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Resumo As atividades economicas geradas pelo homem como, a
mineragio, producio agricola e a producio de residuos toxicos, tem
levado a um acimulo de metais pesados nos solos, podendo elevar
a contaminacio das plantas. O excesso de Fe pode causar virios
sintomas nas plantas, nas quais apresenta descoloracio de partes
das folhas deixando visiveis as nervuras e coloracio castanho-escura
nas folhas que depois morrem. Pouca informacio existe acerca dos
efeitos da toxicidade de ferro em espécies vegetais tropicais. A aroeira
(Schinus terebintbifolius Raddi) é importante por apresentar ampla
distribuicio em dreas de fragmento de restinga. O experimento com
as mudas de aroeira e as mudas de tomate transgénico foi conduzido
por quatro semanas (28 dias). Foram utilizadas 50 mudas de aroeira
e 40 mudas de tomates, sendo 20 do mutante AVP10X e 20 do
controle — WT crescendo sobre os seguintes tratamentos com ferro
(FeSO,): 0, 50, 100, 250 € 500uM Fe. Os resultados mostraram que
as plantas de aroeira foram muito sensivel as doses de ferro, o que
reforca o seu uso como planta bioindicadora. Por outro lado, plantas
de tomate foram mais tolerantes a disponibilidade de ferro e nenhuma
tolerancia significativa foi observada nas plantas com super-expressio
da H*-pirofosfatase vacuolar. Com base nos resultados, concluiu-se
que super-expressao da referida bomba de préton no estd relacionada
a absorcdo de ferro extracelular em plantas de tomate.

Palavras-chaves: restinga, bioindicadores, H*-pirofosfatase,
fitorremediagao, metais pesados.

Abstract The economic activity generated by agricultural production
and the production of toxic waste has led to accumulation of heavy
metals in soil and may increase the contamination of plants.
Excess of iron (Fe) can induce plant symptoms such as internodal
discoloration and dark-brown coloration in the leaves. There
are few information about the effects of iron toxicity in tropical

plant species. The Aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) is an
important and wide distributed plant in restinga fragments. The
experiment with the seedlings of aroeira and transgenic tomato was
conducted for four weeks (28 days). AVP10X mutants and control
seedlings — WT were used grown on the following doses on the
nutrient solution containing iron (FeSO,): 0, 50, 100, 250 and 500
uM Fe. The results showed that aroeira plants were very sensitive to
the iron treatment, which enhances its application as bioindicator of
iron toxicity. On the other hand, tomato plants were more tolerant
to iron availability and no significant tolerance was observed in
plants overexpressing the vacuolar H*-pyrophosphatase. Based on
the results, we concluded that overexpression of this proton pump
is not related to extracellular iron absorption in tomato plants.

Keywords: restinga, bioindicators, H*-pyrophosphatase,
phytoremediation, heavy metals.

Introducao

As atividades econdmicas geradas pelo homem como, a
mineracio, producio agricola e a producio de residuos toxicos, tem
levado a um actimulo de metais pesados nos solos, podendo elevar
a contaminacao das plantas (Mendes et al. 2010).

Cada espécie vegetal possui variagio de sensibilidade aos metais
pesados (Silva, et al. 2007), sendo que a maioria das plantas nio conseguem
deixar de absorver os metais presentes no solo, mas sim, limitar parte de
sua translocagio no interior do tecido vegetal (Soares, et al. 2001).

O Ferro ¢ um micronutriente importante para as plantas e pode
estar disponivel em duas formas: Fe** e Fe’*. Na forma Fe?* é mais
solvel e mais facilmente absorvido. O Fe é transportado via xilema até
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a parte aérea da planta (Schmidt 2003) e estd envolvido diretamente
no metabolismo vegetal, sendo indispensavel na fotossintese, a
assimilacao do nitrogénio, respiracao mitocondrial, protecio contra
patdgenos e na biossintese hormonal (Grisi 2010).

O excesso de Fe pode causar varios sintomas visiveis nas plantas como
em arroz, nas quais apresenta descoloraco de partes das folhas deixando
visiveis as nervuras, coloracio castanho-escura nas folhas que depois morrem.
Nas raizes os sintomas s3o apresentados por baixa quantidade de ramificacio
e uma coloracio castanho-escura (Camargo et al. 1985).

Pouca informacio existe acerca dos efeitos da toxicidade de ferro
em espécies vegetais tropicais. A aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius
Raddi.) ¢ uma rvore nativa do Brasil da familia das Anacardiaceae. Também
conhecida como pimenta-rosa, esta distribuida desde o nordeste até o sul
do pais, podendo também ocorrer no centro-oeste (Grisi 2010).

Nos ttlimos anos, H* -pirofosfatase vacuolar (H*-PPase) tem se
destacado como uma proteina de membrana de crucial importincia
no crescimento e desenvolvimento vegetal (Gaxiola et al. 2007).

As H*-PPases, diferente das ATPases que utilizam o ATP como fonte de
energia, utilizam o pirofosfato inorganico (PP) e séo reguladas sob condigoes de
estresse. Estudos de Park et al (2005) com mutantes de Arabidopsis thaliana
demonstraram queasuperexpressiodogene AVP10X codificandouma H*-PPase
vacuolas; resultou em positivas e significantes incrementos no desenvolvimento
radicular; maior absorgio de nutrientes e transporte de auxina.

A principio a hipotese deste trabalho € que a superexpressio
de H*- PPase possa induzir uma tolerdncia as plantas de tomate
se comparado ao tomate selvagem. A aroeira foi utilizada como
espécie padrio de sensibilidade ao ferro. Com base neste contexto,
o presente trabalho tem por objetivo avaliar o grau de tolerdncia
das plantas de tomates transgénico (Solanum lycopersicum L.) com
superexpressio da H*-pirofosfatase comparando ao da espécie
Schinus terebinthifolius Raddi descrita como susceptivel ao Ferro®*,
crescendo sob diferentes niveis de Fe em solucio nutritiva.

Métodos

Obtengio das sementes

As sementes de aroeira foram obtidas por coleta na Aldeia
Indigena Pau-Brasil, localizada no municipio de Aracruz-ES. As
sementes de tomate (AVP1 OX e WT) foram gentilmente cedidas
pelo Prof. Roberto Gaxiola, Universidade do Arizona, EUA.

Cultivo das mudas

As sementes de aroeira e tomate foram colocadas para germinar em
sala de cultivo in vitro do LMAB, em condicoes de fotoperiodo e temperatura
controlada (8 horas de luze 27°C). 70 plantulas de aroeirae 70 de tomate (35 da
variedade AVP1 OX e 35 da variedade WT) foram cultivadas por 4 semanas.

As sementes foram semeadas nos seguintes substratos:
areia + vermiculita para a aroeira e terra vegetal + vermiculita
para o tomate e dispostas em bandejas de pldstico. As mudas
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permaneceram nas bandejas até completarem duas semanas, sendo
transferidas para os tratamentos na hidroponia.

Cultivo no sistema de hidroponia com ferro

O experimento com as plitulas de aroeira e as plantulas de tomate foi
conduzido porquatrosemanas (28 dias). O experimento teve seu procedimentoem
ambiente protegido (sala de cultivo), com temperatura controlada (== 27°C).

As mudas foram retiradas do substrato, tendo suas raizes lavadas,
quando apresentavam de quatro a cinco folhas e, aproximadamente,
de 3 a5 cm de altura e entre 3 a 4 cm de raiz.

Ao sistema hidropdnico, foram utilizadas 50 mudas de aroeira e 40
mudas de tomates, sendo 20 do cultivar AVP1 OX e 20 do cultivar WT. Onde
foram divididos igualmente entre os seguintes tratamentos com sulfto ferroso
(FeSO,): 0 Fe uM, 50 Fe uM, 100 Fe uM, 250 Fe uM e 500 Fe M.

Duante o experimento 10 potes pldsticos cobertos com papel
aluminio com capacidade de 500 ml cada, que receberam as plantulas
e se conectavam com sistema hidroponico. As plantas permaneceram
aeradas por meio de mini compressores durante os experimentos.

Nos experimentos a solugio nutritiva adotada constitui-se de
NaH,PO, (0,56 mM); MgSO, (0,6 mM); NH,NO, (0,9 mM); KCI (0,5
mM); KNO, (1,3 mM); Ca(NO,) (2,53 mM). As solugtes foram trocadas
a cada dois dias e seu volume completado diariamente, sendo o pH
mantido em 4,5 *0,2 com a adi¢io de HCL ou NaOH.

Anilise estatistica

Com as medidas obtidas foram realizadas andlises prévias com Excel
2007 for Windows e as diferencas do crescimento entre o controle e as doses
de ferro foram analisadas pelos testes regressao, ANOVA e Tukey (p<<0.05)
utilizando o programa STATISTICA (versao 7.0, STATSOFT, USA).

Resultados e discussao

Influéncia do ferro no crescimento de raiz e de parte aérea das plantas

Os resultados mostraram que o ferro influenciou diretamente
no crescimento das raizes de aroeira, em todas as doses (50, 100,
250 e 500uM) (Figura 1). Isto mostra como esta planta ¢ sensivel a
disponibilidade desse metal, mesmo em baixas concentracoes (Figura
1). Comportamento similar foi observado nos tratamentos com plantas
de tomate selvagem (W) e transgénico com super-expressao da H*-
PPase vacuolar (AVP10X) (Figura 1). Estes resultados corroboram
aos encontrados por Adamiski (2011), em que plantas de batata-
doce (Ipomea batatas L) submetidas a diferentes doses de ferro
apresentaram uma significativa reducao no crescimento de raizes.

Se comparado aos 28 dias ap6s exposicio ao ferro, plantas de
tomates mostraram ser menos sensiveis em comparacio com aroeira
(Figura 2), o que pode ser facilmente observado na porcentagem de
inibicao do crescimento radicular demonstrado na Tabela 1. Na maior
dose de ferro (500 uM), plantas de aroeira sofreram uma inibicio no
crescimento radicular de cerca de 84% sendo que em plantas de tomate
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Tabela 1 Porcentagem de estimulaco (+) ou inibicio (-) de crescimento radicular
de Aroeira, Tomate WT e Tomate AVP1 OX em diferentes doses de ferro.
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foi de 46 € 51% nos tomate selvagem e transgénico, respectivamente.
Todos os materiais vegetais expostos ao ferro demonstraram

- Dias Fe(uM) nas raizes sintomas tipicos de intoxicacao por ferro, que pode ser
50 100 250 500 comprovado por coloraco castanho-escuras, consisténcia quebradica
0 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% diminuicio d ficacses radiculares (Fi 0 .
7 176% 755% 215% 27.55% e diminuicao das ramificacoes radiculares (Figura 3). O escurecimento
Aroeira 4 5263% 53,09%  -38,57% 50,87% do sistema radicular pode ocorrer em decorréncia da precipitacio de
21 76,85% T685% - 63,85% 72,33% Fe sobre as raizes das plantas cultivadas em solucio nutritiva pode,
28 -7815% 83,41%  8190% 84,15% . . _
com o tempo, originar a formacao de uma placa de Ferro que impede
0 000% 0,00% 0,00% 0,00% a absor¢do de outros nutrientes e causa dano a estrutura de parede
- ) - 00 00 00 o) . ~
7 15,22% 13,96% 0,00% 18,62% celular (Howeler 1973). Em um estigio mais avancado, esta formacio
Tomate WT 14 -21,29% 2129%  -12,09% 2,04% 3 o ‘ .
2 A4705% S5152%  47.05% 50,00% de placa de ferro tem relacio com inibi¢des no crescimento do sistema
28 -46,10% 5136%  -49,15% -46,10% radicular e parte aérea. De fato, os resultados sugerem a formacio
de placas de ferro em ambos os materiais vegetais estudados, ji que
0 000% 0,00% 0,00% 0,00% . - ) P ,
7 513% 246% 12.93% 0,00% nos experimentos foi utilizado ferro II e nio ferro III. Além disso, foi
Tomate AVPIOX 14 -3250% 37,00%  -24,40% 27,85% descoberto recentemente que algumas plantas podem reduzir os efeitos
21 4564% 5000%  -41,17% 50,00% ‘o . . .
’ ’ ’ ’ rmando-os em precipi
8 2668 6% 4702% SL44% F0x1cc,)s Qeutrahzando OS’II.ICtaIS .e transfo .a do-os em precipitados
insoluveis sobre a superficie radicular (Carli 2008).
Todas as plantas do experimento, tanto a aroeira quantos os
30 Aroeira - WT AVP10X
2 EmControle m50Fe m100Fe m250Fe  500Fe = mControle m50Fe m100Fe m250Fe = 500Fe 12 - ®Controle m50Fe m100Fe m250Fe = 500Fe
25 4 10 - 10
20 g |
e = _8
=1 =) =
215 - 56 S¢
E E T :«6
&g - &= 4 4 é4
T T T
5 | - - T T T, 2 5
0 0
0 7 21 28 0 7 28 a 7 -3

14
Tempo (Dias)

14 2
Tempo (Dias)
Figura 1 Média com desvio padrio do crescimento das raizes de Aroeira, Tomate variedade WT e variedade AVP1 OX nas diferentes doses de ferro.
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Figura 2 Médias dos comprimentos das raizes de Aroeira, Tomate da selvagem WT e transgénico AVP10X ao longo de 28 dias de tratamentos com diferentes
doses de ferro. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05), dentro da caracteristica avaliada.
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Figura 3 Visdo geral das plantas (Aroeira, tomate WT e tomate AVP10X) no experimento em diferentes doses de ferro.
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tomates apresentaram algum sintoma de intoxicacio por ferro na
parte aérea (Figura 4, 5). O crescimento da parte aérea das plantas
de aroeia mostrou sensibilidade ao ferro II tal como nas raizes,
porém respostas oscilatorias foram observadas mas plantas de
tomate selvagem e principalmente nas transgénicas (Figura 4, 5;
Tabela 2). Aos 28 dias, plantas AVP10X nas doses de 100 e 250 uM,
nao apresentaram diferenca significativa em comparacio ao controle
nio-tratado com ferro. Plantas de arroz tratadas com doses de ferro
apresentaram comportamento similar aos deste estudo (Camargo
1982). Por outro lado, plantas de aroeira expostas ao ferro, na
forma de material particulado, mostrou resisténcia e sem muitas
alteracoes nas folhas, o que nio foi observado quando aroeira é
exposta diretamente ao ferro na forma II (Kuki et al. 2008).

Segundo estudos de Gratio (2008) com tomates mutante
Micro-Tom submetidas a concentragoes de cidmio nio foi observado
alteracdes visiveis nas estruturas nas folhas, porém o que nio se
mostrou presente nas folhas nos tomates, que murcharam e cairam
quando expostas a baixas doses de ferro II.

Segundo Gaxiola et al (2007), mudancas na expressao do
AVP1 afetou a abundincia e a atividade da H*-ATPase da membrana
plasmatica, alterado o pH. Isto pode ter aumentado a absor¢ao do
ferro pela planta e causando assim maiores diferencas entre AVP1
e WT, que pode ter absorvido uma quantidade menor de ferro
tendo assim uma taxa de velocidade de crescimento maior do que
o mutante. Segundo Park et al (2005), uma possivel conseqiiéncia
deletéria da super-expressio da H*-PPase poderia ser a acumulacio
de metais tdxicos nas frutas de plantas transgénicas.

A Aroeira se mostrou altamente sensivel em todas as doses de
ferro, que nas maiores doses leva a morte da planta. Nas menores doses
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Tabela 2 Porcentagem de estimulacio (+) ou inibicao (-) no crescimento da parte
aérea de Aroeira, Tomate WT e Tomate AVP10X em diferentes doses de ferro.

Plantas Dias Ferro (uM)
50 100 250 500

0 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

7 3,33% -3,33% 0,00% -8,33%

Aroeira 14 -22,60% -25,00% -27,60% -30,00%
21 -38,86% -41,86% -42,81% -49,76%

28 -35,53% -40,77% -43,31% -49,23%

0 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

7 -9,00% -9,00% -14,28% -17,85%

Tomate WT 14 -5,06% -8,40% -13,33% -41,73%
21 -27,20% -15,77% -27,65% 51,42%

28 -42,50% -26,30% -10,00% -55,00%

0 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

7 -17,64% -8,82% 2,94% 7,41%

Tomate AVP1 OX 14 9,39% -33,29% -17,28% -29,34%
21 -22,42% -26,31% -23,68% -39,47%

28 -28,94% -0,63% -14,52% -48,73%

o ferro causou danos diretos nas raizes e formando uma crosta, que
pode ter prejudicado a absorcio de nutrientes ao longo do tratamento,
com isso atrapalhando também o crescimento da parte aérea.

As variedades de tomate, tanto selvagem quanto
transgénico apresentaram uma pequena estimulacio nas doses
intermedidrias de ferro nos primeiros dias.

A superexpressio da H*-PPase vacuolar nio esta relacionada
a absorcao de ferro extracelular em plantas de tomate.

Assim, os conhecimentos oriundos deste trabalho podem
contribuir significativamente para uma melhor compreensio do
efeito do ferro em plantas de restingas e em variedades mutantes de
tomates, porém s20 necessrios mais estudos a respeito dos efeitos do
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Figura 4 Média com desvio padrio do crescimento da altura de Aroeira, Tomate variedade WT e variedade AVP1 OX nas doses de ferro.
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Figura 5 Médias do comprimento da altura de Aroeira, Tomate da variedade WT e variedade AVP10X ao longo de 28 dias de tratamentos em
func¢do de diferentes doses de ferro. Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05), dentro da caracteristica avaliada.
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ferro, visto que essas plantas podem ser usadas como bioindicadores
de ambientes contaminados por ferro.
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