ! ndo causaram efeitos inibitérios na A, o

gue possivelmente esta relacionado com um mecanismo antioxidante eficiente.

Apesar de néo ter sido observada diferenca significativa nos valores encontrados
para Fv/Fm ao longo do tempo de exposicdo houve uma reducdo significativa da
razdo, nas plantas expostas a 24 mg de Hg kg, durante a nona semana. Um efeito
conhecido, relativo a fitotoxicidade do Hg, € a inibicdo da cadeia de transporte de
elétrons, afetando principalmente o PSIl. Segundo Patra & Shama (2000) um dos

primeiros efeitos da toxicidade do Hg nas plantas € a inibicdo do transporte de elétrons
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da fotossintese, como o centro de reacao do PSII, além de reagir com grupamentos

fosfato, presentes no ATP e ADP.

Comparagéo entre os Metais

A absorcéo de elementos traco pelas plantas pode ser influenciada por alguns
fatores como a caracteristica da espécie e a sua fase de crescimento, pela
concentragdo dos elementos no solo e o grau de biodisponibilidade para a
incorporacdo no material vegetal (Kabata Pendias, 2010). O acumulo e o transporte
desses elementos ao longo da planta podem apresentar variacdes entre os metais
(Zhang et al., 2009). O Cd é um elemento absorvido mais facilmente do que o Hg,
pois utiliza os mesmos canais transportadores de elementos essenciais como o Ca?*,
Fe?* e Zn?* (Lopez-Climent et al., 2014). O Hg é acumulado principalmente nas raizes,
onde se liga aos grupamentos sulfidrilas (SH") e fosfatos presentes nas células das
raizes, diminuindo sua mobilidade. E reportado que as raizes atuam como barreiras
a absorcédo de Hg (Prata et al., 2000). Porém, quando a planta € exposta a elevadas
concentracbes de Hg no solo, as folhas também podem ter um incremento nas
concentracfes de Hg (Kabata Pendias, 2010). No presente estudo, comparando 0s
teores de Cd e Hg encontrados nas folhas das plantas expostas a 0,2 mg kg*
observa-se que a absorcéo de Cd foi cerca de dezessete vezes maior do que a de
Hg. De forma semelhante ao presente estudo, Rellan-Alvarez et al (2006) também
verificaram um teor mais elevado de Cd do que Hg em folhas de milho (Zea mays)
cultivadas em solucdo contendo 6 uM e 30uM, para ambos 0s metais. Ao comparar
os efeitos da exposicdo de Cd e Hg por alfalfa (Medigaco sativa), Sobrino-Plata et al.,
(2014) reportaram que a planta acumulou ambos os metais em maior quantidade nas

raizes, porém o teor de Cd na parte aérea foi maior do que o de Hg.

Segundo Kloke et al. (1984), concentragées entre 5 e 10 mg kg de Cd em
plantas podem produzir efeitos danosos. Macnicol & Beckett (1985) reportaram que
concentracdes entre 10 e 20 mg kg ' de Cd séo consideradas criticas para as plantas.
No presente estudo, os teores de Cd nas folhas das plantas variaram de 4,12 a 27,4
mg kg, ultrapassando os valores fitotéxicos propostos pela literatura para o Cd. A
concentracdo de 3mg kg* de Cd foi utilizada a partir da resolucdo CONAMA N° 420

(2009), que propds esse valor como referéncia para solos agricolas, e a partir das
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guais ndo ha risco para a saude humana. Nesse tratamento, o teor de Cd nas folhas
foi igual a 7,6 mg kg na terceira semana e 6,1 mg kg na nona semana, valores
acima dos reportados como fitotdxicos. Cherif et al. (2011) reportaram concentracao
de Cd acima da encontrada no presente estudo em folhas de tomateiro (27,4 mg kg-

1) que apresentaram sintomas como reducdo no crescimento e clorose das folhas.

Os teores de Hg nas folhas variaram de 0,043 a 18,6 mg kg correspondendo
a 42% acima dos valores fitotoxicos propostos por Kloke et al. (1984), que variam
entre 0,5 e 1 mg kg de Hg. Macnicol & Beckett (1985) reportaram que concentracdes
entre 1 e 8 mg kg de Hg séo consideradas criticas para as plantas. Os teores de Hg
nas folhas das plantas expostas a 12 e 24 mg kg ultrapassaram esses limites. No
tratamento de 12 mg kg, definido a partir da resolucdo CONAMA N° 420 (2009), o
teor nas folhas foi de 2,64 mg kg considerado acima dos valores que podem produzir
efeitos toxicos nas plantas, o que pode induzir na queda de produtividade desses
cultivos. Em experimento realizado por Cho & Park (2000), folhas de plantulas de
tomate (Solanum lycopersicum) com concentragées entre 12,8 mg kg e 33,7 mg kg
1 evidenciaram efeitos téxicos como diminuicdo da biomassa da planta e redugéo no

teor de clorofila nessas estruturas.

5. CONCLUSAO

Do ponto de vista fisiolégico, os tratamentos para ambos 0s metais nao
induziram efeitos drasticos no tomateiro cultivado nos intervalos de concentracao
propostos. Embora essas concentragdes tenham favorecido a reducgéo da atividade
fotossintética da planta, sem haver inibi¢cao, esta pode ser considerada como toleravel

ao estresse causado pela exposicdo a esses elementos.

As concentragOes intermediarias de Hg e Cd utilizadas nos tratamentos em
solos e baseadas nos valores permissiveis da legislacao brasileira foram translocadas
até a parte aérea da planta, sendo acumuladas em concentracdes consideradas como

fitotdxicas.
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Capitulo 3 - Estudo Comparativo da Acumulacéo e
Resposta Antioxidativa do Tomateiro (Solanum
lycopersicum L.) exposto ao Mercurio e ao Cadmio
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RESUMO

O acumulo de metais pesados nos vegetais pode causar o aumento de espécies
reativas de oxigénio, que devem ser reduzidas pela acdo de enzimas antioxidativas.
Para verificar a resposta antioxidativa a exposi¢cao de Cd e Hg, tomateiros cultivados
em solos com adicdo independente de Cd (0; 0,2; 3,0 e 6,0 mg kg?) e Hg (0; 0,2; 12
e 24 mg kgt) foram expostos durante trés e noves semanas. O teor de Cd e Hg, a
atividade enziméatica da superéxido desmutase (SOD) e guaiacol peroxidase (GPX)
foram avaliadas em folhas e raizes. A atividade da enzimas foi alterada principalmente
nas raizes e onde a maior parte do Cd e Hg absorvido foi retido. Nas folhas, a GPX
teve um aumento no tratamento com 3,0 mg Cd kg?, na terceira semana. No
tratamento com 12 mg Hg kg? houve uma reducdo na atividade dessa enzima. A
presenca do Cd intensificou a expresséo das isoformas da SOD em folhas e raizes,
a partir de 3,0 mg Cd kg, porém esse nimero foi reduzido com aumento do tempo
de exposicao. Contrariamente, o Hg reduziu o niumero de isoformas da SOD com o
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aumento do tempo de exposi¢cdo. Conclui-se que em comparacao ao Cd, o Hg teve
um efeito fitotdbxico maior nos tomateiros, identificado pela menor numero de

isoformas de ambas as enzimas com o aumento do tempo de exposic¢ao.

Palavras Chave: enzimas; estresse oxidativo; contaminacao; espécies reativas de

oxigénio

1. INTRODUCAO

A produgédo de alimentos em larga escala tem demandado nao apenas o
aumento do uso de fertilizantes, que suprem a deficiéncia de nutrientes em solos de
uma variedade de cultivos, como o de agroquimicos (herbicidas, fungicidas),
necessarios ao combate de doencas (Zavatti & Abakerli, 1999). A associacao de
metais téxicos como o Hg e o Cd em ambas as classes de compostos potencializam
0 risco de consumo dos vegetais, principalmente em cultivares como o tomate, que
além de demandar, em larga escala, o uso de agroquimicos, (Wang et al., 2005) situa-
se no grupo das 10 hortalicas mais consumidas, que somadas, correspondem a 81%
do volume produzido no pais (ABCSEM, 2011).

A concentracao do metal toxico, a qual a planta esta exposta, € um dos fatores
gue determinam a sua acumulacdo e/ou translocacdo, além do estagio de
desenvolvimento da planta, do tempo de exposi¢ado e a forma quimica do elemento.
Por outro lado, em solos com baixa regulacdo do sistema rizosfera/raiz, associada
aos mecanismos de translocacdo eficientes, o estresse induzido pode alterar
mecanismos bioquimicos fundamentais, como a funcionalidade das células

fotossintéticas (Bolwell et al., 2002).

Outros efeitos do acumulo de Cd e Hg pelas plantas é o aumento da formacéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), em resposta a formagdo da condicdo de
estresse oxidativo. Embora as EROs possam causar danos celulares, como a
oxidacao de proteinas e nos lipidios de membrana, também s&o consideradas como
moléculas sinalizadoras no sistema de defesa da planta, que é composto por
metabdlitos como a glutationa e o ascorbato e enzimas como a superdxido
desmutase, peroxidases e catalases (Bolwell et al., 2002; Dean et al.,, 1993). A
avaliacdo da atividade de enzimas antioxidantes de plantas expostas ao Cd ja foi
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reportada para trigo (Arshad et al., 2015), tomate (Gratdo et al., 2015), ginseng
(Marques & Soares, 2011) e rabanete (Vitéria et al., 2001). Enquanto para Hg, a
resposta de enzimas antioxidativas foi verificada para tomate (Cho & Park, 2000) e
trigo (Li et al., 2013).

Grande parte dos experimentos reportados sobre o tema € estruturado na técnica
da hidroponia e sob a inducdo de estresse agudo, ndo levando em conta a
complexidade da matriz do solo e os niveis médios mundial, regional ou ainda os

niveis permitidos por érgaos reguladores.

A legislacéo brasileira estabelece os teores de 3 e 12 mg kg para Cd e Hg em
solos agricolas, respectivamente, acima dos quais podera haver riscos a saude
humana (CONAMA, 2009). Diversos paises tém estabelecido concentracdes limites
de elementos traco em solos, como medida para assegurar potenciais riscos a saude
humana. Porém, segundo Ferndndez-Calvifio et al. (2017) a legislacéo estabelece o
valor limite de toxicidade de um elemento a partir de sua concentracéo total no solo,
porém esse valor pode ndo conferir uma relacdo entre o que esta no solo e o que esta
disponivel para a planta absorver. Além disso, avaliar a resposta de plantas as
concentragdes propostas pela legislacdo em solos permite entender o que é possivel
ser absorvido e a resposta antioxidante gerada pela presenca desses elementos nas
folhas e raizes. Esse trabalho visa avaliar e diferenciar o acimulo de Cd e Hg no
tomateiro, além de relacionar o efeito desses metais na atividade de enzimas
antioxidativas guaiacol peroxidase e superdxido desmutase e no crescimento dessas

plantas, por meio de experimento em casa de vegetacao.

2. MATERIAL E METODOS

Experimento

Vasos plasticos, com volume aproximado de 11 litros (n=42), foram
previamente envolvidos com papel aluminio e preenchidos com 8 quilos de solo. O
experimento foi conduzido em triplicata para cada tratamento utilizando-se padrao
tritisol (merck) de CdCl2 (0,2 mg kg*; 3,0 mg kg*; 6,0 mg kg'g g ) e de HgCl2 (0,2
mg kgt; 12 mg kg?; 24 mg kg?) para contaminacao da solucéo do solo. Trés amostras
controle também foram consideradas. As concentragées de 3,0 mg kg* Cd e 12 mg
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kg! de Hg foram baseadas em valores orientadores para solos agricolas
determinados pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), segundo a
Resolucdo N°420 de 2009 (CONAMA, 2009).

Em cada vaso foi transplantada uma plantula de tomate (Solanum
lycopersicum L.) do cultivar Dominador. Apos o transplante, as plantas foram regadas
diariamente, utilizando-se uma bandeja por baixo de cada vaso, procurando evitar a
contaminacao no ambiente pelos metais. Apos o final da drenagem, a agua percolada
era devolvida para o vaso, evitando-se perdas. A retirada das folhas, raizes e solos
de cada vaso (N=3) foi feita durante a terceira e nona semana do experimento. A
cada coleta, o material vegetal era seco por liofilizagdo (Liofilizador L108 — Liotop) e

macerado utilizando-se nitrogénio liquido.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao situada na Universidade
Estadual do Norte Fluminense (UENF), no municipio de Campos dos Goytacazes,
norte do Estado do Rio de Janeiro, Brasil, durante o periodo de Agosto a Outubro de
2015. As variaveis climaticas (temperatura e umidade relativa) foram monitoradas
durante os 2 periodos de coleta: Agosto/2015, referente & terceira semana do
experimento (Tmedia = 24,9°C; umidade relativa = 53,2%) e Outubro/2015, referente a

coleta da nona semana (Tmedia = 29,4°C; umidade relativa = 52,8%).

Metodologias de Digestao
Material Vegetal

Aliguotas de 0,2g de material vegetal seco foram colocadas em tubos de teflon
(X-Press), adicionando-se 4mL de &gua ultrapura, 2mL de H202 30% e 6mL da
mistura H2S04 96%: HNO3 65% (1:1), metodologia de Sheehan et al (2006), Silva-
Filho et al (2006) e Rea et al (2002). A digestao ocorreu em microondas (Mars Xpress
microwave, CEM), durante 30 minutos (5minutos até atingir 95°C e 25 minutos a

temperatura constante de 95°C) com poténcia de 1600W.

Solo
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A metodologia de digestédo foi baseada em Santos et al. (2005). A cada 0,5 g de
amostra seca e pesada em tubo teflon (X-Press) foram adicionados 8 mL da mistura
3HCI 37%: 1HNOs 65% e o processo conduzido em um sistema de microondas
modelo Mars Xpress (CEM) por 25 minutos (10 minutos até atingir 95 °C e 15 minutos
com temperatura constante de 95 °C) na poténcia de 1600 W. Apos resfriamento, o

extrato final foi filtrado em papel Whatman 40 e aferido a 50 mL com agua ultrapura.

Determinacao de Cd e Hg

A determinacgao do Cd foi feita em ICP-OES (Optical Emission Spectrometer —
Varian, 720-ES) com limite de deteccdo de 0,25 mg kg'para plantas e 0,1 mg kg
lpara solos' O Hg foi determinado no ICP-AES (Liberty Series Il), com limites de
deteccédo iguais a 0,07 mg kg'para planta e 0,03 mg kg? para o solo. Todas as

concentracdes foram expressas em mg kg (peso seco).

Controle de Qualidade Analitica

Toda a vidraria foi previamente descontaminada ao longo de 3 etapas de 24 h:
Extran 5%, HCIl 5% e HNO3 5%. Ao final do processo o material foi lavado com agua
deionizada e agua ultrapura. Para todos os métodos de digestdo foram utilizados
reagentes com grau de pureza (Merck), aplicadas réplicas (triplicata, para cada
conjunto de 40 amostras) e brancos analiticos. A precisao entre as réplicas foi de
15%. Os percentuais de recuperacao dos métodos de digestdo para o material vegetal
e o solo utilizando-se amostras certificadas foram, respectivamente: Apple Leaf 1515
(NIST), 98% para Cd e 94,3% para Hg e Mess3 NRCC, 96% para Cd e 92% para Hg.

Atividade Enzimatica
Extrac&o e Quantificagdo de Proteinas

O tecido foliar foi macerado em tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 6,0 contendo
polivinilpolipirrolidona (PVPP) (10% do peso fresco total do tecido). O material foi

centrifugado a 10 000 x g por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante analisado.
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A quantificacao de proteinas solUveis no extrato foi realizada segundo Bradford
(1976). Uma curva padrao com BSA foi confeccionada de acordo com as instrucdes
do “Kit BioRad Protein Assay”. Essa curva foi projetada em um grafico de Abs 595 nm
X Mg de proteina. O teor de proteinas solluveis presente em cada extrato foliar foi

determinado em relac&o ao grafico da curva padréo.

Andlise da atividade da guaiacol peroxidase (GPX)
Atividade in vitro

A atividade da guaiacol peroxidase foi avaliada pela taxa de oxidacao de guaiacol
a tetraguaiacol por monitoramento do acréscimo na absorbancia medida a 470 nm (€
= 26,6 mM* cm™), como descrito por Rios-Gonzalez e colaboradores (2002) com
algumas adaptacbes. A caracterizacdo do pH Otimo da atividade guaiacol-
peroxidasica (GPX) foi feita utilizando-se tampdes de reacéo citrato pH 3,0-5,0 fosfato
de sadio pH 6,0-7,0 e Tris base pH 8,0-9,0, todos 50 mM, com 0,08% de H202 e 10
mM de guaiacol. A reacéo foi iniciada apés a adicao do extrato protéico e o meio de
reacao sem o extrato serviu como branco. A atividade GPX foi expressa em pmol min

1 mg? de proteina e o experimento foi repetido trés vezes.

Atividade in gel

Para a deteccdo da atividade GPX em gel, as proteinas presentes no extrato
foram separadas por PAGE segundo Laemmli (1970) em gel 10%, porém sob
condi¢Bes nao desnaturantes (na auséncia de SDS e 3-mercaptoetanol). A corrida foi
realizada a 4°C e a 150 V, por aproximadamente 1,5 h. Para a revelacao, ap0s a
corrida eletroforética, o gel foi equilibrado em tampéao fosfato de s6dio 50 mM, pH 6,0
por 20 minutos e incubado por 30 minutos no mesmo tampéao contendo 0,08% de
H202 e 10 mM de guaiacol. Ao longo do tempo de incubacdo observou-se o
surgimento de uma coloracdo amarronzada no local correspondente a banda da
peroxidase, devido a oxidacdo do guaiacol a tetraguaiacol catalisada por essa

enzima.
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Andlise da atividade da superéxido dismutase (SOD) in gel

A atividade da SOD em gel foi analisada ap0s a separacgdo eletroforética em
PAGE, conforme Laemmli (1970) em condicbes nado desnaturantes, a uma
temperatura de 4°C, a 150 V e em gel 8%, por cerca de 1,5 h. Apés serem lavados
com agua deionizada, os géis foram incubados por 30 min a temperatura ambiente
em um meio de reagdo contendo tampao fosfato de potassio 50mM (pH 7,8), EDTA
1mM, riboflavina 0,05 mM, NBT 0,1 mM e TEMED 0,3% (v/v). No fim desse periodo,
os géis foram retirados do meio de reacéo, lavados com agua deionizada e iluminados
submersos em agua até o aparecimento de uma coloragdo arroxeada nesses geéis,
em contraste com as bandas incolores, referentes a atividade da SOD. Para
interromper a reacao, os géis foram transferidos para uma solucéo de acido acético
6% (v/v). Antes desse tratamento, entretanto, o gel foi cortado em trés pedacos: o
primeiro foi corado para SOD conforme descrito anteriormente; o segundo e o
terceiro, porém, foram incubados por 20 min em 50 mM de fosfato de potassio (pH
7,8), contendo 2 mM de KCN e em 50 mM de fosfato de potéssio (pH 7,8), contendo
5 mM de H202, respectivamente. Ao final dos 20 min, ambos os pedacos foram
novamente lavados em agua deionizada e, entdo corados para a atividade da SOD.
Esse método, descrito por Beauchamp e Fridovich (1971) foi adaptado de Vitoria e
colaboradores (2001).

Andalises Estatisticas

A diferenca das varidveis mensuradas entre tratamentos e tempos de
experimentacdo foi avaliada por uma ANOVA seguida de teste de Tukey a posteriri.
Os dados foram transformados utilizando-se uma funcéo de verossimilhnanca maxima
(MASS package; Venables & Ripley, 2002), quando necessario, para atender as
premissas da ANOVA (linearidade, homocedasticidade e normalidade). Um erro de
5% foi assumido para avaliar a significancia dessas diferencas. Todas as analises

foram executadas no sistema R (R CoreTeam, 2017).

3. RESULTADOS

Teores de Cd e Hg na planta
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As maiores concentracdes meédias de Cd foram encontradas em folhas das
plantas expostas a 6mg kg. Durante a terceira semana, o acimulo de Cd nas raizes
acompanhou o aumento do teor de Cd nos solos utilizados nos tratamentos (Tabela
1). Porém, a translocacdo da raiz para a folha foi cerca de cinco vezes maior no
tratamento com 6mg kg?' de Cd, enquanto para os demais tratamentos, a
translocacao foi cerca de duas vezes maior. Na nona semana, os valores nas folhas

e raizes foram semelhantes, com excecédo do tratamento de 3mg kg.

O maior teor de Hg foi encontrado em raizes do tratamento com 24mg kg e
as proporcoes raiz/folha na terceira e nona semanas foram semelhantes, em torno de
80 vezes. Na nona semana, a absorcao das raizes foi cerca de 120 vezes maior do
gue as folhas do tratamento com 24mg kg porém, menos de 1,2% do Hg absorvido
pelas raizes foi transportado para as folhas. As plantas do tratamento de 12mg kg

de Hg néo sobreviveram até o final do experimento.

As concentracfes médias de Cd e Hg nas folhas e nas raizes aumentaram da
terceira para a nona semana com o aumento do teor de ambos 0s metais no solo. A
translocacdo de Cd foi maior do que a do Hg, uma vez que, cerca de 36% do Cd
acumulado nas raizes, chegou até as folhas, enquanto 16% do Hg absorvido pelas

raizes chegou até a parte aérea da planta.

Tabela 1. Teores de cadmio e mercirio em solos, folhas e raizes do cultivo de tomateiro
realizado em casa de vegetacdo, durante um periodo de trés e nove semanas. Letras
minUsculas comparam o teor do mesmo elemento em tratamentos diferentes, de uma mesma

semana e da mesma matriz.

Teor (mg kg'l)

Tratamento 3% Semana 9% Semana
Solo Folha Raiz Solo Folha Raiz
Controle | 0,17+0,08° ND 1,1+0,07° | 0,17 +0,08° ND 1,2+0,07°
0,2 Hg 0,4+ 0,1° 0,2+0,2° 16+0,2° 0,4+0,1° 0,4° 14+1.2°
12 Hg 9,6+ 6,6 2,6 +1.02°°  381,8+756% 6+1,6° e e
24 Hg 13,1+ 6,5% 157+82% 13294 +732,7%| 11,993 18,6° 14484 +770,9%
Controle | 0,2+0,03° ND ND 0,2 +0,03° ND ND
0,2 Cd 0,5+ 0,01° 412 +1,14° 6,99° 0,5+ 0,02° 57+49% 6,8+1,4%
3cd 0,5+ 0,07™ 7,6+0,9° 114+54% | 05£0,006° 6,1+24° 16,9 + 4,7°
6Cd 0,6+ 0,2% 10,9 + 0.226° 16,12 0,6+01% 274 +26,7*° 26,7+123%
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Efeito do Cd e Hg na atividade antioxidante GPX

A atividade enzimatica da GPX foi maior em raizes do que em folhas (Figura
1) para os dois metais em todos os tratamentos. A atividade dessa enzima nas folhas
se manteve praticamente constante durante todo o experimento, com excec¢éo do Cd

na nona semana (Figura 1).

Para as folhas das plantas do tratamento com Hg, embora a atividade tenha
diminuido com o aumento da concentracdo de Hg no solo, ndo houve diferencas

estatisticas entre os tratamentos utilizados (Figura 1C e Figura 1D).

Nos tratamentos com Cd, a atividade da GPX diferiu significativamente entre
controle e os demais tratamentos na terceira semana (Figura 1A). A atividade dessa
enzima observada no tratamento com 0,2 mg kg * foi diferente estatisticamente do
valor encontrado para 6 mg kg 1. Na nona semana, a atividade observada nas raizes
foi significativamente diferente para todos os tratamentos, enquanto nas folhas houve
uma reducéo a partir do tratamento de 0,2 mg kg * de Cd, com diferenca significativa

da atividade das plantas expostas a 6 mg kg L.
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Figura 1. Atividade da guaiacol peroxidase (GPX) em folhas e raizes em relagdo aos
tratamentos com Cd e Hg utilizados nos cultivos em casa de vegetacdo. 1A- Tratamento com
Cd, 32 Semana; 1B- Tratamento com Cd, 92 Semana; 1C- Tratamento com Hg, 3% Semana;
1D- Tratamento com Hg, 92 Semana.

Ensaio Enzimatico GPX

No tratamento com Hg, mudancas foram observadas de acordo com o 6rgéo e o
tempo de exposicao (Tabela 2). Na terceira semana, foram observadas duas bandas
de isoformas (GPX | e GPX Ill) a partir do tratamento com 12mg kg de Hg (Figura
2A). Nas raizes, cinco bandas de isoformas (GPX | a GPX V) estiveram presentes
nas raizes em todos os tratamentos, incluindo o controle. No tratamento de 0,2mg kg-
1 de Hg, houve uma diminuicdo na expresséo das isoformas GPX Ill, GPX IV e GPX
V, em relacdo ao controle (Figura 2B). No tratamento de 12mg kg e 24 mg kg de
Hg, houve um aumento na atividade da GPX IV e GPX V (Figura 2B). Durante a nona
semana, a situacgao se inverteu, com mais isoformas sendo expressas na folha (GPX
I, GPX II, GPX lll e GPX IV) nas concentracdes de 0,2 e 24 mg kg de Hg, enquanto
nas raizes, duas isoformas foram observadas, sendo a GPX | s6 expressa no
tratamento de 12 mg kg e de 24 mg kg de Hg (Figura 2C e 2D).
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Tabela 2. Isoformas da guaiacol peroxidase expressas em folhas e raizes de tomateiro

expostos a Cd e Hg durante trés e nove semanas.

3" Semana 9% Semana
GPX| GPX Il GPXIl  GPXIV  GPXV GPX| GPXIl  GPXIl GPXIV  GPXV
Metal Tratamento

Controle X X

Folhas 0,2mgkg™ X X X X
12mgkg’ X X MORTA
2amgkg” X X X X X X

Hg
Raiz Controle X X X X X X

0,2mg kg™ X X X X X X X
12mgkg” X X X X X MORTA
2amgkg” X X X X X X X
Controle X X X

Folhas 0,2mgkg™ X X X
3 mgkg’ X X X
6 mgkg” X X X

cd Raiz Controle X X X X

0,2mg kg™ X X X X X
3mgkg’ X X X X X
6 mgkg" X X X X

Para o experimento com Cd, a atividade da GPX apresentou o0 maior nimero de
isoformas nas raizes, independentemente do tempo de exposicdo (Tabela 2). Porém,
a atividade da GPX Il foi mais intensa durante a terceira semana (Figura 3B). Nas
folhas, o aumento do teor de Cd nos tratamentos gerou a expressdo de duas
isoformas, ressaltando uma alta atividade da GPX Ill, quando comparada ao controle
(Figura 3A). Na nona semana, ndo houve registro de atividade da GPX | nas folhas
das plantas controle, evidente, porém, proporcionalmente ao aumento da
concentracdo do tratamento (Figura 3C). A GPX nas raizes também apresentou trés

isoformas, porém a atividade da GPXII foi mais intensa (Figura 3D).
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Figura 2. Géis nativos para a atividade da guaiacol peroxidase (GPX) de raiz e folhas de
tomateiro, expostos ao Hg no periodo de trés semanas (Figuras 2A e 2B) e nove semanas
(Figuras 2C e 2D). Quantidades iguais de proteina foram adicionadas ao gel. Linha 1 —
Controle; Linha 2 — 0,2mg kg* de Hg; Linha 3 — 12mg kg™ de Hg; Linha 4 — 24mg kg™* de Hg.
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Figura 3. Gel nativo para a atividade da guaiacol peroxidase (GPX) de raiz e folhas de
tomateiro, expostos ao Cd no periodo de trés semanas. Quantidades iguais de proteina foram
adicionadas ao gel. Linha 1 — Controle; Linha 2 — 0,2mg kg de Cd; Linha 3 — 3mg kg* de Cd;
Linha 4 — 6mg kg de Cd.

Ensaio Enziméatico SOD
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Durante a terceira semana, foram expressas duas isoformas da SOD, SOD | e
SOD Il nas folhas de todos os tratamentos (Tabela 3), porém sem diferenca na
intensidade da expressao enzimatica para os dois metais estudados (Figura 4A).
As raizes apresentaram as mesmas isoformas, porém a SOD Il ndo foi ativa no
controle e 0,2mg kg de Hg e a expressédo da SOD | foi mais intensa a partir da
12 mg kg* Hg (Figura 4B). Na nona semana, as folhas apresentaram as mesmas
duas isoformas, enquanto as raizes apenas uma, a SOD Il (Tabela 3). Nas folhas,
a SOD Il ndo apresentou alteracdo na intensidade, e nas raizes, houve um

aumento da sua a expressao (Figura 4C e 4D).

Tabela 3. Isoformas da superéxido desmutase expressas em folhas e raizes de tomateiro

expostos a Cd e Hg durante trés e nove semanas.

3% Semana 9% Semana
SODI SOD 1l SODIIlI SODI SOD i SODIIl
Metal Tratamento

Controle X X X X
Folhas 0,2mg kg'1 X X X X

12 mg kg™ X X MORTA
24 mgkg™ X X X X

Hg

Raiz Controle X X
0,2mg kg™ X X

12 mgkg™ X MORTA
24 mgkg™ X X
Controle X X X X
Folhas 0,2mgkg™ X X X X
3mgkg™ X X X X X
6 mgkg X X X X X

Cd

Raiz Controle X
0,2mgkg™ X
3mgkg? X X
6 mgkg™’ X X
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Figura 4. Gel nativo para a atividade da superéxido desmutase (SOD) de raiz e folhas de
tomateiro, expostos ao Hg no periodo de trés semanas (Figuras 4Ae 4B) e nona semana
(Figuras 4C e 4D). Quantidades iguais de proteina foram adicionadas ao gel. Linha 1 —
Controle; Linha 2 — 0,2mg kg de Hg; Linha 4 — 24mg kg de Hg. Os individuos do tratamento
de 12mg kg™ de Hg ndo sobreviveram até a nona semana.

No tratamento com Cd, durante a terceira semana foram expressas trés
isoformas da SOD, SOD [, SOD Il e SOD Il nas folhas, enquanto nas raizes, apenas
as bandas referentes a SOD | e SOD Il foram observadas (Figura 5A e 5B). Na nona
semana, duas isoformas da SOD foram detectadas nas folhas, SOD Il e Ill, enquanto

nas raizes, apenas uma, a SOD Il (Figura 5C e 5D).

Em relagéo a intensidade da expressao da SOD, em todas as partes da planta
e tempo de exposicédo, houve um aumento discreto da atividade em relagdo ao teor
de Cd no tratamento.
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Figura 5. Gel nativo para a atividade da superdxido desmutase (SOD) de raiz e folhas de
tomateiro, expostos ao Cd no periodo de trés semanas (Figuras 5A e 5B) e nove semanas
(5C e 5D). Quantidades iguais de proteina foram adicionadas ao gel. Linha 1 — Controle; Linha
2 —0,2mg kg de Cd; Linha 3 — 3mg kg™ de Cd; Linha 4 — 6mg kg™ de Cd.

Sintomas visuais do Cd e Hg nas raizes

Os aspectos visuais observados nas raizes de tomateiros expostos aos tratamento
com Cd e Hg em diferentes concentragdes e tempo de exposicdo sdo demonstrados

nas Figuras 6A e 6B.

As raizes das plantas expostas a um maior tempo e concentracdo tanto de Cd
guanto de Hg) reduziram de tamanho em relacdo aos respectivos controles.
Comparando os tratamento controle e 6 mg kg na nona semana, a reducéo foi de
20%, enquanto para o Hg, essa reducao foi de 35%. Nao foi observada alteracéo de
cor em nenhuma das raizes das plantas submetidas ao tratamento com

contaminacao.

4. DISCUSSAO

Os efeitos toxicos do acumulo de Cd e Hg nas plantas sdao observados

principalmente nas raizes. Segundo Lux et al (2010), a presenca de Cd no solo,
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dependendo da concentracdo a que as plantas estdo expostas, pode alterar a
anatomia das raizes e seu crescimento. Nas plantas do tratamento de 0,2 mg kg de
Cd, as raizes tiveram um maior crescimento lateral em comparacdo as plantas
controle. Enquanto para o tratamento com 6 mg kg (nona semana), o crescimento
das raizes diminuiu cerca de 20% em relacdo a raiz controle. Estudo realizado por
Vitoria et al (2003) reportou um aumento no crescimento das raizes de rabanete
expostas ao Cd, justificado pelos autores como consequéncia da deposicdo de
material composto por células mortas nas raizes que impede a absor¢do de agua,
levando a producéo de novas raizes. Porém, quando expostas a altas concentracfes
de Cd, had uma reducéo no crescimento das raizes, causado pela desintegracdo das
células corticais (Lux et al., 2010). Para o Hg, ndo foram observadas mudancas nos
tamanhos das raizes durante a terceira semana nas plantas de todos os tratamentos.
A inducdo no crescimento de plantas pela exposicdo a baixas concentracfes de
substancias reconhecidamente toxicas € chamado de efeito hormético (Aina et al.,
2007). Cargnelutti et al (2006) verificaram um aumento no peso seco das raizes de
plantulas de pepino expostas a 500uM durante 10 e 15 dias. O efeito toxico da
exposicdo ao Hg em altas concentracdes (24 mg kg?) e por um periodo mais longo,
causou reducdes em cerca de 35% no crescimento e no enlongamento das raizes
das plantas, quando comparado ao controle. Altas concentracdes de Hg induzem
efeitos fitotoxicos visiveis nas raizes e na fisiologia das plantas, verificado em alfalfa
(Zhou et al., 2007; Ortega-Villasante et al., 2005). Da mesma forma, Cho & Park
(2000) verificaram uma reducao no crescimento das raizes de tomate com o0 excesso

do teor de Hg, relacionado a danos causados nas células radiculares.
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Figura 6: Sintomas visuais das raizes de plantas do tratamento com (A) Cd nos solos, expostas a um periodo de trés e nove semanas; (B)
com Hg nos solos, expostas a um periodo de trés e nove semanas. As plantas do tratamento com 12mg kg? ndo chegaram até o final do

experimento
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A presenca de Cd e Hg nas plantas induz a formacédo de uma condicdo de estresse
oxidativo e das respostas da defesa antioxidativa, que tem como consequéncia 0 aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio. Enzimas como a superéxido desmutase (SOD) e
guaiacol peroxidase (GPX) atuam para reduzir as espécies reativas de oxigénio, como o Hz20:.
A SOD é uma das primeiras enzimas a atuar no processo de desintoxicacao cujo mecanismo
de atuacao esta relacionado a desmutagdo do Oz em H202 e H20. O produto resultante da
acdo da SOD, H202, ainda é uma forma toxica e € eliminado pela acdo da GPX (Marques &
Soares, 2011).

No presente estudo, a atividade da GPX aumentou nas folhas nos tratamentos com
ambos 0s metais, porém mais isoformas foram expressas nas raizes. Nas plantas do
tratamento com Hg, houve uma variacdo em relacdo ao tempo de exposicao: durante a terceira
semana, cinco isoformas da GPX foram induzidas nas raizes, enquanto nas folhas foram
apenas duas. Ja na nona semana, o numero de isoformas da GPX foi igual a dois, enquanto
nas folhas, foram quatro isoformas. J& para o Cd, trés isoformas foram expressas nas raizes
enquanto nas folhas, foram duas. Comparativamente, o efeito gerado pela exposicédo ao Hg
foi mais téxico do que o causado pelo Cd, devido ao maior nimero de isoformas geradas.
Shaw et al (1995) verificaram que a atividade da GPX em feijdo mungo (Phaseolus aureus) foi

maior nas plantas expostas ao Hg do que aquelas sob a acéo do Cd.

Para a SOD, houve uma diminui¢do na quantidade isoformas expressas nas raizes nos
tratamentos com Cd e Hg, durante a nona semana. Somente nas folhas expostas ao Hg
apresentou uma banda da isoforma SOD Ill. Ammar et al. (2008) também verificaram a indugéo
de uma nova isoforma em folhas de tomate expostos ao Cd, em comparacao as isoformas
estimuladas em raizes. A reducéo do nimero de isoformas da SOD nas raizes nos tratamentos
com Cd e Hg durante a nona semana pode ter relagdo com a inibicdo dessas enzimas nessa
estrutura. O mesmo foi observado para as raizes de Atriplex codonocarpa expostas ao Hg por
Lomonte et al. (2010), cuja atividade reduziu com o aumento do teor de Hg nas raizes. Essa
reducdo foi associada pelos autores a diminui¢cdo na producdo de SOD, cuja atividade frente

a intensificagdo da condicao de estresse, néo foi eficiente e desta forma, inativados. Outros
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estudos também reportaram a reducéo da atividade da SOD com o0 aumento da exposi¢cao ao

Cd em trigo (Milone et al., 2003) e ervilha (Rodriguez-Serrano et al., 2006).

Diferencas na translocacédo de metais pesados podem ser observadas de acordo com
o tipo de metal, a espécie da planta cultivada e a concentracdo do metal no solo (Singh et al.,
2004). De modo em geral, as raizes sdo consideradas como a principal via de entrada de
metais na planta e onde grande parte dos elementos absorvidos fica retido, diminuindo sua
translocacao para a parte aérea, porém, dependendo do metal, sua mobilidade pode ser maior

ou menor ao longo da planta (Liu et al., 2008).

O Hg e o Cd possuem um comportamento diferente quando absorvido pelos vegetais,
uma vez que o Cd possui uma maior mobilidade na planta. O Cd é um cation divalente, que se
assemelha a outros elementos essenciais da planta como o Fe?*, Ca?* e Mg?*, e por essa
similaridade, utiliza os mesmos transportadores de membrana presentes nas raizes e é
absorvido mais facilmente (Perfus-Barbeoch et al., 2002). Assim como o presente estudo,
Lifiero et al (2015) também reportaram uma maior translocacéo de Cd das raizes para a parte
aérea de tomateiro (Solanum lycopersicum). Da mesma forma, Liu et al (2007) verificaram uma
maior absorcédo de Cd do que de Hg pelas raizes de arroz (Oryza sativa). O Hg € absorvido
pelas plantas porém, fica retido em maior quantidade nas raizes, criando uma barreira para
sua translocacdo até a parte aérea (Tangahu et al.,, 2011; Beauford et al., 1977). Esse
comportamento do Hg é relacionado a sua afinidade com grupamentos SH- presentes nas
membranas das células das raizes, que se ligam ao Hg e o retém nas raizes (Wang & Greger,
2004). Porém, quando as plantas sdo expostas a altas concentracées de Hg nos solos, o teor
desse elemento nas folhas pode ser incrementado (Kabata-Pendias, 2010; Cavallini et al.,
1999). Sendo assim, as altas concentracbes de Hg nas folhas (observados na terceira
semana), quando comparadas as de Cd, podem ser reflexo do teor utilizado nos solos nos
tratamentos de contaminacdo com Hg (24mg kg*) que foram maiores do que nos tratamentos
de Cd (6mg kgt). Porém, mesmo com o maior teor de Hg nas folhas, a translocacéo de Cd foi

cerca de duas vezes maior do que a de Hg.

Em relacéo aos teores de 12mg kg de Hg, que é o valor permissivel para esse metal

em solos agricolas (CONAMA 420/2009), as folhas do tomateiro apresentaram um teor igual
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a 2,6 mg kg*. O valor encontrado no presente estudo foi maior do que o intervalo entre 0,5 e
1 mg kg* de Hg proposto por Kloke et al (1984) como valores fitotoxicos para as plantas. Nos
tratamentos com 3 mg kg? de Cd no solo, os teores encontrados na folha (7,6 mg kg* e 6,1
mg kg?) estiveram acima do valor de 4 mg kg, reportado por Macnicol & Beckett (1985) como
a concentracao critica que causa efeito toxico nas plantas. Ainda assim, ndo foram observados
efeitos nas partes aéreas, mas uma redugdo no crescimento radicular da planta, podendo ter
relagdo com o maior acumulo desses metais nas raizes. Esse efeito € problematico, pois a raiz
€ uma estrutura importante para as plantas, e a reducao de seu crescimento pode atrapalhar
a produtividade dos cultivos agricolas. Nacke et al (2013) afirmam que os valores propostos
pela Resolugdo CONAMA N°420 permitem que haja um incremento no teor desses elementos
nos solos agricolas através do uso de agroquimicos, sendo necesséaria uma discussdo mais
ampla a respeito dos valores permissiveis. Os valores foram baseados nos riscos a saude
humana, porém, por meio do presente estudo, ndo levando em consideracdo os efeitos
fitotdxicos, importantes para a produtividade das plantas. Sousa (2015) também utilizou doses
de Cd baseadas nos valores de investigagdo propostos pelo CONAMA (0; 1,5; 3; 9 e 30 mg
kg* de Cd) em solos de cultivo de trigo, observando efeitos negativos no teor foliar de alguns
micronutrientes como o K, e no desenvolvimento da planta. Alvarenga (2014) cultivou quatro
espécies vegetais sensiveis ao Cd (arroz, rabanete, feijdao e milho), expondo-as a
concentracdes, tomando como base os valores de referéncia de qualidade, prevencdo e
investigacdo propostos pelo CONAMA para esse metal. Nesse estudo, mesmo considerando
o valor de referéncia de qualidade (0,4 mg kg de Cd) no qual considera-se um solo limpo,
houve alteracdes na atividade das enzimas SOD, catalase e ascorbato peroxidase em relagao
ao controle. Ainda existem poucos trabalhos que buscam verificar o efeito dos teores de
elementos traco propostos pela legislacdo brasileira para solos. Esses estudos séo
necessarios, uma vez que deve-se buscar os teores que possam assegurar a qualidade dos
produtos agricolas cultivados nesses solos, a produtividade dos cultivares e a seguranca da

saude humana.
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5. CONCLUSAO

Embora efeitos visuais na parte aérea da planta ndo tenham sido observados, a resposta
antioxidante foi uma ferramenta eficiente para verificar as alteracdes causadas pela presenca

do Cd e Hg no tomateiro.

O acumulo de mercurio e cadmio nas raizes induziu efeitos negativos nessas estruturas,
como a diminuig&o do crescimento e ramificacdo radicular. Além dos efeitos visuais, ambos os
metais induziram efeitos tdéxicos nas plantas, observados pelas mudancgas nas atividades das
enzimas antioxidativas SOD e GPX. As raizes, estruturas onde houve um maior acumulo de
Cd e Hg nas plantas, exibiram uma menor quantidade de isoformas da SOD, podendo estar
relacionada a diminuicdo da sua capacidade em atuar nesta condicdo de toxicidade. A GPX
apresentou mais isoformas nas plantas do tratamento com Hg do que nas plantas do

tratamento com Cd.
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6. DISCUSSAO GERAL

O incremento do teor de metais pesados nos solos agricolas tem despertado o
interesse, pois esses elementos podem ser acumulados pelas plantas cultivadas nesse
ambiente e uma vez bioacumulados pelos vegetais, podem causar efeitos téxicos ao serem
ingeridos. No presente estudo, as concentracfes de Cd e Hg determinadas nos solos de
plantio de tomate ndo ultrapassaram os valores maximos para solos agricolas, estipulados
pela legislacdo brasileira (CONAMA, 2009). Porém, foi observado que os teores de Cd em
guase 95% frutos analisados esteve acima do limite maximo permitido para esse contaminante
(Brasil, 2013), chegando a um valor de cerca de cinco vezes maior do que o limite proposto.
Esse resultado pode estar relacionado ao uso de agroquimicos cuja aplicacédo € realizada
diretamente nas folhas e frutos, podendo gerar um consequente incremento no teor de Cd
nessas estruturas do vegetal. Cakmak et al. (2000) afirmam que a deposi¢do de Cd na

superficie das folhas pode ser absorvido e transportado para as raizes e parte aérea da planta.

O consumo constante de vegetais contendo Cd, mesmo em baixas concentracoes, pode
gerar efeitos crénicos, como o cancer, danos nas fungdes renais e doencas cardiovasculares
(Hiroaki et al., 2013; Sharma & Agrawal, 2005). Além do risco potencial a salde humana, a
presenca de Cd acima dos limites permissiveis pode prejudicar a qualidade dos produtos e
dificultar a comercializacdo desses elementos para outros paises (Liu et al., 2013). Segundo
Peijnenburg et al. (2000), um dos principais problemas do Cd em relacdo aos demais metais
€ que os teores que podem gerar riscos a saude humana estdo abaixo dos niveis fitotoxicos.
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Em relacdo ao Hg, os teores encontrados nos frutos estudados ndo puderam ser
comparados em relacao aos valores permissiveis, pois a legislacdo brasileira s6 determina tais
valores para alimentos como peixes, crustaceos etc. A legislacdo chinesa determina um valor
limite de Hg total em vegetais frescos igual a 0,066 mg kg, onde nenhum dos teores de Hg
encontrados no presente estudo ultrapassou esse valor (China, 2014). Embora o presente e
outros estudos tenham detectado teores de Hg em frutos acima dos permissiveis pela
legislacdo chinesa, outras legislacdes se limitam apenas a estabelecer valores para frutos do
mar e peixes. A ingestdo de Hg através do consumo de peixes e frutos do mar podem ser
estimadas em 2,3 ng dia! enquanto outras fontes (cereais e vegetais) contribuem com cerca
de 0,3 ng dia* (Goyer, 1996). Dessa forma, mesmo que em menor grau, a ingestdo desses
alimentos podem causar riscos a sallde humana e consequentemente, ser acumulado ao longo

da cadeia alimentar (Holmes et al., 2009).

A translocacao de Cd e Hg verificada nas amostras de campo foi similar ao verificado
nas amostras do experimento, onde ambos 0os metais foram acumulados principalmente nas
raizes. Contudo, foi observado um comportamento diferente desses dois metais em relacéo
ao seu transporte e retencdo nas diferentes estruturas das plantas. O Cd teve uma maior
translocacao da raiz para a parte aérea do que o Hg, pois € um metal que possui uma maior
mobilidade na planta, gracas a sua similaridade com outros elementos essenciais como o Ca?*,
Fe?* e Zn?* (Eller & Brix, 2016). Ja grande parte do Hg absorvido ficou retido nas raizes, e
apenas uma pequena parte foi translocada para a parte aérea. Segundo Kabata-Pendias
(2010), o Hg esta fortemente adsorvido a particulas do solo enquanto o Cd presente no solo é

mais movel e facilmente bioacumulado pelas plantas.

As plantas cultivadas nos solos tratados com as solugdes de HgCl: e CdClz, nas
concentracdes de 12 mg kg* e 3 mg kg?, respectivamente, apresentaram concentracoes
acima das reportados pela literatura como fitotoxicas. Porém, poucos sintomas visuais nas
plantas foram observados, como a clorose nas folhas ou reducdo da biomassa aérea, sendo
verificado apenas efeitos a nivel ecofisiolégico e bioquimico. Assim, mais estudos séo

necessarios para determinar o possivel papel do tomateiro como espécie tolerante a presenca
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de elementos traco e que pode ser cultivada em ambientes contaminados, atuando na

biorremediacdo desses ambientes.

A visdo integrada entre a resposta bioquimica e ecofisiolégica encontrada no presente
estudo permite entender e comparar melhor os efeitos do Hg e Cd nas plantas. No presente
estudo, a exposicdo prolongada a um maior teor de Hg nos solos (24 mg de Hg kg?), gerou
um maior acumulo de teor de Hg nas raizes de tomateiro, gerou uma reducédo no valor da
eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm) e transpiracdo (E). A razdo Fv/Fm reflete
a maxima eficiéncia com que a luz, absorvida pelo complexo antena do fotossistema I, é
convertida em energia quimica. Danos no PSI inibem o fluxo normal de elétrons, gerando o
acumulo destes e desbalanc¢o do gradiente de prétons (Seppanen et al., 1998). Em resposta a
reducéo de Fv/Fm, outras vias podem atuar como um mecanismo de dissipagéo de elétrons e
reduzindo a producdo de EROs, como a fotorrespiracao. A fotorrespiracdo é uma via que
também atua na protecdo do aparelho fotossintético aos danos fotoxidativos, porém uma de
suas consequéncias € a producdo de espécies reativas de oxigénio, como o Oz e H20:2
(Schwanz et al., 1996). Ainda assim, a reducdo de Fv/Fm ndo foi suficiente para causar a
fotoinibicdo e a diminuicdo nao foi signifiicativa, demonstrando que o dreno de energia de certa
forma foi eficiente (Foyer et al., 2009; Takahashi et al., 2007). Porém, um dos produtos da
fotorreducdo é a formacdo de H202, que é reduzida pela guaiacol peroxidase (GPX). A
protecdo oxidativa para a reducao da H202 foi acompanhada de um maior nimero de isoformas
da GPX e SOD na terceira semana. Nas raizes, quatro isoformas (GPX II, GPX Ill, GPX IV e
GPX V) foram expressas mais intensamente. Com o aumento do tempo de exposi¢cao (nove
semanas), houve uma reducéo da atividade nas raizes e nas isoformas da GPX nas raizes.
Da mesma forma, as isoformas da SOD foram reduzidas nas raizes durante a nona semana.
Essa reducdo nas isoformas indica que essas duas enzimas nao tiveram eficiéncia na
tolerdncia ao estresse durante um maior periodo, causando maior distirbio que na terceira

semana.

No experimento com Cd, os efeitos fitotoxicos causados por esse metal pareceram ser
menores do que o gerados pelo Hg. As plantas do tratamento com Cd néo tiveram reducao no

valor de Fv/Fm, porém a taxa fotossintética foi reduzida, ainda que nao inibida. Ainda assim,
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houve uma reducéo na transpiragcdo e na condutancia estomatica. A atividade da GPX foi
aumentada com o incremento no teor de Cd nas raizes. Nas folhas, esse aumento da acao da
GPX ocorreu principalmente no teor do solo do tratamento com 3 mg kg *. O aumento do teor
de Cd nas folhas e raizes provocou o fechamento dos estdbmatos e consequentemente a
reducdo da transpiracdo e da condutancia estomatica, ambos processos mediados pelos
estbmatos. Leita et al (1995) reportaram que o efeito fitotéxico de Cd nas plantas envolve
inicialmente um efeito indireto na abertura dos estbmatos e em seguida, o Cd age diretamente
nas células-guarda e causa severa inibicdo no crescimento das raizes que limita a absorcéo
de 4gua e promove o fechamento dos estdbmatos. Ainda assim, o numero de isoformas da GPX
expressas nao foi alterado nas raizes e folhas ao longo do experimento, porém a SOD reduziu
a quantidade de isoformas ativadas com a maior exposi¢éo ao Cd.

7. CONSIDERACOES FINAIS

- Os teores de Cd e Hg nos solos dos plantios de tomate estudados ndo ultrapassaram 0s
limites permissiveis pela legislacdo brasileira, porém as concentragfes de Cd nos frutos foi
maior do que os estipulados pela legislacdo brasileira e internacional. Esse resultado é
importante pois demonstra a necessidade de medidas para minimizar a entrada desse
elemento no sistema solo-planta através da aplicacdo de agroquimicos, bem como a

monitoracao do teor desse elemento em solos agricolas.

- Os valores limites de Hg e Cd séo baseados nos teores totais desses elementos, ndo levando
em consideracao as formas biodisponiveis, que sdo mais relevantes quando se trata de solos
agricolas. Sugere-se que os limites permissiveis possam ser baseados nos teores disponiveis
desses elementos, verificando a absorcédo e o acumulo por plantas agricolas e as alteracées

causadas na fisiologia do vegetal.

- Verifica-se que poucos 6rgéaos, tanto nacional quanto internacional, levam em consideragao
a importancia dos vegetais como via de entrada para o Hg na cadeia alimentar, embora os

diversos estudos confirmem a presenca desse elemento em diferentes cultivares.
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- As folhas das plantas dos tratamentos com 3mg kg de Cd e 12 mg kg? de Hg (valores
permissiveis estipulados pela legislagdo brasileira) apresentaram concentragfes acima das
consideradas pela literatura como fitotoxica, em que pode haver efeitos nas plantas que nao
trazem beneficios para os agricultores (como a reducdo no crescimento radicular, por

exemplo).

- O Cd e Hg tiveram comportamento diferente nas plantas e da mesma forma, seus efeitos
variaram, em relacdo aos mecanismos ecofisiologicos da planta e bioquimicos. De maneira
geral, o tratamento com Hg teve um efeito mais intenso nas enzimas antioxidantes SOD e GPX
do que nas plantas com tratamento com Cd. Porém, devido a maior translocacdo para a parte
aérea, o Cd teve efeito em diferentes parametros ecofisiolégicos, como a condutancia

estomatica e a transpiracao.

- Para préximos estudos de fitotoxidade de elementos traco, sugere-se que o tomateiro seja a
espécie escolhida, dado seu possivel papel como planta tolerante ao efeito de Cd e Hg, por
um periodo maior do que o realizado pelo presente estudo. Além disso, outras analises sédo

necessarias como por exemplo, analise de microscopia das células de raizes e folhas.
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