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RESUMO

ADAMSKI, Janete Mariza. Avaliacbes morfofisiolégicas de Ipomoea batatas L.
em funcdo da concentracdo de ferro. 2011. 62f. Dissertacdo (Mestrado) —
Programa de Pos-graduagdo em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

O ferro € um elemento essencial para o crescimento e desenvolvimento das plantas,
estando envolvido em processos metabdlicos essenciais, como fotossintese e
respiracdo. Entretanto, a homeostase desse metal é fundamental, pois tanto o
excesso quanto a deficiéncia sdo prejudiciais. Um dos sintomas caracteristico da
deficiéncia é a clorose, causada pelo decréscimo na biossintese da clorofila. Por
outro lado, o ferro quando livre e em excesso pode gerar estresse oxidativo. Buscar
entender os efeitos de diferentes concentragcdes de ferro, em nivel morfolégico,
fisiolégico ou bioquimico, € indispensavel para um melhor entendimento da
homeostase desse micronutriente nas plantas. No presente trabalho, plantas de
batata-doce foram submetidas, sob sistema de hidroponia, a diferentes
concentragdes de EDTA-férrico em solucdo nutritiva: 0,45; 0,9; 4,5 e 9,0 mmol dm™.
Foram avaliadas caracteristicas fotossintéticas e de crescimento, absorcdo de
nutrientes, atividade de enzimas antioxidantes, densidade e tamanhos dos
estdOmatos, ultra-estrutura de células radiciais e de células da folha e histoquimica do
ferro nos tecidos foliares. A toxidez por excesso de ferro (9,0 mmol dm™) levou ao
surgimento de manchas marrons nas folhas, muitas vezes formando necroses, com
reducdes significativas no crescimento. Nestas plantas, a atividade da superdxido
dismutase e ascorbato peroxidase aumentou. Também, a absor¢do dos demais
micronutrientes foi afetada, principalmente do Mn. O teor de ferro na parte aérea
aumentou significativamente, sendo visualizado pelo teste histoquimico. As reagdes
luminosas da fotossintese ndo foram comprometidas, porém houve queda na
densidade estomatica e na taxa assimilatéria liquida. A ultra-estrutura das células
radiciais revela o comprometimento das mitocOndrias nos tratamentos com altas
concentracdes de ferro. Porém, nestas plantas, a ultra-estrutura dos cloroplastos
nao é afetada.

Palavras-chave: teste JIP, EDTA-férrico, estresse, estbmatos.



ABSTRACT

ADAMSKI, Janete Mariza. Morphophisyological evaluations of Ipomoea batatas
L. as a function of the iron concentration. 2011. 62f. Dissertacdo (Mestrado) —
Programa de Pods-graduacdo em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Iron is an essential element for growth and development of plants and is involved in
essential metabolic processes such as photosynthesis and respiration. However,
homeostasis of this metal is essential, both excess and deficiency are harmful. One
of the characteristic symptoms of deficiency is chlorosis, caused by the decrease in
chlorophyll biosynthesis. On the other hand, the free iron in excess can cause
oxidative stress. Study of the effects of different concentrations of iron in
morphological, physiological or biochemical parameters are essential to a better
understanding of this nutrient homeostasis in plants. In the present work, plants of
sweet potato were submitted under hydroponics system, to different concentrations
of ferric-EDTA in nutrient solution: 0.45; 0.9; 4.5 and 9.0 mmol dm™. Photosynthetic
and growth characteristics, nutrient absorption, antioxidant enzymes, stomatal
density and diameter, ultra structure of root and leaves cells and histochemical iron in
the leaves were evaluated. The toxicity of iron in excess (9.0 mmol dm™) led to the
appearance of brown spots on leaves, often forming necroses, with significant
reductions in growth. In these plants, the activity of superoxide dismutase and
ascorbate peroxidase increased. Also, the absorption of other micronutrients was
affected mainly of the manganese. The iron content in the shoot increased, also
qualitatively confirmed by the histochemical test. The light reactions of
photosynthesis were not affected, but there was a decrease in stomatal density and
net assimilation rate. The ultra structure of root cells reveals the damage of
mitochondria in treatments with high concentrations of iron. However, in these plants,
the ultra structure of chloroplasts is not affected.

Keywords: JIP-test, Fe-EDTA, stress, stomata.
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INTRODUCAO

O ferro, um micronutriente encontrado naturalmente na crosta terrestre, é
considerado essencial para o crescimento e desenvolvimentos das plantas. A forma
absorvida pelas raizes da maioria das plantas é Fe®* (forma mais soluvel), entretanto
o ferro também pode ser absorvido como Fe*-quelato (SCHMIDT, 2003). A
translocacao do ferro para a parte aérea ocorre via xilema, através da corrente
transpiratoria e, em sua maior parte, complexado com o citrato (BRIAT; CURIE;
GAYMARD, 2007). Em arroz, o transporte via xilema do complexo Fe-citrato é
realizado através da proteina FRDL1, recentemente identificada (YOKOSHO et al.,
2008). No floema, o ferro possui baixa mobilidade, no entanto, o &acido
nicotinaminico (NA) é sugerido como seu transportador (TAKAHASHI et al., 2003).
Também, foi purificada e identificada no exsudato do floema de Ricinus communis
uma proteina transportadora de ferro de 2,4 kDa que se liga especificamente a Fe3*
e ndo a Fe®*, denominada ITP (Iron transport protein), capaz de ligar-se igualmente
a outros metais como Cu?*, Zn** e Mn** (KRUEGER et al., 2002).

No interior das células o ferro € armazenado nos cloroplastos, mitocéndrias
e no vacuolo (JEONG; GUERINOT, 2009). A compreensdo dos mecanismos
celulares que envolvem a captura do ferro pelas raizes esta relativamente bem
elucidada. No entanto, estudos ou informacdes a respeito dos mecanismos
envolvidos na mobilizacdo do ferro para compartimentos celulares como
mitocondrias, cloroplastos e vacuolos, estdo apenas comegando. De acordo com
Jeong e Connolly (2009) a enzima quelato ferrico redutase vem sendo ligada a
assimilacdo do ferro pelas células das folhas, assim como por cloroplastos e
mitocondrias de dicotiledéneas e de algumas monocotiledéneas. Em relagdo ao
transporte para o vacuolo, foi identificado em Arabidopsis o transportador VIT1
(Vacular Iron Transport 1) (KIM et al., 2006). Ja a remobilizagdo do ferro
armazenado no vacuolo para o metabolismo vegetal, requer a participagdo de
transportadores identificados como NRAMP3 e NRAMP4 (BRIAT; CURIE;
GAYMARD, 2007).
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No metabolismo vegetal, o ferro esta envolvido na fotossintese, respiragcao
mitocondrial, assimilagdo do nitrogénio (JEONG; CONNOLLY, 2009), biossintese
hormonal (etileno, acido giberélico e acido jasmoénico), produgdo e sequestro de
espécies reativas de oxigénio e protegdo contra patdogenos (HANSCH; MENDEL,
2009). Em relagdo ao ferro intracelular, aproximadamente 80% deste metal
encontra-se nas células fotossintetizantes, pois € essencial na biossintese da
molécula Heme dos citocromos e da molécula de clorofila (BRIAT; CURIE;
GAYMARD, 2007), no transporte de elétrons e na construgdo dos agregados de Fe-
S (JEONG; GUERINOT, 2009). No complexo fotossintético das plantas superiores,
dois ou trés atomos de ferro sdo constituintes de moléculas relacionadas
diretamente ao fotossistema Il (FSIl), 12 atomos no fotossistema | (FSI), cinco no
complexo citocromo bef € dois na molécula de ferrodoxina (VAROTTO et al, 2002).
Também, varias enzimas envolvidas no metabolismo do nitrogénio e do enxofre,
como redutase do nitrato, redutase do nitrito, redutase do sulfito e nitrogenase,
utilizam grupos prostéticos contendo ferro (HANSCH; MENDEL, 2009).

A homeostase desse metal é fundamental para o crescimento e
desenvolvimento dos vegetais, pois tanto o excesso quanto a deficiéncia séo
prejudiciais. Uma das causas principais da deficiéncia é a presencga de carbonato no
solo, onde o pH é elevado, deixando o ferro indisponivel para absorcéo pelas raizes.
Esta indisponibilidade acaba afetando o metabolismo bioquimico e a fisiologia das
plantas (BERTAMINI, MUTHUCHELIAN, NEDUNCHEZHIAN, 2002; DONNINI et al.,
2009; MAHMOUDI et al., 2009). Um dos sintomas caracteristicos da deficiéncia é a
clorose, causada pelo decréscimo na biossintese da clorofila, o que provoca uma
reducdo na fotossintese liquida e na taxa de fixagdo de CO, (SHARMA, 2007,
MAHMOUDI et al., 2009).

Atualmente, dois mecanismos relacionados a absorc¢ao do ferro pelas raizes
sao bem conhecidos, intensificados conforme a deficiéncia: o primeiro, caracteristico
das dicotiledéneas e monocotiledéneas nao gramineas (Estratégia 1), protons séo
expelidos por uma H'ATPase localizada na epiderme da raiz, acidificando a
rizosfera, pois quanto menor o pH, maior a solubilidade e, consequentemente, maior
a disponibilidade de ferro para as raizes (SCHMIDT, 2003; JEONG, CONNOLLY,
2009). Os Fe3*-quelatos sdo entdo reduzidos por uma Quelato ferrico redutase e
transportados através da membrana plasmatica da raiz por transportadores de ion

ferroso (SCHMIDT, 2003). No segundo, utilizado pelas gramineas (Estratégia Il),
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envolve a extrusdo de sideréforos pelas raizes. Estes formam complexos com ions
férricos (Fe-sideréforo) e sao transportados através de transportador especifico
localizado na membrana plasmatica da epiderme da raiz codificado pelo gene YS1
(SCHMIDT, 2003; JEONG, CONNOLLY, 2009).

Em plantas de Populus glauca, a deficiéncia de ferro parece ser um fator
chave na inibicdo da fotossintese induzida pelo cadmio (SOLTI, et al., 2008).
Estudos de saturacdo de luz em milho sob deficiéncia de ferro mostraram que as
plantas ficam mais suscetiveis aos danos causados pela fotoinibicdo, com
decréscimo na taxa de fixacdo de CO,, no conteudo de clorofila e na capacidade de
transporte de elétrons (SHARMA, 2007). Assim, a deficiéncia do ferro afeta o
processo fotossintético e, consequentemente, o desenvolvimento dos vegetais.

Por outro lado, estudos tém demonstrado que as mesmas propriedades
fisicas que permitem ao ferro atuar como um eficiente cofator e catalisador nas
reacOes redox na ceélula, também permitem sua atuagdo como potente elemento
toxico (OLALEYE et al., 2009). Esta condicdo ocorre pelo aumento da concentragéo
de Fe®" na solugdo do solo (CRESTANI et al., 2009). O excesso de ferro leva a
potencializagdo de estresse oxidativo, com aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), como o superéxido (O27), radicais hidroxila ("OH),
oxigénio singleto (O,') e o peréxido de hidrogénio (H.O2) (ROBELLO; GALATRO,
2007). As EROs podem ser altamente destrutivas, pois lesionam seriamente varios
componentes celulares, dentre eles, lipideos, proteinas, carboidratos e acidos
nucléicos (SMIRNOFF, 1993), levando a uma diversidade de alteracbes
morfologicas, bioquimicas e fisiologicas (BECANA et al., 1998; FANG et al., 2001).

Os efeitos do excesso do ferro podem ser diretos, quando ha absorcao e
acumulo excessivo nos tecidos das plantas (SILVEIRA et al, 2007) ou indireto,
quando o ferro precipita-se sobre a superficie das raizes, formando uma camada
denominada placa de ferro (LIU; ZHANG; ZHANG, 2007). Esta placa de ferro pode
alterar a absor¢cdo de nutrientes essenciais pelas raizes, resultando em uma
deficiéncia nutricional multipla (ZHANG; ZHANG; MAO, 1999). Os sintomas dessa
deficiéncia incluem atrofia da planta, reducao das brotagdes, folhas alaranjadas e
raizes cobertas por uma camada vermelha de ferro oxidado (VALH, 1991).

Todavia, algumas plantas conseguem adaptar-se as condigbes impostas
para sua sobrevivéncia adquirindo mecanismos de tolerancia. No caso de excesso

de ferro, uma das formas de limitar os danos causados é interromper a oxidacao
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descontrolada através de enzimas antioxidantes. A primeira enzima de defesa contra
danos causados pelas EROs é a superédxido dismutase (SOD), onde o Fe, assim
como o Mn, Cu e Zn, é o seu cofator metalico. A SOD é encontrada em varios
compartimentos celulares e cataliza o desproporcionamento de dois radicais O
para H,O, e O, (SINHA, 2006). Além da SOD, as catalases (CAT) e as peroxidases
tém recebido maior atengdo no que concerne a esse mecanismo de protecéo, pois
removem o peroxido formado, que também é toxico para a célula (APEL; HIRT,
2004; COSTA et al., 2005). Essas enzimas podem estar localizadas tanto no citosol
como nas mitocéndrias, nos peroxissomas e nos cloroplastos (Del RIO et al., 1998).
Em estacas de Nicotiana plumbaginifolia cultivadas em sistema de hidroponia, o
excesso de ferro levou a quedas de 40% na atividade fotossintética, redugao de 30%
no conteudo celular de ascorbato e glutationa (dois agentes antioxidantes) e uma
maior atividade da ascorbato peroxidase (APX) (KAMPFENKEL; VAN; INZE, 1995).

Outra forma de evitar a toxicidade pelo excesso de ferro € armazena-lo na
proteina ferritina (CONNOLLY; GUERINOT, 2002), que armazena até 4500 atomos
deste elemento (HINTZE; THEIL, 2006). A fitoferritina também tem sido associada
ao controle do estresse oxidativo em Arabidopsis (RAVET et al, 2009).

Além disso, estudos com espécies vegetais tém evidenciado plasticidades
fisiologicas e anatdmicas em fungéo das condi¢des ambientais de cultivo (ADAMSKI;
COELHO 2008). Alteracbes no comportamento estomatico sdo caracteristicas
variaveis em plantas em funcdo do ambiente e do estresse que estdo submetidas
(MELO et al. 2007, CASTRO et al., 2005).

Quando plantas sdo submetidas a condi¢cbes estressantes de acumulo de
ferro, também existem respostas diferentes para superar esse tipo de toxidez de
acordo com a espécie (FAROOQUI et al., 1995; KUKI et al., 2008; NEVES et al.,
2009). Quando as espécies Schinus terebinthifolius e Sophora tomentosa foram
expostas a deposicao de particulas de ferro e a névoa acida, ambas as espécies
responderam diferentemente a esses tipos de poluentes: em S. tomentosa, houve
diminui¢cdo na fotossintese, aumento no teor de ferro, assim como, na atividade de
enzimas anti-oxidantes. Por outro lado, S. terebinthifolius apresentou aumento no
conteudo de clorofila, maxima eficiéncia quantica do fotossistema Il e na taxa de
transporte de elétrons; ja o teor de ferro ficou inalterado, e ndo houve estresse
oxidativo (KUKI et al., 2008). Analisando a taxa fotossintética, a condutancia

estomatica e o acumulo de metais nas espécies Cineraria maritima e Centauria
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moschata quando submetidas a tratamentos com Fe, Mn e Cu, observou-se que
ambas as espécies apresentaram acumulo desses metais em sua biomassa. A taxa
fotossintética e o conteudo de clorofila foram menores em C. maritima, enquanto
que em C. moschata, a condutancia estomatica foi mais afetada (FAROOQUI et al.,
1995).

Considerando que o aparelho fotossintético € muito sensivel ao estresse
ambiental, o uso da fluorescéncia da clorofila a tem sido uma técnica importante
para avaliar a eficiéncia fotossintética em plantas, mais especificamente do
comportamento do FSIl (KRAUSE; WEIS, 1991). Esta técnica tem permitido um
aumento do conhecimento dos processos fotoquimicos e nao fotoquimicos que
ocorrem na membrana dos tilacéides dos cloroplastos (ROHACEK, 2002), além de
possibilitar o estudo de caracteristicas relacionadas a capacidade de absorcédo e
transferéncia de energia luminosa na cadeia de transporte de elétrons, sendo
também possivel estudos das mudangas conformacionais dos tilacoides (KRAUSE;
WEIS, 1991).

Assim, tanto a deficiéncia quanto o excesso de ferro pode causar disfungdes
nutricionais e afetar a fisiologia das plantas. Buscar entender os efeitos de diferentes
concentragcdes de ferro, tanto em nivel morfolégico, fisiolégico ou bioquimico, é
indispensavel para um melhor entendimento da homeostase desse micronutriente
nas plantas. Esse conhecimento contribuira de maneira significativa com os
programas de melhoramento genético ou para o desenvolvimento de variedades ou
cultivares resistentes ao excesso ou a falta deste nutriente no solo.

A presente dissertagdo teve como objetivo estudar os efeitos de diferentes
concentracdes deste metal nos processos relacionados a fotossintese, atividades de
enzimas antioxidantes, densidade e tamanho dos estdbmatos, absorcdo de
nutrientes, ultra-estrutura de células radiciais e de células do mesofilo, bem como,

seu acumulo em folhas de Ipomoea batatas L.

Espécie estudada

A batata-doce (Ipomoea batatas L.) € uma planta dicotiledénea, pertencente a
familia Convulvulaceae que agrupa, aproximadamente, 50 géneros e mais de 1.000
espécies e, somente a batata-doce, tem expressdo econdédmica (EDMOND;
AMMERMAN, 1971). E uma planta herbacea, normalmente com habito de



13

crescimento rasteiro (RITSCHEL, 1999), com ramificagcbes de tamanho, cor e
pilosidade variaveis; folhas largas com tamanhos e recortes diferentes, flores
biesporicas de fecundacéo cruzada e fruto do tipo capsula deiscente com até quatro
sementes (EDMOND; AMMERMAN, 1971).

No Brasil, a batata-doce é cultivada nas regides sul e nordeste (SILVA;
LOPES; MAGALHAES, 2002), principalmente pelos pequenos agricultores, como
cultura de subsisténcia. Constitui um alimento altamente energético, rico em
carboidratos, agucares, sais minerais e vitaminas A, C e do Complexo B (MIRANDA
et al., 1987). Também, apresenta potencial para a produgdo de etanol (SMITH;
FRANK, 1984). E uma planta amplamente adaptada a diversas condicdes de solo
em termos nutricionais e de pH (FOLQUER, 1978). De acordo com Miranda et al.
(1987), o potencial de producédo da batata-doce € alto por ser uma das plantas com
grande capacidade de produzir energia por unidade de area e tempo (Kcal/ha/dia).
Além disso, esta planta apresenta 6tima propagacao em sistemas de hidroponia e,
pela grande capacidade de crescimento em curto periodo de tempo, facilita a

realizacéo de experimentos na area da nutri¢cdo e fisiologia vegetal.
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CAPITULO 1

CARACTERISTICAS FOTOSSINTETICAS EM BATATA-DOCE SUBMETIDA A
DIFERENTES CONCENTRACOES DE FERRO

Photosynthetic characteristics in sweet potato under different concentrations of iron

RESUMO - O ferro € um nutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento
dos vegetais, sendo 80% de sua concentracdo encontrada nas células
fotossintetizantes, participando diretamente na fotossintese. Com o objetivo de
avaliar os efeitos da exposicdo a diferentes concentracbes de ferro sobre
caracteristicas fotossintéticas, plantas de batata-doce (Ipomoea batatas L.) foram
submetidas, sob sistema de hidroponia, utilizando solu¢édo de Hoagland, a qual
continha diferentes concentragdes de ferro (0,45; 0,9; 4,5 e 9,0 mM de EDTA-
férrico). Apos sete dias de exposicdo aos tratamentos foi medida a fluorescéncia
transiente (OJIP), indice de clorofila e trocas gasosas. Verificou-se aumento das
fluorescéncias inicial e maxima para o tratamento com 9,0 mM de Fe em relagao ao
tratamento com 0,9 mM (controle). Na analise da diferenga da cinética de
fluorescéncia identificou-se as bandas L e K para todos os tratamentos, sendo as
mesmas com maior amplitude para os tratamentos com 4,5 e 9,0 mM de Fe. Os
parametros do teste JIP que descrevem a absorgao e eficiéncia de aproveitamento
da energia luminosa foram intensificados no tratamento com 9,0 mM de Fe em
comparagao ao controle (0,9 mM), indicando uma melhor eficiéncia na captura,
absor¢do e aproveitamento da energia luminosa quando as plantas foram
submetidas a maior concentracédo de ferro. O indice de clorofila também foi maior
para as plantas do tratamento com 9,0 mM de ferro, porém a fotossintese liquida foi
menor. Os resultados indicam que plantas de batata-doce, quando submetidas a
altas concentragdes de ferro, ndo apresentam sinais de toxidez que possam
comprometer as reagdes luminosas da fotossintese, mas apresentam uma queda na
taxa assimilatéria liquida.

Palavras-chave: Ipomoea batatas, teste JIP, EDTA-férrico.

ABSTRACT - Iron is an essential nutrient for plant growth and development. In plant
tissues about 80% of it is found in photosynthetic cells, participating directly in
photosynthesis. This study was done to determine the effect of different iron
concentrations on the photosynthetic characteristics of sweet potato (Ipomoea
batatas L.) plants. The transient fluorescence (OJIP), chlorophyll index and gas
exchange were measured in plants grown for seven days in Hoagland solution,
containing iron concentration of 0.45, 0.9, 4.5 and 9.0 mM as Fe-EDTA. The initial
and the maximum fluorescence increased in plants receiving to 9.0 mM Fe. In the
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analysis of the fluorescence kinetic difference, L and K bands appeared in all
treatments, but the amplitude was higher in plants receiving 4.5 or 9.0 mM Fe. In
plants growing in 9.0 mM Fe, the parameters of JIP Test indicated better efficiency in
the capture, absorption and use of the light energy, and although the chlorophyll
index was higher, the net photosynthesis was lower. The overall data showed that
sweet-potato plants subjected to high iron concentrations may not show the toxicity
symptoms that can compromise the light reactions of photosynthesis, with declining
net assimilation rate.

Keywords: Ipomoea batatas, JIP-test, ferric-EDTA.

1. INTRODUCAO

O ferro, micronutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento dos
vegetais, apresenta, entre outras fung¢des, envolvimento direto na fotossintese,
respiragdo, fixagdo do nitrogénio, formacdo de horménios e manutengdo dos
cloroplastos (HANSCH; MENDEL, 2009). Na planta, aproximadamente 80% deste
nutriente encontra-se nas células fotossintetizantes (HANSCH; MENDEL, 2009),
sendo fundamental na biossintese da molécula Heme dos citocromos e das
moléculas de clorofila (BRIAT; CURIE; GAYMARD, 2007), no transporte de elétrons
e na construcdo dos agregados de Fe-S (HANSCH; MENDEL, 2009). No aparato
fotossintético das plantas superiores, dois ou trés atomos de ferro sdo constituintes
de moléculas relacionadas diretamente ao fotossistema Il (FSIl), 12 atomos no
fotossistema | (FSI), cinco no complexo citocromo bgf e dois na molécula ferrodoxina
(VAROTTO et al, 2002). Desta forma, observa-se que o ferro apresenta
envolvimento direto na atividade fotossintética das plantas e consequente
produtividade das mesmas (BRIAT; CURIE; GAYMARD, 2007).

As concentracdes normais de ferro em plantas estdo entre 30-300 ug g~ de
massa seca, enquanto que as concentragdes consideradas fitotoxicas estariam
acima de 500 ug g"' (PUGH; DICK; FREDEEN, 2002). Porém, o valor considerado
critico depende da espécie, do estado fisiolégico e das condigdes de crescimento
(DOBERMANN; FAIRHURST, 2000).

Desse modo, para sustentar o crescimento e evitar a toxicidade do ferro
intracelular, as plantas dependem da sua capacidade de armazena-lo e remobiliza-
lo, alcangando assim, a homeostase (JEONG; GUERINOT, 2009). Contudo,

condicbes ambientais adversas podem interferir nessa condicao, tanto por excesso
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quanto por deficiéncia deste elemento. Um dos sintomas caracteristico da
deficiéncia é a clorose foliar, causada pelo decréscimo na biossintese da clorofila e
carotendides (ABADIA; MORALES; ABADIA, 1999), redugdo na taxa assimilatoria
liguida de CO, (SHARMA, 2007), desorganizagdao dos complexos fotossintéticos
(TIMPERIO et al., 2007), alteracdo na ultraestrutura das mitocondrias e dos
cloroplastos (BRIAT et al.,, 1995; GAYMARD, 2007), aumento na resisténcia
estomatica e diminuicdo na taxa transpiratoria (NENOVA, 2009) com consequente
declinio na produgéo de biomassa (YOUSFI et al., 2009). Por outro lado, o excesso
de ferro pode levar ao surgimento de manchas marrons nas folhas, muitas vezes
formando necroses, assim como o escurecimento e a formagao de placas de ferro
nas raizes, as quais podem interferir na absor¢ao de nutrientes, principalmente do P
(ZHANG; MAO; ZHANG, 1999), e outros ions, como arsénico e cadmio (LIU et al.,
2005; LIU et al 2007). Também sao observadas alteragdes na fotossintese, inibigao
do crescimento, diminuicdo da concentragdo de clorofila (CHATTERJEE; GOPAL;
DUBE, 2006) e potencializagdo do estresse oxidativo, com aumento na produgao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (ROBELLO; GALATRO, 2007).

Estudos de caracteristicas fotossintéticas em batata doce sob condicbes de
estresse por falta ou excesso de ferro sdo escassos. Contudo a utilizagdo de
ferramentas modernas tem possibilitado a compreenséo do efeito de qualquer tipo
de estresse sobre a fotossintese.

O uso da fluorescéncia da clorofila a tem sido uma técnica importante para
avaliar a eficiéncia fotossintética em plantas, mais especificamente do
comportamento do FSIl (KRAUSE; WEIS, 1991), principalmente sobre condi¢cbes de
estresse. Esta técnica tem permitido um aumento do conhecimento dos processos
fotoquimicos e ndo fotoquimicos que ocorrem na membrana dos tilacéides dos
cloroplastos (ROHACEK, 2002), além de possibilitar o estudo de caracteristicas
relacionadas a capacidade de absorgdo e transferéncia de energia luminosa na
cadeia de transporte de elétrons, sendo também possivel estudos das mudancas
conformacionais dos tilacéides (KRAUSE; WEIS, 1991). Constitui um método rapido
e nao destrutivo capaz de detectar com seguranca e confiabilidade efeitos de
estresse e injurias no processo fotossintético (YUSUF et al., 2010), constituindo
importante avango em estudos fisioldgicos e em ecologia de plantas (KRAUSE;
WEISS, 1991). A cinética de emissao da fluorescéncia constitui em um aumento

polifasico ou transiente da fluorescéncia inicial até a maxima, a qual inclui os pontos
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O, J, | e P. Esta analise permite a avaliagdo in vivo da vitalidade das plantas em
termos de pardmetros biofisicos, quantificando a conservacdo da energia
fotossintética (TSIMILLI-MICHAEL; STRASSER, 2008).

Estresses ambientais como altas temperaturas (STRASSER, 1997), hidrico
(OUKARROUM; SCHANSKER; STRASSER, 2009), luz (LU; VONSHAK, 1999),
salinidade (ZANANDREA et al., 2006), poluentes ambientais como trifluoracetato
(SMIT et al., 2009) e metais pesados (APPENROTH et al., 2001) podem provocar
mudancas na fluorescéncia transiente O-J-I-P da clorofila a. No entanto, existem
poucas informacdes acerca dos efeitos de diferentes concentracbes de ferro,
principalmente em relagdo ao excesso, no fluxo energético do FSIl e na cadeia de
transporte de elétrons que dara origem ao ATP e ao NADPHs,.

O trabalho teve como objetivo avaliar os paréametros da fluorescéncia
transiente da clorofila a, as trocas gasosas e o indice de clorofila em plantas de

batata-doce (Ipomoea batatas L.) submetidas a diferentes concentragées de ferro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Condicdes de crescimento

Para o desenvolvimento deste experimento (outubro de 2009), foram
utilizadas plantas de batata-doce, cv. ILS19, obtidas de ramos apicais, com
comprimento médio de 10 cm de plantas ja estabelecidas em casa de vegetacao,
previamente enraizadas em esponja hidropénica com agua destilada Milli-Q. As
plantas foram transplantadas para um sistema de hidroponia intermitente e irrigadas
com solugdo nutritiva de Hoagland & Arnon (1938), contendo diferentes
concentragcbes de ferro: 0,45; 0,9; 4,5 e 9,0 mM, na forma de EDTA-ferrico, o
tratamento com 0,9 mM de Fe foi considerado como controle, em virtude de ser a
concentragdo recomendada. O pH das solugdes foi ajustado para 5,0, sendo as
mesmas renovadas a cada trés dias. As plantas permaneceram nestas condicdes
por sete dias, ao final dos quais foram realizadas as determinacdes de fluorescéncia

e trocas gasosas.
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2.2. Avaliacdo da cinética de emisséo da fluorescéncia transiente ou polifasica
(0JIP)

Apos sete dias de aplicagao dos tratamentos, folhas novas e completamente
expandidas foram usadas para as medidas da fluorescéncia da clorofila usando um
fluorémetro portatil (HandyPEA, Hanstech, King’s Lynn, Norkfolk, UK). Para cada
tratamento (concentragdo de ferro) as fluorescéncias transientes da clorofila de 10
folhas individuais foram medidas. As folhas foram mantidas no escuro por 20
minutos antes da obtengdo dos dados. A intensidade maxima da fonte de luz,
proporcionando um pulso de irradiancia saturante de 3000 ymol m? s™ de fétons, foi
usada. A intensidade da fluorescéncia foi medida em 50, 100, 300 us, 2 (F,), 30 (F))
ms e a Fy (fluorescéncia maxima). A partir das intensidades de fluorescéncia foram
calculados os parametros estabelecidos pelo Teste JIP (STRASSER; STRASSER,
1995), sendo que a cuidadosa interpretacado dos parametros medidos e calculados a
partir deste teste fornece numerosas informagdes dos fluxos de energia através do
FSIl em diferentes niveis (STRASSER; SRIVASTAVA; TSIMILLI-MICHAEL, 2004).

2.3. Trocas gasosas

Apos as medidas da fluorescéncia da clorofila, as mesmas folhas foram
usadas para as medidas de trocas gasosas, utilizando-se um sistema portatil de
fotossintese LI-6400, equipado com camera foliar LI-6400-40 e fluorémetro (Li-Cor
Inc., Lincoln, NE, USA).

As determinagdes das trocas gasosas foram realizadas em um sistema
aberto com densidade de fluxo de fétons fotossintética (PPFD) mantida a 1500 pmol
m~ 3‘1, a concentragao interna de CO, na camara foi controlada com um misturador
de CO; e fixada em 370 umol mol”, umidade relativa de 45-50%, e temperatura
foliar em 27+2°C. Medidas foram feitas das 8:00 -10:00 h em dias de sol.
Determinou-se a taxa fotossintética liquida em luz saturante (Asat, pmol m2 s™), a

taxa de transpiragdo (Tr, mmol m™ s™') e condutancia estomatica (gs, mol m=s™).
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2.4. Conteudo de clorofila

O conteudo de clorofila foi estimado por um medidor de clorofila portatil (CL-
01, Hansatech, King's Lynn, Norfolk, UK) e os resultados foram expressos como
"indice de clorofila" (CASSOL et al., 2008).

2.5. Anélise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste one-way ANOVA usando Origin 8
(OriginLab Corporation, USA) (ORIGINLAB, 2008) e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Foram usadas dez plantas por

tratamento.

3. RESULTADOS

3.1. Andlise da cinética da fluorescéncia transiente (OJIP)

A intensidade da fluorescéncia transiente da clorofila a (F;) de folhas
adaptadas ao escuro de batata-doce pode ser observada na Figura 1A (dados
apresentados em escala logaritmica de tempo de 50 pys a 1 s), na qual pode-se
destacar um leve aumento na fluorescéncia inicial (Fo) € um incremento mais
acentuado na fluorescéncia maxima (Fw), principalmente nas plantas submetidas ao
tratamento com 9,0 mM de Fe. Por outro lado, ocorreu um decréscimo na
fluorescéncia variavel relativa quando as plantas foram submetidas a maior
concentracao de ferro (Figura 1B).

As curvas das diferencas da cinética de fluorescéncia transiente em relagcéo
ao tratamento controle, (AWt=Wjyestresse)-Wi(controle)), Na faixa de 50 ys a 1 s (Figura
1C) mostram um efeito da alta dose de ferro (9,0 mM), pelo aparecimento de bandas
negativas nas fases OJ e JI.

Na Figura 1D, os dados de fluorescéncia foram normalizados entre os
pontos O (50 us) e K (300 us) [Wok = (Ft-Fo)/(Fk-Fo)], e apresentados como diferencga
cinética (AWok=Wok(estresse)-Wok(controle)).: Na Figura 1E pode-se visualizar o
aparecimento da banda L (a cerca de 150 us) em todos os tratamentos com ferro em
comparagdo com o tratamento controle (0,9 mM Fe). A banda L, descrita por

Strasser e Stirbet (1998) € um indicador da conectividade energética (agrupamento)
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das unidades do FS Il, sendo maior quando a conectividade é menor (YUSUF et al.,
2010). Elevada conectividade resulta em uma melhor utilizagdo da energia de
excitacgdo e uma maior estabilidade do sistema (STRASSER; SRIVASTAVA,
TSIMILLI-MICHAEL, 2004). Desse modo, as plantas de batata-doce submetidas ao
tratamento com 9,0 mM de Fe apresentaram diminui¢ao da conectividade energética
(bandas L positivas), o mesmo acontecendo com as plantas dos demais
tratamentos, porém em menor amplitude.

Os dados de fluorescéncia, da fluorescéncia transiente, foram normalizados
entre os pontos O (50 us) e J (2ms), Wo, = (Fi-Fo)/F,-Fo) (Figura 1F) e representados
com diferenga cinética (AWoy=Woy(estresse)-Wou(controle)) (Figura 1G), pela qual pode ser
identificada a banda K (em torno de 300 us). A banda positiva K reflete a inativagao
do complexo de evolugdo de oxigénio e/ou um aumento do tamanho da antena do
FSII (YUSUF et al., 2010), sendo que quanto maior a amplitude da banda-K, maior é
a inativagdo do complexo de evolugdo de oxigénio. Todos os tratamentos
proporcionaram a alteragdo na fase OK (Figura 1G), com o aparecimento de
diferentes amplitudes da banda K. A maior amplitude foi nas plantas submetidas a
9,0 mM de Fe, e a menor com 0,45 mM de Fe.

Para avaliar a fase O-l, os valores de fluorescéncia da clorofila foram
normalizados como [Wo=(F+-Fo)/(FI-Fo)], sendo que esta normalizagdo permite,
quando Wq, < 1, avaliar a sequéncia de eventos que ocorre a partir da captura do
éxciton pelo FS Il até a redugdo da plastoquinona. Nas Figuras 1H e 1l estédo
representados os dados de Wo=(Fi-Fo)/F|-Fo) na faixa de tempo de 50 ps a 1s, e 30
a 300 ms, nas quais € possivel identificar uma variacdo em Wp entre os
tratamentos, destacando valores mais acentuados para as plantas que receberam
9,0 mM Fe e inferiores para as que receberam 0,45 mM Fe.

Para avaliagcado da fase I-P, dois diferentes procedimentos foram utilizados:
a) normalizagdo das curvas Wg, = 1, que permite avaliar a sequéncia de eventos de
transferéncia de elétrons da plastoquinona reduzida (plastoquinol - PQH;) para os
aceptores finais de elétrons do FS I; e b) dados normalizados como [Wp =(F+-F})/(Fu-
Fi)] em escala linear entre 30 e 180 ms. A fluorescéncia transiente variavel
normalizada entre os ponto | (30 ms) e P(trmax) denominada W,p=(F-F))/Fp-F)),
permite inferéncias sobre o comportamento dos fluxo de elétrons que atingem os
aceptores do FS |. Na Figura 1J estdo representados os dados de W no intervalo

de tempo de 30 a 180 ms, a qual apresenta um comportamento hiperbdlico como
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descrito por Michaelis-Menten (equacao de primeira ordem), de forma que o inverso
do tempo, para atingir W;p=0,5, € uma estimativa da taxa global de redugdo dos
aceptores de elétrons do FS I. No presente trabalho, a taxa global de redugédo dos
aceptores finais de elétrons foi levemente maior (menor tempo para atingir W;p=0,5)
para os tratamentos com 0,45 e 9,0 mM de Fe. Para os tratamentos com as
quantidades intermediarias de Fe, 0,90 e 4,50 mM, a taxa foi menor. Entretanto, as
diferencas foram pequenas, de forma que ndo € possivel afirmar que existe uma
faixa de concentragbes de Fe onde a taxa global de reduc¢do dos aceptores finais de

elétrons é maior.
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Figura 1 - Fluorescéncia transiente da clorofila a de folhas adaptadas ao escuro de batata-doce
(Ipomoea batatas L.) em funcdo da concentragéo de ferro. (A) Intensidade da fluorescéncia (Fy); (B)
fluorescéncia variavel relativa [W; = (F- Fo)/(Fu- Fol; (C) diferenga cinética de W, [AW;= (W, estresse - Wi
controle)]; (D) fluorescéncia variavel entre os pontos O e K [Wok = (Fi - Fo)/(Fk - Fo)] ; (E) diferenga
cinética de Wok [AWok = Wok (estresse) = Wok (controle))]; (F) fluorescéncia variavel entre os pontos O e J
[Woy = (Ft - Fo)/(Fy - Fo)l; (G) diferenga cinética de Woy [AWo; = (Woyestresse) = Wou(controle))]; (H)
fluorescéncia variavel entre os pontos O e | [Wq, = (Fi- Fo)/(F\- Fo)]; (I) Wo, no intervalo de tempo de
30 a 300ps; (J) fluorescéncia variavel entre os pontos | e P [Wp =(F-F))/Fp-F))].
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3.2. Andlise da fluorescéncia transiente da clorofila a (OJIP)

Na Figura 2 sdo apresentados parametros biofisicos extraidos das curvas de
fluorescéncia transiente da clorofla a e alguns paradmetros do Teste JIP
(STRASSER; STRASSER, 1995), os quais estdo representados na forma de grafico
de radar, sendo que todos os valores dos parametros de fluorescéncia foram
normalizados para os valores medidos para as plantas do tratamento controle (0,9
mM de Fe). Os parametros do teste JIP correspondem a um detalhamento dos
dados obtidos nas curvas cinéticas.da fluorescéncia transiente.

Nas plantas submetidas a altos niveis de Fe (9,0 mM) pode-se identificar um
leve aumento na fluorescéncia inicial (Fp) e da fluorescéncia maxima (Fy) na ordem
de 15% e 10% respectivamente (Figura 2), bem como, um incremento no numero
total de quinonas reduzidas (N) em aproximadamente 14% em relagdo ao controle.
Para o tratamento com nivel reduzido de Fe (0,45 mM) identificou-se uma redugao
em S, (medida da energia necessaria para fechar todos os centros de reagao do FS
), refletindo também na reducdo do numero total de quinonas reduzidas (N) em
relagédo ao controle.

Os parametros de fluxo especifico por centro de reagdo revelam que a
proporcao de elétrons transferidos em relagdo ao numero de centros de reagao em
tempo inicial (ETo/RC) é maior para o tratamento com 9,0 mM de Fe, indicando
maior eficiéncia da transferéncia eletrénica em presenga de maior concentracao de
Fe. A proporgéo de elétrons recebidos pelos aceptores finais em relagdo ao numero
de centros de reagdo (RE/RC) apresenta aumento ainda maior para o tratamento
com 9,0 mM de Fe.

Os parametros que descrevem os fluxos de energia fenomenoldgicos
baseados na area de amostra excitada (CS), também revelam aumento para o
tratamento com 9,0 mM de Fe, sendo eles: RC/CS, (densidade de centros de reagéo
por CS), ABS/CS, (fluxo de absorgao por CS), TRo/CSy (fluxo de energia capturado
por CS em t = 0) e ETo/CSy (fluxo de transporte de elétron por CS em t = 0). Para os
demais tratamentos, os valores aparecem proximos ao controle.

Para os parametros que descrevem o rendimento ou razdo de fluxo,
observa-se que para o rendimento quantico maximo fotoquimico em t = 0 (@po =
Fv/Fm) nédo foram verificadas diferengcas entre os tratamentos. Contudo, os

parametros @go (rendimento quéntico de transporte de elétrons de Qa para o
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intersistema de aceptores de elétrons) e @go (rendimento quéantico para a reducao do
aceptor final de elétrons do FSI por féton absorvido) aumentaram nas plantas
submetidas ao tratamento com 9,0 mM de Fe. O mesmo comportamento foi
observado para os parémetros relacionados com eficiéncia: a) yo (eficiéncia com
que um éxciton capturado no centro de reacdo pode mover um elétron de QA para o
intersistema de aceptores de elétrons); b) 6R, (probabilidade de reduzir um receptor
final de elétrons) e c) po (eficiéncia com que um éxciton capturado no centro de
reacdo pode mover um elétron dentro da cadeia de transporte de elétrons de Qa
para os aceptores finais de elétrons do FSI) que também aumentaram para o
tratamento com 9,0 mM de Fe. Para os demais tratamentos nao foram verificadas
diferengas em comparagao com o controle.

Em relagdo ao indice de performance fotossintético relativo a absorgao
(Plags) (STRASSER et al., 1999, 2000, 2004) e indice de performance fotossintético
total (Plasstota), que mede a performance do fluxo de elétrons até os aceptores
finais de elétrons do FSI (TSIMILLI-MICHAEL; STRASSER, 2008), observa-se
queda neste indices nas plantas dos tratamentos com 0,45 mM e 4,5 mM de Fe,
porém sob condi¢des de alto ferro (9,0 mM), foi observado aumento nos dois indices

de performance, com intensidade maior para Plags total-
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Figura 2 - Parametros de fluorescéncia da clorofila deduzidos de analise por Teste JIP da
fluorescéncia transiente de plantas de batata-doce (Ipomoea batatas L.) submetidas a diferentes
concentragdes de ferro (0,45; 0,9; 4,5 e 9,0 mM).

3.3. indice de clorofila, fotossintese liquida, condutancia estoméatica e taxa de
transpiracao

Os efeitos das diferentes concentracdes de ferro sobre o indice de clorofila,
fotossintese liquida, condutadncia estomatica e taxa de transpiracdo sao
apresentados na Tabela 01. O indice de clorofila diferiu significativamente apenas
para as plantas do tratamento com 9,0 mM de Fe, sendo que neste tratamento foram
obtidos os maiores valores. As plantas dos tratamentos com 4,5 e 9,0 mM de Fe
apresentaram reducao significativa na taxa fotossintética liquida quando comparado
ao controle com 0,9 mM de Fe e com o tratamento com 0,45 mM de Fe. A
condutancia estomatica ndo apresentou diferenca significativa entre os diferentes
tratamentos. Contudo, a transpiragdo mostrou um decréscimo para os tratamentos
com 4,5 e 9,0 mM de Fe, os quais diferiram significativamente do tratamento com 0,9
e 0,45 mM de Fe.
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Tabela 1. indice de clorofila (unidade relativa), taxa de assimilagdo liquida (umol m2s™),
taxa de transpiracdo (Tr, mmol m™ s™') e condutancia estomatica (gs, mol m™ s™') em
sa’[ura(;éo1 de PPFD (densidade de fluxo de fotons fotossintéticos) e CO, no ambiente (370
pmol mol™)

Concentracao indice de Taxa de Condutancia Taxa de
de Fe clorofila assimilacao estomatica transpiragao
liquida

mM (u.r) (umol m2s™) (mol m2s™) (mmol m?s™)
0,90 4.82+0.68b 1493 +2.03a 0.49+£0,07 ns 10.36 £ 1.25 a
0,45 483+0.54b 13.74+1.25a 0.50 £ 0.05 10.09 £ 0.71 ab
4,50 5.61+0.68b 1116 £2.45b 0.42+0.10 8.43 +1.50 bc
9,00 7.22+1.15a 11.96 £1.02b 0.41+£0.12 795+175¢c

*Valores seguidos por letras diferentes sao significativamente diferentes pelo teste de
Tukey (P <0.05) (n=5-10, meédias % erro padrao).

4. DISCUSSAO

Toda mudanca que ocorre no ambiente que provoque um estresse sobre as
plantas, acaba provocando danos no processo fotossintético, dentre eles, a
ocorréncia de danos envolvendo os movimentos estomaticos, a coleta de luz e a
etapa bioquimica de fixacdo do CO, (PELL; ECKART; GLICK, 1994). Alteracdes na
atividade fotossintética induzida por metais pesados, incluindo pelo ferro, tém sido
observadas em plantas e algas verdes (SOLTI et al, 2008; JIANRONG; QIRAN,
2009; NENOVA, 2009). No presente estudo, observou-se que plantas de batata-
doce apresentaram queda na fotossintese liquida nos tratamentos com 4,5 e 9,0 mM
de Fe (niveis acima do recomendado), podendo ser sugerido que estes resultados
estejam diretamente ligados com a baixa formagdo de poder redutor (NADPH; e
ATP) e/ou com o comprometimento de algumas reagdes de carboxilagao.

As plantas de todos os tratamentos com ferro apresentaram aumento da
fluorescéncia transiente, revelando as fases OJIP tipicas (STRASSER; STRASSER,
1995) e demonstrando que todas as amostras foram fotossinteticamente ativas
(YUSUF et al., 2010). Para o tratamento com 9,0 mM de Fe, houve aumento da
fluorescéncia inicial (Fp) e da fluorescéncia maxima (Fy) (Fig. 1A e 2). Este aumento
pode estar relacionado com o maior indice de clorofila determinado para estas
plantas (Tabela 01), corroborando com dados encontrados por Nenova (2009) para
ervilha em presenca de altas doses de ferro. De acordo com Briat e colaboradores.

(2007), o ferro, dentre outros processos, é essencial na biossintese da molécula de
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clorofila, o que poderia justificar o aumento do indice neste trabalho. Contudo,
Chatterjee et al. (2006) observaram diminui¢cdo significativa na concentragdo de
clorofila tanto na falta quanto em excesso de ferro em Solanum tuberosum.

A analise das curvas de cinética de fluorescéncia transiente (Figuras 1E e
1G.) permite a identificagcdo do aparecimento da banda L e banda K. A banda L é
influenciada pela transferéncia de energia entre as unidades do FS Il, comumente
denotada como conectividade e agrupamento (STRASSER; STIRBET, 1998). Este
agrupamento € conhecido por ser sensivel ao empilhamento ou desempilhamento
dos tilacoides como, por exemplo, a resposta a estresse salino demonstrado por
Strasser (1981). O aparecimento da banda K (ao redor de 300 ps) é altamente
visivel sobre determinados estresses, principalmente alta temperatura e seca como
reportado por Srivastava et al. (1997). Uma acentuada banda K pode ser explicada
por um desbalanco entre os lados doadores e aceptores de elétrons do FS I
(STRASSER, 1997), estando associado a dissociagao do complexo de evolugao de
oxigénio (DE RONDE et al., 2004). O complexo de evolugéo do oxigénio apresenta o
manganés (Mn) como co-fator essencial no processo de oxidacdo da agua
(ARMSTRONG, 2008). A analise nutricional em folhas de batata-doce submetidas a
9,0 mM de ferro mostrou uma reducgao significativa do teor de Mn, provavelmente em
funcdo da competigdo pelo mesmo sitio ativo de absor¢do com o ferro (capitulo 2).
Assim, o aparecimento da banda-K pode estar relacionado com o baixo teor de Mn
presente nas folhas. Além disso, Oukarroum et al. (2009) tém sugerido que o
aparecimento das bandas L e K pode ser um excelente indicador potencial para
identificacdo de disturbios fisiologicos antes do aparecimento de danos visuais no
caso de estresse por seca.

Todos os tratamentos apresentaram bandas L positivas, com amplitude
maior nas plantas submetidas as maiores concentracdes de ferro (4,5 e 9,0 mM de
Fe). Assim, em outras palavras, o efeito do excesso de Fe pode estar associado a
perda da conectividade ou agrupamento entre as unidades ativas do FS Il ou mesmo
a desorganizagdo da estrutura das membranas dos tilacoides (STRASSER;
STIRBET, 1998). O aparecimento da banda-L positiva também foi identificado em
plantas de algoddo submetidas a condigbes de déficit hidrico, sugerindo que o
sistema fotossintético desta espécie necessita aumentar a dissipacédo para melhorar
a utilizagdo da energia de excitagdo. A identificacdo da banda-K positiva (ao redor

de 300 ps) para todos os tratamentos, com maior amplitude para os tratamentos
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com 4,5 e 9,0 mM de Fe, reflete a inativacdo do complexo de evolugao de oxigénio
e/ou aumento do tamanho da antena funcional do FS Il (YUSUF, 2010). Em face dos
resultados obtidos pode-se supor que o aparecimento da banda-K esteja relacionado
como o aumento da antena funcional do FSIl em funcdo também do aumento do
indice de clorofila encontrado para os tratamentos com as maiores doses. Desta
forma, a interpretagdo do aparecimento das bandas L e K, mais pronunciadas para
as plantas dos tratamentos submetidos as maiores doses de ferro, sugere que a
funcionalidade do FSII sofre modificagbes em virtude de altas (4,5 e 9,0 mM) ou
baixas concentragdes (0,45 mM) de ferro no meio.

De acordo com Yusuf et al. (2010), a parte O-l da cinética revela mudancas
no processo entre o exciton capturado até a reducdo da PQ, enquanto a fase |-P
revela mudancgas no fluxo de elétrons da PQH, para o aceptor final de elétrons do
FSI. Com base nos resultados do presente trabalho, observa-se que a inducédo do
estresse por ferro afetou os processos que envolvem a captura do exciton até a
reducdo da PQ, enquanto o fluxo de elétrons da PQH, para o aceptor final de
elétrons do FSI ndo é afetado (Figura 1C).

Além disso, estudos da fase I-P da cinética da fluorescéncia (Figuras 1H, 11
e 1J) também refletem o tamanho do pool dos aceptores finais do lado aceptor do
FSI (STRASSER; STRASSER, 1995). Pelos dados obtidos pode-se inferir que o
pool de aceptores finais de elétrons do FSI € maior nos tratamentos submetidos as
maiores concentracbes de ferro (4,5 e 9,0 mM de Fe), o que instiga maiores
investigacbes a respeito se a proteina ferrodoxina poderia ser considerada como
aceptor final de elétrons do FSI| e se estaria sendo acumulada em virtude das
maiores concentragdes de ferro. Além disso, nem todos os elétrons que chegam a
ferredoxina resultam na formacdo de NADPH. Os elétrons oriundos da ferredoxina
reduzida, que ¢é produzida pelo FSI, podem interagir com varias enzimas
ferredoxina-dependente nas assimilagdes de nitrogénio inorganico, enxofre, fixagéo
de N, e na regulagdo do ciclo de assimilacdo de CO,; (FUKUYAMA, 2004).
Também, considerando o fluxo ciclico de elétrons, o qual depende apenas da reagcao
fotoquimica do fotossistema | (MUNEKAGE; SHIKANAI, 2005), os elétrons sao
reciclados a partir da ferredoxina a plastoquinona, com producdo de ATP, porém,
sem acumular NADPH (SHIKANAI, 2007). Este fluxo de elétrons pode ter sido
intensificado nas plantas do tratamento com a maior concentracéo de ferro (9,0 mM)

em detrimento ao fluxo aciclico de elétrons. Além disso, o fluxo de elétrons
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pseudociclico pode ocorrer em certas condicdes fisiolégicas quando o O, recebe os
elétrons oriundos da ferredoxina no lugar do NADP*, através de uma reacdo nao-
enzimatica (FRIDLYAND; SCHEIBE, 1999) conhecida como reacdo de Mehler
(1951). Esta reagdo pode ter um importante papel na prote¢cdo dos vegetais sob
condigdes de estresse (HAUPT-HERTING; FOCK, 2002).

A adicao de alta concentracdo de ferro (9,0 mM) causou variagdo nos
parametros de fluorescéncia da clorofila a descritos pelo teste JIP. Os parametros
que descrevem a absor¢do e eficiéncia de aproveitamento da energia luminosa
foram intensificados para este tratamento em comparagao ao controle (0,9 mM). Os
dados indicam que: (a) os fluxos especificos por centro de reacdo foram mais
eficientes, principalmente no que se refere ao fluxo de redugao dos aceptores finais
de elétrons do FSI (REy/RC); (b) o rendimento quéantico do transporte de elétrons
também foi intensificado e (c) eficiéncias com que um exciton capturado pode mover
um elétron, na cadeia de transporte de elétrons, até os aceptores finais do FSI
também foram mais eficientes, corroborando com as observagdes relativas ao
demonstrando pela diferenga cinética da fase IP. Em relagdo ao rendimento quéntico
maximo fotoquimico em t=0 (¢po = Fv/Fm = TR,/ABS), ndo foram observadas
variagdes entre os tratamentos, indicando que este parametro ndo € bom indicador
de estresse por excesso de ferro em plantas de batata-doce.

Dentre os parametros de fluorescéncia da clorofila a observados no grafico
de radar (Fig. 2), Plags (STRASSER et al., 1999, 2000, 2004) e Plags totai (TSIMILLI-
MICHAEL; STRASSER, 2008) permitem informagdes mais completas em relagéo a
funcionalidade do sistema fotossintético da planta. Plags inclui os seguintes
componentes: a quantidade de centro de reagao fotossintético (RC/ABS); b) o fluxo
maximo de energia que atinge o centro de reagcdo do FSII [@po/(1-@po)] € C) O
transporte de elétrons no inicio da iluminacao [Wo/(1-Wo)] (STRASSER et al., 1999,
2000, 2004). Enquanto, Pl € 0 parametro mais sensivel do teste JIP que mede a
performance até os aceptores finais de elétrons do FSI (TSIMILLI-MICHAEL,;
STRASSER, 2008), ou seja, inclui "potenciais" parciais de conservagao de energia e
esta estreitamente relacionado com o resultado final da atividade da planta, como o
crescimento ou a sobrevivéncia sob condi¢cbes de estresse (YUSUF, 2010). Um valor
negativo de Plagstotal €Xpressa uma "perda" e um valor positivo expressa um "ganho"
na capacidade de conservagao de energia (YUSUF, 2010). A Figura 2 mostra que,

para o tratamento submetido a maior concentragdo de ferro (9,0 mM), houve
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aumento dos indices, principalmente em relagdo ao Plagstota. ISto significa que as
plantas apresentaram “ganho”, ou seja, maior proporgao de elétrons transferidos aos
aceptores finais em relagdo ao numero de fétons absorvidos.

Considerando que as plantas tratadas com 9,0 mM de Fe apresentaram
valores de fotossintese liquida inferiores ao controle (0,9 mM de Fe), porém com
dados relacionados a captura, absorcao e aproveitamento da energia luminosa mais
eficientes, supbem-se que os elétrons da cadeia de transporte tenham
potencializado a formac&o de espécies reativas de oxigénio (EROs), principalmente
na forma de O,' (BOWLER; MONTAGU; INZE, 1992). Na presenca de ions
metalicos como o ferro, uma série de reagdes a mais sdo desencadeadas resultando
na producdo de ‘OH na reacdo de Haber-Weiss e outras espécies destrutivas como
lipoperéxidos (BOWLER; MONTAGU; INZE, 1992). As EROs podem ser altamente
destrutivas, pois lesionam seriamente varios componentes celulares, dentre eles,
lipideos, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos, levando a uma diversidade de
alteracbes morfologicas, bioquimicas e fisiolégicas (EATON; QIAN, 2002),

comprometendo assim, o crescimento e o desenvolvimento das plantas.

5. CONCLUSAO

As mudangas induzidas pelo excesso de ferro na cinética da fluorescéncia
incluem aumento da fluorescéncia inicial (Fo) e da fluorescéncia maxima (Fu),
aparecimento das bandas L e K, assim como, aumento na captura do exciton até a
reducao da PQ (fase O-l da cinética) e no tamanho do pool de aceptores finais do
FSI (fase I-P). Também, os parametros do teste JIP mostram que ha intensificagdo
da captura, absorcdo e aproveitamento da energia luminosa para essas plantas,
principalmente quando revelado pela maior intensidade no Plags total. O @aumento do
indice de clorofila sugere aproveitamento do ferro disponivel na biossintese da
clorofila. Por outro lado, a exposicao de plantas de batata-doce ao excesso de ferro

resultou em queda na taxa assimilatéria liquida.
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CAPITULO 2

ALTERACOES FISIOLOGICAS, BIOQUIMICAS E ANATOMICAS EM PLANTAS
DE BATATA-DOCE SUBMETIDAS A DIFERENTES CONCENTRACOES DE
FERRO

Physiological, biochemical and anatomical changes in sweet potato plants
under different concentrations of iron

RESUMO - O presente trabalho teve por objetivo verificar o efeito de diferentes
concentracdes de ferro sobre caracteristicas de crescimento, atividade de enzimas
antioxidantes e alteragdes anatémicas em plantas de batata-doce (Ipomoea batatas
L.). Para tanto, mudas obtidas a partir de ramos apicais de plantas ja estabelecidas
em casa de vegetacgdo, foram enraizadas em esponja hidropdnica, posteriormente
transplantadas para um sistema de hidroponia intermitente e irrigadas durante 15
dias com solugao nutritiva contendo ferro (EDTA-férrico) nas concentragdes de 0,45;
0,9; 4,5 e 9,0 mmol L. A altura, area foliar e biomassa total tiveram redugao
significativa nas concentragdes de 4,5 e 9,0 mmol L™ de ferro. O teor de ferro nas
folhas ja estabelecidas como em folhas que se desenvolveram apds a sua aplicagéao
aumentou significativamente, o qual foi visualizado pelo teste histoquimico. A
quantidade dos demais nutrientes também foi afetada, sendo que o manganés
apresentou redugédo mais significativa. Quanto as enzimas antioxidantes, a atividade
da superoxido dismutase e ascorbato peroxidase aumentou nas plantas cultivadas
com solucédo de ferro de 9,0 mmol L. Ainda nesta concentragdo, no lado abaxial
das folhas houve reducdo na densidade estomatica, porém o didmetro dos
estdbmatos foi maior. A ultra-estrutura das células radiciais revela o comprometimento
das mitocéndrias nos tratamentos com altas concentragdes de ferro. Porém, nestas
plantas, a ultra-estrutura dos cloroplastos nao é afetada.

Palavras-chave: Ipomoea batatas L., EDTA-férrico, estresse.

ABSTRACT — The objective of this work was to evaluate the effect of different iron
levels at growth characteristics, antioxidant enzymes activity and anatomic changes
in Ipomoea batatas L. plants. Seedlings already established in the greenhouse were
rooted in hydroponic sponge, then transplanted to a hydroponics system and
intermittent irrigated during 15 days in nutrient solution containing iron concentrations
of 0.45, 0.9, 4.5 and 9.0 mmol L" ' as Fe-EDTA. The height, leaf area and total
biomass had a significant reduction in concentrations of 4.5 and 9.0 mmol L™ of iron.
The iron content in leaves established before and in leaves that developed after their
application, increased significantly, which can be visualized by histochemical test.
The amount of other nutrients was also affected, while manganese decreased more
significantly. As regards antioxidant enzymes, superoxide dismutase and ascorbate
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peroxidase activity increased in plants grown under iron solution of 9.0 mmol L. At
this concentration, on the abaxial leaf surface there was also a reduction in stomatal
density, but the diameter of the stomata was higher. The ultra structure of root cells
reveals the damage of mitochondria in treatments with high concentrations of iron.
However, in these plants, the ultra structure of chloroplasts is not affected.

Key words: Ipomoea batatas L., Fe-EDTA, stress.

1. INTRODUCAO

O ferro € um nutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento das
plantas. A forma preferencial de absorcdo pelas raizes das plantas é Fe®" (forma
mais sollvel), embora seja absorvido também como Fe>**-quelato, sendo translocado
para a parte aérea, em sua maior parte, sob a forma de complexos com o citrato
(BRIAT; CURIE; GAYMARD, 2007) e, no interior da célula, € armazenado nos
cloroplastos, mitocéndrias e nos vacuolos (JEONG; GUERINOT, 2009). Devido a
sua capacidade em aceitar e doar elétrons, o ferro participa como cofator de muitas
enzimas da cadeia respiratéria, da biossintese do DNA e do metabolismo do
nitrogénio, assim como, €& essencial no processo fotossintético e na biossintese da
clorofila (JEONG; CONNOLLY, 2009). Varias enzimas envolvidas no metabolismo do
nitrogénio e do enxofre, como a redutase do nitrato, redutase do nitrito, redutase do
sulfito e nitrogenase, utilizam grupos prostéticos contendo ferro (HANSCH;
MENDEL, 2009). A sua concentragdo, nas plantas, estad em torno de 30-300 ug g’
de massa seca (PUGH; DICK; FREDEEN, 2002), mas pode variar dependendo da
espécie, genotipo, orgaos, tecidos, e condigbes de crescimento (HANSCH;
MENDEL, 2009).

A homeostase desse metal é fundamental para o crescimento e
desenvolvimento dos vegetais, pois tanto o excesso quanto a deficiéncia s&o
prejudiciais. Uma das causas principais da deficiéncia é a presencga de carbonato no
solo, onde o pH é elevado, deixando o ferro indisponivel para absorcdo. Esta
indisponibilidade acaba afetando o metabolismo bioquimico e a fisiologia das plantas
(MAHMOUDI et al., 2009). Por outro lado, estudos tém demonstrado que as mesmas
propriedades quimicas que permitem ao ferro atuar como um eficiente cofator e
catalisador nas reagdes redox na célula, também possibilitam sua atuacido como

potente elemento téxico (OLALEYE et al., 2009). Esta condi¢cao ocorre pelo aumento
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da concentracdo de Fe?* na solugdo do solo (CRESTANI et al., 2009). O excesso
leva a potencializagao do estresse oxidativo, com aumento na producéo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), como o superdxido (O,"), radicais hidroxila (‘OH),
oxigénio singleto (O.') e o perdxido de hidrogénio (H.O2) (ROBELLO; GALATRO,
2007). As EROs podem ser altamente destrutivas, pois lesionam seriamente varios
componentes celulares, dentre eles, lipideos, proteinas, carboidratos e acidos
nucléicos, levando a uma diversidade de alteragbes morfoldgicas, bioquimicas e
fisiologicas (FANG et al., 2001).

Todavia, algumas plantas conseguem adaptar-se as condigdes impostas para
sua sobrevivéncia adquirindo mecanismos de tolerancia. No caso de excesso de
ferro, uma das formas de limitar os danos causados € interromper a oxidagao
descontrolada através de enzimas antioxidantes. A primeira enzima de defesa contra
danos causados pelas EROs é a superéxido dismutase (SOD), onde o Fe, assim
como o Mn, Cu e Zn, é o seu cofator metalico. A SOD é encontrada em varios
compartimentos celulares e catalisa a detoxicagdo do O,” para H,0, e O, (SINHA;
SAXENA, 2006). Além da SOD, as catalases (CAT) e peroxidases tém recebido
maior atencdo no que concerne a esse mecanismo de protecdo (COSTA et al.,
2005). Outra forma de evitar a toxicidade pelo excesso de ferro € armazena-lo na
proteina ferritina (CONNOLLY; GUERINOT, 2002).

O excesso de ferro também pode influenciar na absorcido de outros
nutrientes, como calcio (Ca), magnésio (Mg), potassio (K), fésforo (P), assim como
do proprio ferro, devido a precipitacdo de Oxido de ferro nas raizes da planta,
formando uma camada que impede a absor¢cdo dos nutrientes (ZHANG; ZHANG;
MAO, 1999). Os sintomas dessa deficiéncia incluem atrofia da planta, redu¢do das
brotagdes, folhas alaranjadas e raizes cobertas por uma camada vermelha de ferro
oxidado (VALH, 1991).

Estudos com espécies vegetais tém evidenciado alteragdes fisioldgicas e
anatbmicas em fungdo das condi¢gdes ambientais de cultivo (MELO et al., 2007;
ADAMSKI; COELHO 2008). Alteragbes no comportamento estomatico também séo
observadas quando plantas sdo submetidas a diferentes estresses (CASTRO et al.
2005; MARANHO et al., 2006).

A Dbatata-doce constitui um alimento altamente energético, rico em
carboidratos, agucares, sais minerais e vitaminas A, C e do Complexo B (MIRANDA

et al., 1987), sendo cultivada principalmente nas regides sul e nordeste do Brasil
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(SILVA; LOPES; MAGALHAES, 2002). E uma planta amplamente adaptada a
diversas condicdes de solo em termos nutricionais e de pH (FOLQUER, 1978).

O objetivo deste trabalho foi avaliar caracteristicas de crescimento e
biométricas, atividade de enzimas antioxidantes, absorcao de nutrientes e alteracdes
estomaticas e ultra-estruturais em plantas de batata-doce submetidas a diferentes

concentracgdes de ferro.

2. MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento deste experimento (outubro de 2009), mudas de
batata-doce foram obtidas a partir de ramos apicais de plantas ja estabelecidas em
casa-de-vegetagao, as quais foram enraizadas em esponja hidropdnica com agua
destilada Milli-Q. As mudas foram transplantadas para um sistema de hidroponia
intermitente e irrigadas com solugao nutritiva de Hoagland e Arnon (1938), contendo
diferentes concentragdes de ferro, fornecido na forma de EDTA-férrico, a saber: 0,45
(metade da concentragdo controle); 0,9 (controle — nivel recomendado); 4,5 (cinco
vezes a concentragdo controle) e 9,0 mmol L™ (10 vezes a concentragdo controle). O
pH das solugbes foi ajustado para 5,0, sendo as mesmas renovadas a cada trés
dias. Foram utilizadas 20 plantas por tratamento, as quais permaneceram nestas
condicdes por 15 dias. Apds este periodo, as plantas foram coletadas e avaliadas
quanto ao crescimento, teores de nutrientes nas folhas, atividade de enzimas
antioxidantes e caracteristicas anatdmicas.

Os parametros de crescimento avaliados foram: o comprimento de ramos
(cm), massa seca de parte aérea e de raizes (g) e area foliar (cm?) estimada
utilizando-se de medidor de area foliar Li-Cor, modelo LI-3100.

As concentragbes de macro e micronutrientes foram avaliadas a partir da
massa seca de folhas conforme metodologia descrita por Tedesco et al. (1995). Para
observar o efeito das diferentes concentracbes do ferro, os nutrientes foram
quantificados em folhas ja estabelecidas antes da aplicagdo dos tratamentos com
ferro (denominada folhas velhas) e em folhas que se desenvolveram apds a
aplicacao do ferro (denominada folhas novas).

A atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD),
ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) foi determinada em dois periodos

distintos, apds sete e 15 dias de aplicagao dos tratamentos. Aproximadamente 0,2 g
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de tecido fresco de folhas de batata-doce, desenvolvidas apds a aplicagao do ferro
foram macerados em N liquido acrescido de 20% de PVPP (Polivinilpolipirolidona) e
homogeneizados em 1,5 mL no tampdo de extragcdo que continha fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,0), EDTA 0,1 mM e &cido ascérbico 10 mM. O
homogeneizado foi centrifugado a 13.000 g por 10 min a 4°C e o sobrenadante
coletado para determinar a atividade das enzimas.

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorredugéo do azul de nitrotetrazolio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977) em um
meio de reagdo composto por fosfato de potassio 100 mM (pH 7,8), metionina 14
mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 uM . Os tubos com o meio de reagao
e a amostra (30 ulL), totalizando 2 mL de volume total, foram iluminados por sete
minutos em uma caixa adaptada com lampada fluorescente de 20 W. Para o
controle, 0 mesmo meio de reacdo, porém sem a amostra foi iluminado e, como
branco, foi utilizado um tubo com meio de reacdo mantido no escuro, também
utilizado para zerar o espectrofotdmetro. As leituras foram realizadas a 560 nm. Uma
unidade da SOD foi considerada a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a
fotorreducédo do NBT nas condi¢des de ensaio.

A atividade da CAT foi determinada conforme descrito por Azevedo et al.
(1998) com algumas modificagbes, onde a atividade foi monitorada pelo decréscimo
na absorbancia a 240 nm, durante 2 minutos em meio de reagdo (volume do extrato
50 uL, totalizando 4 mL de volume total) incubado a 28°C, contendo 100 mM de
tampao fosfato de potassio (pH 7,0) e 12,5 mM de H,0,.

A atividade da APX foi realizada segundo Nakano e Asada (1981),
monitorando-se a taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm. O tampé&o de incubacao
foi composto por fosfato de potassio 100 mM , pH 7,0, acido ascorbico 0,5 mM e
H>02 0,1 mM (volume do extrato 50 uL, totalizando 4 mL de volume total).

Para a analise ultra-estrutural, amostras de raizes e folhas novas foram
fixadas em solucdo de Karnovsky (glutaraldeido 2,5%; formaldeido 2,5% e
cacodilato 0,05 M, pH 7,2), durante 24 horas. Em seguida, lavadas em tampéo
cacodilato e pés-fixadas em solugédo de tetroxido de 6smio 2%, por cinco horas.
Posteriormente, as amostras foram desidratadas em solugées de acetona (25, 50,
75, 90 e 100 %) e submetidas a uma série de solugdes crescentes de resina Spurr,
diluida em acetona (30, 70 e 100%). Os cortes foram feitos em ultramicrétomo

(Reichert-Jung), fixados em grades de cobre de 300 mesh e contrastados com
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acetato de uranila (3%) e acetato de chumbo (3%), durante 3 minutos cada. Para
avaliagao, utilizou-se microscopio eletrbnico de transmissdo Zeiss EM-109, na
Embrapa Clima Temeprado, Pelotas-RS.

Para as avaliacbes estomaticas, foram coletadas folhas novas,
completamente expandidas, do segundo ou terceiro nd, as quais foram fixadas em
alcool 70%. Os cortes paradérmicos foram realizados manualmente no tergo médio
das folhas, clarificados em solugao de hipoclorito de sédio 5% e cada secc¢ao corada
com solucéo de azul de toluidina 0,05% em tampao fosfato 0,1 M (KRAUS; ARDUIM,
1997) e as laminas montadas em Glicerina 50%. A densidade estomatica foi
expressa pelo nimero de estdmatos por mm? Para esta andlise foi utilizado
microscopio optico Zeiss, modelo Axiostar Plus e camera digital Sony, modelo Mpeg
movie EX, 3.3 Megapixels. Utilizaram-se campos de 0,158 mm? para contagem dos
estdmatos. Para a densidade estomatica nas epidermes abaxial e adaxial, foram
observados dois campos de cinco plantas por tratamento e para o diametro polar
(comprimento das células-guarda) e equatorial (largura das células-guarda), foram
utilizadas cinco plantas por tratamento, sendo medidos, em média, cinco estdmatos
por planta. O programa de medidas Image Tool para Windows, versdao 3.00 foi
utilizado para as medidas.

Para a detecgéo histoquimica do ferro, coletaram-se fragmentos foliares da
regido mediana de folhas localizadas no terceiro ou quarto né (trés folhas por
tratamento), sendo as amostras fixadas em Karnovsky (RUZIN, 1999). Cortes
transversais de cada fragmento foram efetuados em micrétomo de Ranvier e
submetidos a uma solugao constituida de ferrocianeto de potassio e acido cloridrico
a 4%. Apos 24 horas, os cortes foram lavados em agua destilada, montados em
agua glicerinada 50% e observados em microscopio éptico (Zeiss, modelo Axiostar
Plus) equipado com camera digital (Sony, modelo Mpeg movie EX, 3.3 Megapixels).
A reacdo foi considerada positiva nas regides dos cortes que apresentaram
coloragao azul, caracteristico do azul de Prussia.

Os dados relacionados aos parametros de crescimento, teores de nutrientes,
e densidade e tamanho dos estématos foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os resultados
relacionados a atividade das enzimas antioxidantes foram submetidos a analise da
variancia (p < 0,5); quando significativos, estes foram testados por modelos de
regressdo polinomial (MACHADO; CONCEICAO, 2007). A escolha dos modelos
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baseou-se na significAncia estatistica (teste F) e no ajuste do coeficiente de

determinagao (R?).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A exposicao das plantas de batata-doce as concentracbes de ferro (Fe) de

4,5 e 9,0 mmol L™, durante 15 dias, ocasionou sintomas tipicos de toxidez por ferro,

como o aparecimento do bronzeamento e lesées nas folhas mais velhas. Estes

sintomas ocorreram associados ao decréscimo no comprimento dos ramos, area

foliar e massa seca da parte aérea e raizes observadas nestas mesmas

concentracgodes (Fig. 1).
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Figura 1 - Comprimento de ramos (A), area foliar (B), massa seca da parte aérea (C) e raiz (D) de
batata-doce em fungéo da concentragédo de ferro (mmol L'1). Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05), dentro de cada caracteristica avaliada.
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A reducgao no crescimento pode estar diretamente relacionada com os altos
niveis de ferro verificado nos tecidos foliares (Tab. 1; Fig. 4). Para o tratamento com
9,0 mmol L™, a concentracdo desse nutriente nas folhas ja estabelecidas durante a
aplicacdo dos tratamentos, foi de 349,1 mg Kg' de massa seca. Para plantas de
arroz, valores entre 300-500 mg Kg' sdo considerados criticos para toxicidade
(DOBERMANN; FAIRHUST, 2000). Porém, de acordo com Pugh et al. (2002), o
nivel critico para as plantas estaria acima de 500 mg Kg' de massa seca. Estes
dados podem indicar que existe variacdo entre as espécies e as condi¢des de
crescimento. Apesar das plantas do tratamento com 9,0 mmol L™ de Fe também
apresentarem um valor significativamente maior de ferro na biomassa seca das
folhas que se desenvolveram apds a aplicagdo dos tratamentos (186,9 mg Kg™' de
massa seca) o valor € menor quando comparado com as folhas ja estabelecidas, ou
seja, com as folhas mais velhas (Tab. 1). Em plantas, a distribuicdo de
micronutrientes para o desenvolvimento de 6rgdos em crescimento depende, em
grande parte, do transporte do floema (KRUGER et al., 2002). Maior acumulo de
ferro em raizes e folhas também foi verificado por Carli (2008), estudando o cultivo
de Ipomea pes-caprae em solugao hidropénica com excesso de ferro (acima de 2
MM deFe-EDTA). Ainda segundo o autor, com a saturagdo do ferro na raiz, ha
limitagdo da sua absor¢do e transporte até as folhas, o que pode justificar os
menores teores encontrados nas folhas mais novas, devido sua baixa mobilidade.
Assim, os dados deste trabalho podem indicar um possivel controle através da
sinalizagcdo e transporte deste elemento entre os diferentes tecidos e 6rgaos
(CONNOLLY; GUERINOT, 2002; BRIAT; CURIE; GAYMARD, 2007).

O aumento da concentracado de ferro também modificou os teores de outros
nutrientes nas folhas. Para as folhas ja estabelecidas (folhas velhas) quando da
aplicacao dos tratamentos (Tab. 1), houve diminuicdo dos teores de K, Ca, Mg para
o tratamento com 9,0 mmol L™ de Fe e diminuicéo de Mg e Mn para os tratamentos
com 4,5 e 9,0 mmol L™ de Fe, entretanto os teores de N e Cu nao diferiram entre
os tratamentos. Para as folhas que se desenvolveram apds a aplicacdo dos
tratamentos (folhas novas) (Tab. 1), os teores de P e Ca aumentaram, enquanto
que Mn diminui com as maiores concentracdes de ferro. As analises de N, K, Cu e

Zn mostraram que para estes ndo houve diferenga entre os tratamentos.
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Tabela 1 — Teores de nutrientes minerais presentes na massa seca de folhas de
batata-doce em fungdo da concentracéo de ferro

Tratamentos (mmol L™'de EDTA-férrico)

0,45 0,9 4,5 9,0 0,45 0,9 45 9,0
Folha velha Folha nova
N’ 39,09a* 43,96a 39,58a 30,71a | 41,85a 54,04a 48,64a 47,12a
p* 7,4ab 6,190 7,15ab 7,59a | 6,92a 6,07a 9,30b 10,68b

K* 73,97a 64,7ab 69,82a 555b | 81,5a 77,31a 74,92a 76,65a
Ca* 25,5a 23,4a 22,84a 19,4b | 155ab 126b 13,51b 16,78a
Mg* 6,49b 7,26a 5,9c 4,29d | 4,99a 4,8ab 4,5ab  4,16b
Cu*™ 13,61a 11,7a 9,18a 10,7a 15,8a 18,05a 15,83a 16,15a
Zn** 56,48a 48,45ab 48,4ab 44,02b | 48,7a 42,36a 26,852 42,64a
Fe** 118,9a 199,2a 207a 349,1b | 108,1a 108,13a 144,3a 186,9b
Mn** 321,9a 388,02a 152,5b 67,22b | 159,2a 191,0a 83,7b 37,74b

* g Kg"' de massa seca, ** mg Kg~' de massa seca, * Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), dentro de cada tipo de folha.

Algumas plantas exibem mecanismos de adaptagcdo ou resisténcia que
conseguem sobrepor os efeitos do estresse por excesso de ferro. Uma das formas é
a oxidagdo de Fe?" na rizosfera, formando uma placa, a qual pode evitar a absorgao
excessiva do préprio ferro (DOBERMANN; FAIRHURST, 2000). A placa possui
propriedades quimicas e fisicas similares aos 6xidos de ferro encontrados no solo,
tornando-a também capaz de adsorver outros ions (LIU; ZHANG; ZHANG, 2007).
Neste estudo, foi observada reducado significativa do Mn na massa seca da parte
aérea das plantas com as maiores concentracdées de ferro, indicando uma possivel
influéncia da barreira de 6xido de ferro na absor¢cao desse nutriente. Além disso, o
Fe e o Mn competem pelo mesmo sitio de ligagao fisiologico (BASER; SOMANI,
1982), o que pode ter inibido a absorgao e a translocagado do Mn para a parte aérea.
Resultados semelhantes foram encontrados para Solanum tuberosum
(CHATTERJEE; GOPAL; DUBE, 2006).

De acordo com Krueger et al. (2002), foi identificada, no floema de Ricinus
communis, uma proteina de ligagao e transporte de Fe**, a qual pode ligar-se

também aos metais Cu®’, Zn?* Mn?*. Nas folhas de batata-doce submetidas as
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diferentes concentracdes de ferro, nao foi verificada diferenga estatistica nos teores
de Cu e Zn, indicando que o transporte destes metais, nao foi alterado.

A alteracao verificada nos niveis de alguns nutrientes na parte aérea também
pode ter contribuido para a reducao do desenvolvimento das plantas.

Mecanismos de tolerdncia dos tecidos foliares a niveis elevados de ferro,
como a indugdo do sistema antioxidante, tém sido sugeridos como elementos
importantes em diversas espécies para tolerar os altos niveis de ferro, dado que o
ferro € capaz de gerar espécies reativas de oxigénio (EROs), principalmente o
radical hidroxila (OH") por se ligar a varios pequenos quelantes (STEIN et al., 2009).
Desta forma, a acdo sincronizada das enzimas antioxidantes & essencial para a
remocado das EROs. No presente experimento, a variavel-resposta SOD apresentou
interacao significativa entre os dias de avaliagdo e as concentragdes testadas (Fig.
2A). Apds quinze dias de aplicagcdo dos tratamentos, sua atividade aumentou
21,37% no tratamento com 4,5 mmol L™ e 48,12% no tratamento com 9,0 mmol L™
de Fe (Fig. 2A). A analise da variancia também demonstrou interagéo significativa
entre os dias de avaliacdo e as concentracdes testadas para a atividade da APX
(Fig. 2C). Observa-se aumento em sua atividade conforme o aumento da
concentracdo de ferro nos dois periodos de avaliagdo, sendo que na maior
concentragdo (9,0 mmol L") houve aumento de 84,16% apds sete dias e de 38,81%
apos quinze dias de aplicagao dos tratamentos. Para a variavel-resposta CAT nao
houve interacao significativa entre os dias de avaliacdo e as concentragdes testadas
(Fig. 2B). Porém, sua atividade apresentou aumento de 25% no tratamento com 4,5
mmol L e diminuigdo de 5,83% para o tratamento com 9,0 mmol L™ em relagéo ao
controle (0,9 mmol L™).

A SOD vem sendo considerada como a primeira enzima de defesa
antioxidante em plantas, dismutando dois radicais superéxido (O,") até oxigénio
molecular (O;) e peroxido de hidrogénio (H2O2) (SINHA, 2006). No presente
experimento, apds quinze dias de aplicagao dos tratamentos, a adi¢cao de alta dose
de ferro, estimulou significativamente a atividade da SOD em folhas de batata-doce,
conferindo a essa enzima um importante papel na prote¢gdo contra o estresse
oxidativo (Figura 2A). Sinha et al (1997) também relataram um aumento da atividade
da SOD em plantas de Hydrilla verticillata cultivadas em presencga de ferro. Por outro

lado, efeito inibitério do ferro sobre a atividade da SOD foi observado em Bacopa
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monnieri, Eugenia uniflora e Helianthus annuus (GALLEGO; BENAVIDES;
TOMARO, 1996; SINHA; SAXENA, 2006; NEVES et al, 2009).

O H,0O, também é téxico para a célula e deve ser detoxificado. Este processo
é feito pela catalase (CAT) e/ou peroxidase (APX). A CAT e a APX pertencem a
duas diferentes classes de enzimas de limpeza devido as suas diferentes afinidades
pelo H,O,, com a APX na ordem yM e a CAT em mM. Assim, enquanto a APX seria
responsavel pela modulacdo refinada das EROs para a sinalizagdo, a CAT seria
responsavel pela remogdo do excesso de EROs gerado durante o estresse
(MITTLER, 2002).
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Segundo Chatterjee et al (2006), com a diminui¢gado do substrato a sintese da
CAT é bloqueada, o que corrobora com os resultados obtidos em nosso trabalho
onde, na maior concentracdo de ferro (9,0 mmol L") houve reducéo da atividade da
CAT devido a reducéo dos niveis de H,O; pelo aumento na atividade da APX (Fig.
2B e C). Desse modo, relacionando a atividade da CAT e APX com a concentragéao
de H,O, nas células, pode-se inferir que houve uma variagdo na concentragao de
H,0O2 nas plantas de batata-doce expostas a maior concentragéo de ferro (9,0 mmol
L'1) €, com isso, variagao na atividade dessas enzimas. Dados semelhantes para a
atividade da CAT e APX foram obtidos por Chatterjee et al (2006) quando da
exposicao de Solanum tuberosum ao estresse por ferro.

Quanto a anatomia, as folhas de batata-doce caracterizam-se por serem
anfiestomaticas com estématos paraciticos (GLORIA; GUERREIRO, 2006). A adigéo
de elevada concentracdo de Fe no meio nutritivo (9,0 mmol L") ocasionou uma
diminuicao da densidade estomatica no lado abaxial das folhas (Fig. 3), sendo que
no lado adaxial ndo houve diferenga entre os tratamentos (Tab. 2). O diametro (polar
e equatorial) dos estdmatos do lado abaxial das folhas apresentou aumento para os
tratamentos com as maiores concentragées de ferro (4,5 e 9,0 mmol L™). Em relagdo
ao didmetro equatorial adaxial, ndo houve diferenca entre os tratamentos. Ja para o
didmetro polar adaxial, o tratamento submetido a menor concentragéao de ferro (0,45
mmol L) apresentou o maior valor (Tab. 2). Nas espécies vegetais, os estdmatos
sao estruturas importantes para o crescimento e desenvolvimento, pois tém papel
preponderante ao regular simultaneamente o fluxo transpiratério para a atmosfera e
o fluxo de CO; para o interior da folha (SILVA; ALQUINI; CAVALLET, 2005). Estas
estruturas podem variar em forma, tamanho e quantidade em funcado de fatores
abidticos, o que acarreta variagdes nas condi¢des fotossintéticas (LARCHER, 1986).
Trabalhos tém mostrado que o estresse hidrico (MELO et al, 2007), poluicdo
atmosférica (ALVES; TRESMONDI; LONGUI, 2008), fotoperiodo (CASTRO et al,
2005), adubacdo organica e mineral (ROSOLEM; LEITE, 2007; CORREA et al.,
2009) podem provocar alteragcbes na densidade dos estdbmatos. Em batata-doce,
observou-se que na epiderme abaxial, que concentra geralmente maior densidade
estomatica, houve redugdo do nimero de estdmatos por mm? & medida que se
elevaram as doses de ferro (Tab. 2 e Fig. 3). Tem sido reportado que a densidade
estomatica também esta correlacionada inversamente com o tamanho em

comprimento das células-guarda (GALMES et al. 2007). No presente trabalho foi
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encontrado maior didmetro, tanto polar quanto equatorial, para os estématos da face
abaxial das plantas do tratamento com 4,5 e 9,0 mmol L' de Fe (Tab. 2), mostrando
uma possivel relagdo inversa entre densidade estomatica e diametro dos estématos.
Assim, a presenca de altas concentracdes de ferro, durante o crescimento da folha,
pode ter provocado alteracbes bioquimicas, as quais influenciaram o
desenvolvimento normal dos tecidos e, consequentemente, dos estdbmatos.
Considerando o fato de que algumas plantas necessitam se adaptar
morfofisiologicamente a determinadas condi¢cdes de estresse, a menor densidade
estomatica pode ter sido compensada, pelo menos em parte, com o0 aumento no

didmetro dos estomatos.

Tabela 2 - Densidade e didmetros dos estdbmatos (média + erro padrao) de batata-
doce em funcgao da concentragao de ferro

Tratamentos (mmol L™ de Fe)

Caracteristica avaliada 0,45 0,9 4,5 9,0
Epiderme adaxial

Dens. Est. Ad. (n°/mm?) 8,5+1,1a 7,9+0,7a 8,6+0,5a  7,1%0,8a

DPEEAd (um) 34,7+0,5a 32+0,6b  33,1+0,4ab  32,210,7b

DEEEAd (um) 24,7+0,3a 24,2+0,2a 23,9+0,2a 25+0,3a
Epiderme abaxial

Dens. Est. Ab. (n°/mm?) 24+1,5a 24,2+1,8a 22,3+1,3a  13,7+1,3b

DPEEADb (um) 30,7+1a 32,7+0,6a 35,940,6b  35,9+0,6b

DEEEADb (um) 23,2+0,3a 23,3+0,2a 24.9+0,4b  26,7+0,5c

Dens. Est. Ad.: densidade estomatica da epiderme adaxial; DPEEAd = didmetro polar dos
estdmatos da epiderme adaxial; DEEEAd = didmetro equatorial dos estdbmatos da epiderme adaxial;
Dens. Est. Ab.: densidade estomatica da epiderme abaxial;, DPEEAb = didmetro polar dos
estdmatos da epiderme abaxial; DEEEAb = didmetro equatorial dos estdbmatos da epiderme abaxial;
* - Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).



Figura 3 - Se¢des paradérmicas da epiderme da face abaxial de folhas de batata-doce. (A) Epiderme
de planta cultivada em 0,9 mmol L™ de Fe (controle). (B) Epiderme de planta cultivada em 9,0 mmol L
' de Fe (10 x a concentragéo controle). A seta indica tricoma glandular. Barra = 50 ym.

O método histoquimico do Azul de Prussia pode ser considerado
complementar para o entendimento dos processos que envolvem o acumulo e a
toxidez ao excesso de ferro nos tecidos vegetais por ser um método confiavel e
sensivel para sua localizacdo, sendo que quantidades muito pequenas podem ser
detectadas microscopicamente, permitindo assim, caracterizar temporal e
espacialmente a distribuicdo do elemento nos tecidos (KRISHNAN et al 2003;
SIVAPRAKASH et al., 2006). De fato, no presente trabalho, verificou-se o acumulo
de ferro nos tecidos do limbo das plantas expostas as diferentes concentracbes
desse nutriente, ou seja, de todos os tratamentos. Nas figuras 4A e 4B evidencia-se
a presengca de ferro nas células epidérmicas, feixes vasculares, parénquima
palicadico e lacunoso, assim como no coértex parenquimatico da nervura central de
plantas do tratamento com 9,0 mmol L™ de Fe, fato que confirma a absorcdo deste
elemento.

A presenca de ferro nos tecidos fotossintetizantes (parénquima paligadico)
deve-se possivelmente ao acumulo deste metal nos cloroplastos, local de maior
armazenamento (BRIAT; CURIE; GAYMARD,2007). A presencga do ferro observada
no floema deve-se a funcdo desse tecido na sua redistribuicdo. A histolocalizacao
observada em plantas de batata-doce expostas as diferentes concentragdes de ferro
também foi verificada por Silva et al. (2006) nas espécies de restinga Byrsonima
sericea, Cordia verbenacea e Psidium guineense expostas as emissdes de material
particulado de ferro e por Carli (2008) em Ipomoea pes-caprae cultivada em

concentragdes crescentes deste nutriente.
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Figura 4 — (A-B) Cortes transversais da folha de batata-doce cultivada em 9,0 mmol L' de Fe e
submetidos ao azul de Prussia. Observar a reagao positiva nos tecidos fotossintéticos (A), bem como
no floema (B). EAD — epiderme da face adaxial da folha, EAB — epiderme da face abaxial da folha, PP
— parénquima paligadico, PE — parénquima esponjoso, PC — parénquima cortical, F — Floema, X —
Xilema. Barra = 50 ym.

As imagens geradas através da microscopia eletrbnica de transmissao de
células do cortex radicial de batata-doce sdo apresentadas na figura 5. Nas plantas
dos tratamentos com 0,45 (metade da concentragdo controle) e 0,9 mmol L™ de Fe
(controle) mitocéndrias com estrutura tipica (membrana externa lisa e membrana
interna altamente dobrada denominada cristas) proximas a periferia das células sao
evidentes (Fig. 5A, 5B e 5E). No entanto, para os tratamentos com altas
concentracdes de EDTA-férrico (4,5 e 9,0 mmol L' de Fe), manchas escuras,
provavelmente de ferro precipitado, sdo observadas em grande quantidade dentro
das células e as membranas mitocondriais ndo sao visiveis (Fig. 5C, 5D e 5F).

Semelhante aos cloroplastos, as mitocondrias tém uma demanda grande por
ferro (cofator na cadeia de transporte de elétrons e formagédo de agregados Fe-S) e
devem manter a sua homeostase a fim de evitar a formacédo de EROs, armazenando
o excesso de ferro (JEONG; GUERINOT, 2009). Nas plantas de batata-doce, as
concentracbes de 4,5 e 9,0 mmol L' de EDTA-férrico usadas podem ser
consideradas toxicas para as mitocéndrias, pois as mesmas tiveram sua ultra-
estrutura completamente alterada (Fig. 5D e 5F). O excesso de ferro pode ter
potencializado a formagdo de radicais livres e, com isso, a degradagdo dos
constituintes celulares da raiz, com o comprometimento inclusive do metabolismo

respiratorio.
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Segundo Souza-Santos et al. (2001), o excesso de ferro pode induzir a
peroxidagao de lipidios, alterando a estrutura e a permeabilidade das membranas.
Como nas folhas foi observado aumento da atividade das enzimas SOD e APX (Fig
2A e C) em fungdo da maior produgdo de EROs no tratamento mais elevado de
ferro, nas raizes o estresse oxidativo pode ter sido mais severo e, assim, as EROs
nao foram detoxificadas eficientemente, levando a degradacdo das membranas.
Este fato pode ter contribuido para as alteragdes ultra-estruturais encontradas nas
raizes de batata-doce. Também, a reducdo na massa seca das raizes, observada
nas plantas dos tratamentos com as maiores concentragdes de ferro (Fig. 1D), pode
estar relacionada com o comprometimento do metabolismo das células deste 6rgao,
dados estes também observados em trigo na presenca de altas concentragcdes de
aluminio (LI et al., 2008).
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Figura 5 - Eletromicrografia de transmissao de células do coértex radicial de plantas expostas a
diferentes concentragdes de EDTA-férrico. (A) 0,45 mmol L. (B e E) 0,9 mmol L. (C) 4,5 mmol L™.
(D e F) 9,0 mmol L™. A seta indica mitocondrias.
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A ultra-estrutura das células do mesofilo é apresentada na figura 6. Observa-
se que os cloroplastos das plantas de todos os tratamentos com ferro apresentam-
se elipsbéides com arranjo tipico do grana e estroma, com grdos de amido presentes
(Fig. 6A-F). No entanto, pontos elétron-denso sdo observados no estroma dos
cloroplastos das plantas do tratamento com 9,0 mmol L de ferro que poderiam
corresponder ao acumulo de ferritina (Fig. 6D). As ferritinas sao proteinas presentes
nas plantas e tém como funcdo sequestrar o excesso de ferro absorvido pelas
células (DUY et al., 2007; AMILS et al., 2007), impossibilitando a formacédo de
radicais livres via reagdo de Fenton. Segundo diferentes autores, as ferritinas nas
folhas, tanto na forma cristalina como né&o-cristalina, estdo localizadas
principalmente nas mitocéndrias e nos cloroplastos (MASSOVER, 1993; ZANCANI et
al., 2004). A importancia da proteina ferritina na protegcdo ao estresse oxidativo
mediado por ferro também foi recentemente demonstrada por Ravet et al. (2009),
que mostrou que as ferritinas sdo essenciais para a protecao das células e que a
sua falta leva a uma reducdo no crescimento e defeitos no desenvolvimento
reprodutivo, provavelmente devido a toxidez por excesso de ferro.

Além disso, quando plantas de batata-doce foram expostas a elevada
concentracéo de ferro (9,0 mmol L™), o indice de clorofila foi maior e os parametros
do teste JIP, que descrevem a absorg¢ao e eficiéncia de aproveitamento da energia
luminosa, foram intensificados nestas plantas, indicando uma melhor eficiéncia na
captura, absorgao e aproveitamento da energia luminosa (capitulo 1). Assim, esses
resultados indicam que plantas de batata-doce quando submetidas a altas
concentracdes de ferro ndo apresentam sinais de toxidez, nas folhas que se
desenvolveram apos a aplicacdo dos tratamentos, que possam comprometer a ultra-
estrutura dos cloroplastos e as reacdes luminosas da fotossintese.

Considerando os dados da ultra-estrutura, observa-se que o acumulo de ferro
e a sua fitotoxicidade ocorreu principalmente nas células das raizes, com sérios

danos a estrutura das mitocéndrias.
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0,25 um S G, e Y

Figura 6 - Eletromicrografia de transmiss&o de cloroplastos de plantas expostas a diferentes
concentragdes de EDTA-férrico. (A) 0,45 mmol L. (B e E) 0,9 mmol L. (C) 4,5 mmol L™". (D
e F) 9,0 mmol L™. A seta fina indica mitocondria e a seta grossa possivel actimulo de ferro
na proteina ferritina. C — cloroplasto, A — grdo de amido, N — nucleo, V — vacuolo, E —
estroma, T — tilacdides.
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5. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo sugerem que elevadas concentragdes de ferro
promoveram redugdes significativas no crescimento das plantas e na densidade
estomatica. Alteracbes estas que podem ter ocorrido como consequéncia do
estresse oxidativo, visto que aumento da atividade de enzimas antioxidantes foi
observado. A toxidez por excesso de ferro também interferiu na absorcdo dos
demais nutrientes, principalmente do Mn. Altos niveis de ferro foram determinados
nas folhas, tanto quantitativamente como qualitativamente através do teste
histoquimico. A ultra-estrutura dos cloroplastos € mantida na presenca de elevadas
concentragdes de ferro, no entanto, as mitocéndrias das raizes tém a ultra-estrutura

completamente comprometida.
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CONSIDERACOES FINAIS

A manutencdo da homeostase do ferro & essencial para as atividades
metabdlicas, tais como a fotossintese, que é a base do crescimento e
desenvolvimento dos vegetais. O ferro é fundamental neste processo, pois participa
da constituicdo de proteinas e pigmentos que estao diretamente ligados ao processo
fotossintético. No entanto, este micronutriente pode tornar-se extremamente toxico
quando em excesso. Plantas de batata-doce, na presenca de altas concentragdes
de ferro, apresentaram melhor eficiéncia nos processos que envolvem a captura,
absorcao e aproveitamento da energia luminosa, assim como, no aumento do indice
de clorofila, comprovando a sua importancia na primeira etapa da fotossintese
(reacdes luminosas). Porém, a queda na taxa assimilatéria liquida, nestas plantas,
pode indicar que o excesso de ferro comprometeu a segunda fase da fotossintese
(reagcbes de carboxilagédo), resultando em perdas na produgdo de biomassa e na
densidade estomatica. Além disso, a presenga de altos niveis de ferro em seus
tecidos foliares pode ter desencadeado um aumento na formacado de espécies
reativas de oxigénio, responsaveis pela oxidacdo de macromoléculas bioldgicas,
visto que aumento na atividade de enzima antioxidantes foi determinado. Grandes
quantidades de ferro também provocaram disturbios nutricionais nas plantas,
principalmente em relagdo ao Mn, o qual compete com ions de ferro pelos mesmos
sitios ativos de absorcdo presentes nas membranas plasmaticas das células
radiciais. Nestas células, a microscopia eletrbnica de transmissao revelou a
presenca de grandes quantidades de manchas escuras, provavelmente de ferro
precipitado, com o comprometimento da ultra-estrutura das mitocdndrias.

Assim, os conhecimentos oriundos deste trabalho podem contribuir
significativamente para uma melhor compreensédo da homeostase do ferro nas
plantas e de sua influéncia no processo fotossintético. Estudos mais aprofundados
sdo necessarios para entender a influéncia do excesso de ferro nas reacgbes de
carboxilagao, principalmente em relacéo a atividade das enzimas do ciclo de Calvin.
Estes conhecimentos poderao contribuir substancialmente para a biologia de plantas

e, consequentemente, para a agricultura e nutricdo humana, visto que a batata-doce
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pode ser usada em programas de melhoramento vegetal visando a obteng¢ao de uma

cultivar tolerante ao excesso de ferro no solo.
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