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RESUMO 

 

MORAES, Caroline Leivas. Alterações bioquímicas, fisiológicas e 
ultraestruturais em sementes e plantas de tomate ex postas ao chumbo. 
2011. 70f. Tese (Doutorado) – Programa de Pós-Graduação em Fisiologia 
Vegetal. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
 
O chumbo (Pb) é um metal potencialmente tóxico, podendo ser adicionado aos 
solos por meio de fertilizantes fosfatados, resíduos industriais e lodo de esgoto. 
Portanto, objetivo desta pesquisa foi avaliar alterações induzidas pelas diferentes 
concentrações de acetato de chumbo nas características fisiológicas, bioquímicas 
e ultraestruturais de sementes e plantas de tomate. O experimento foi dividido em 
duas etapas, onde na primeira avaliou-se o efeito do metal no potencial fisiológico 
das sementes e crescimento inicial das plântulas, teores de clorofila, carotenóides 
e alterações ultraestruturais. Para tanto, sementes de tomate foram submetidas a 
diferentes concentrações de acetato de chumbo (zero; 0,25; 0,5 e 0,75mM). Na 
segunda etapa, plantas cultivadas por 30 dias em casa de vegetação foram 
transplantas para vasos plásticos e mantidas em sala de crescimento climatizada. 
Após um período de 14 dias, foram realizadas quatro aplicações das diferentes 
concentrações de Pb, as quais eram intercaladas com solução nutritiva. Quatro 
avaliações de trocas gasosas e fluorescência da clorofila a foram determinadas e, 
ao final do experimento, determinou-se a atividade das enzimas superóxido 
dismutase, catalase, ascorbato peroxidase, glutationa redutase, peroxidação 
lipídica e conteúdo de H2O2, bem como as características de crescimento. Os 
resultados permitiram verificar que o acetato de chumbo reduziu a viabilidade das 
sementes e causou redução nas características de crescimento, além de 
distorções nos tilacoides dos cloroplastos e na quantidade e tamanho dos grãos 
de amido. Os teores de clorofila a, b e carotenoides foram drasticamente afetados 
pelo acetato de chumbo. Quanto à assimilação de CO2, condutância estomática e 
transpiração, houve decréscimo significativo para todas as variáveis, bem como 
nas características de crescimento, sendo o sistema radical mais sensível ao 
metal. Em relação ao sistema de enzimas antioxidante, em geral, houve aumento 
na atividade das enzimas analisadas, porém não o suficiente para impedir 
peroxidação lipídica das membranas. Logo, pode-se concluir que o acetato de 
chumbo reduz a qualidade fisiológica das sementes de tomate. Nas plantas, tem 
efeito direto na fase bioquímica da fotossíntese por induzir o fechamento 
estomático, diminuindo consideravelmente a entrada de CO2 para o interior 
mesofilo.  
 

Palavras-chave: Acetato de chumbo. Qualidade fisiológica. Enzimas 
antioxidantes. Trocas gasosas.  
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ABSTRACT 

 

MORAES, Caroline Leivas. Biochemical, physiological, and ultrastructural 
changes in seeds and tomato plants exposed to lead.  2011. 70f. Tese 
(Doutorado) – Programa de Pós-Graduação em Fisiologia Vegetal. Universidade 
Federal de Pelotas, Pelotas. 
 

Lead (Pb) is a potentially toxic metal, it can be added to soils via phosphate 
fertilizers, industrial waste and sewage sludge. Therefore, the purpose of this 
research was to evaluate the changes induced by different concentrations of lead 
acetate in physiological characteristics, biochemical and ultrastructural of seeds 
and tomato plants. The experiment was divided into two trials, where the first 
evaluated the effect of metal on the physiological potential of seeds and initial 
seedling growth, chlorophyll, carotenoids and ultrastructural alterations. In the first 
trial tomato seeds were exposed to different concentrations of lead acetate (zero; 
0,25; 0,5 and 0,75mM). In the second trial, plants grown for 30 days in a 
greenhouse were transplanted to plastic pots and kept in climate-controlled growth 
room. After a period of 14 days, there were four applications of different 
concentrations of lead acetate, which were irrigated with nutrient solution. Four 
evaluations of gas exchange and chlorophyll a fluorescence were determined, and 
at the end of the experiment, there were measured the activity of the enzymes 
superoxide dismutase, catalase, ascorbate peroxidase, glutathione reductase, lipid 
peroxidation and H2O2 content, as well as the growth characteristics. Results 
demonstrated that lead acetate reduced the seed viability and caused a reduction 
in growth characteristics, and distortions in the thylakoids of chloroplasts and the 
amount and size of starch grains. The content of chlorophyll a, b and carotenoids 
were dramatically affected by lead acetate. In CO2 assimilation, stomatal 
conductance and transpiration, there was a significant decrease for all variables, 
as well as on growth characteristics, and the root system was more sensitive to 
the metal. Regarding the antioxidant enzyme system in general, there was an 
increased activity of the enzymes analyzed, but not enough to prevent lipid 
peroxidation of membranes. In conclusion, lead acetate reduces the physiological 
quality of tomato seeds. In plants, it has direct effects on the biochemical phase of 
photosynthesis by inducing stomatal closure, reducing considerably the input of 
CO2 into the interior mesophyll. 

Palavras-chave: Lead acetate. Physiological quality. Antioxidant enzymes. Gas 
exchange.  
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LISTA DE SIGLAS, ABREVIATURAS E SÍMBOLOS 

 

A = taxa assimilatória líquida 

ASA = ascorbato 

ALA = δ-aminolevulínico 

ALAD = δ-aminolevulínico desidratase 

APX = ascorbato peroxidase 

ATP = adenosina trifosfato 

CAT = catalase 

CE = condutividade elétrica 

CdCl2 = cloreto de cádmio 

DAS = dias após a semeadura 

DHA = dehidroascorbato 

E% = porcentagem de emergência 

EROs = espécies reativas de oxigênio 

EDTA = ácido etileno diamino tetracético 

GR = glutationa redutase 

gs = condutância estomática 

GSH = glutationa reduzida 

GSSG = glutationa oxidada 

H2O2 = peróxido de hidrogênio 

IVE = índice de velocidade de emergência 

IVG = índice de velocidade de germinação 

KI = iodeto de potássio 

MDA = malonaldeído 

MDHA = monodehidroascorbato 

NADPH = nicotinamida adenina dinocleotídeo fosfato reduzida 

NBT = azul de nitro tetrazólio 

O2 = oxigênio molecular 

O2•
- = radical superóxido 

1O2  = oxigênio singlet 

OH• = radical hidroxila 
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FSII = fotossistema II 

PCG = primeira contagem de germinação 

p- NP = p- nitrofenol 

PVPP = polivinil polipirrolidona 

SH = grupo sulfidril 

SOD = superóxido dismutase 

TBA = ácido tiobarbitúrico 

TCA = ácido tricloroacético 

Tr = taxa de transpiração 

TRE = taxa de transporte de elétrons 

ΦPS2 = rendimento quântico efetivo do FSII 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

 A degradação do ambiente é resultante da atividade humana desde vários 

séculos até o presente, mas somente há poucas décadas o homem começou a 

preocupar-se com o impacto dos poluentes sobre as próximas gerações. 

 Atualmente, como resultado da atividade humana, as plantas e sementes 

estão mais expostas a quantidades enormes de produtos potencialmente 

danosos. A extensão em que as funções vitais dos vegetais são afetadas pelos 

poluentes, e se há dano visível, dependem de muitos fatores, tanto bióticos como 

abióticos. Dentre os diversos fatores, os mais importantes a serem considerados 

são a espécie, a forma de crescimento, a idade, as condições climáticas e 

edáficas, as propriedades químicas e a concentração do poluente, bem como o 

momento e a duração do mesmo (LARCHER, 2000). Fatores, tais como estádio 

de desenvolvimento da planta, tempo de exposição ao metal e as diferentes 

espécies químicas dos elementos, podem também interferir nesses aspectos, 

refletindo nos teores dos poluentes nas diferentes partes da planta (ALLOWAY; 

AYRES, 1997). 

 O termo metal pesado é aplicado a um grupo heterogêneo de elementos 

químicos que possuem densidade superior a 5 g cm-3 (SEREGIN; IVANOV, 2001). 

Dos 90 elementos químicos que ocorrem naturalmente 53 são metais pesados. 

Entre estes metais, ferro (Fe), molibdênio (Mo), manganês (Mn), zinco (Zn) e 

cobre (Cu) são importantes como micronutrientes, enquanto níquel (Ni), cobalto 

(Co), vanádio (Va) e cromo (Cr) são elementos tóxicos, com maior ou menor 

importância como elementos traços. Por outro lado, prata (Ag), arsênio (As), 

mercúrio (Hg), cádmio (Cd), chumbo (Pb) não têm função conhecida como 
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nutrientes, sendo mais ou menos tóxicos para as plantas, sementes e 

microorganismos (BENAVIDES et al., 2005).  

 As plantas necessitam de água, macronutrientes e micronutrientes para 

sobreviver e absorvem, principalmente pelas raízes, os elementos metálicos que 

estão no solo e na água. Em microquantidades alguns elementos metálicos são 

necessários para obtenção de uma planta saudável, tendo a sua absorção 

facilitada por mecanismos próprios de transporte e acumulação, no entanto, as 

plantas não conseguem evitar totalmente a entrada de metais tóxicos pelo mesmo 

mecanismo. 

 Teores fitotóxicos de metais não são ocasionalmente encontrados sob 

condições naturais, porém o crescente emprego de fertilizantes e pesticidas no 

solo, aliado ao aumento das atividades industriais e de mineração, são os 

principais responsáveis pela contaminação do solo, cursos de água e lençol 

freático por metais pesados (MALAVOLTA, 1994). Adubos utilizados para suprir 

micronutrientes, possuem uma composição, que além dos elementos desejáveis, 

também, em geral, contém metais pesados tóxicos como cádmio, chumbo e o 

cromo, que são indesejáveis à cadeia produtiva causando uma contaminação 

cumulativa nos solos. 

 A presença de metais pesados pode causar mudanças morfológicas, 

fisiológicas, bioquímicas e estruturais nas plantas. A inibição do crescimento das 

raízes é um dos principais bioindicadores para estudos de fitotoxicidade de 

compostos orgânicos (CAMPBEL et al., 1995). Redução no conteúdo de clorofila 

em macrófitas aquáticas, cujas raízes foram expostas a substâncias 

potencialmente tóxicas demonstraram relação direta com a dose aplicada 

(POWELL et al., 1996). 

 Segundo ATSDR (2006), existe nos Estados Unidos, uma lista contendo 

275 substâncias orgânicas e inorgânicas consideradas perigosas, que se baseia 

na combinação de sua freqüência, toxicidade e potencial de exposição humana. 

Nesta lista o chumbo está presente em segundo lugar. 

 O chumbo é um metal potencialmente tóxico para animais e plantas, pode 

ser adicionado aos solos por meio de fertilizantes fosfatados, calcários, resíduos 

industriais, compostos orgânicos provenientes da reciclagem de lixo urbano e lodo 

de esgoto (AMARAL SOBRINHO et al., 1992; KABATA PENDIAS;  PENDIAS, 

1992; CRAVO et al., 1998). No passado, este metal foi utilizado em encanamento 
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de água potável e soldas; ultimamente para cobrir cabos elétricos, isolante para 

equipamentos de raios-X, pigmento de tinta, componente de baterias, aditivo na 

gasolina e pesticidas (MAGNUS, 1994; ALLOWAY; AYRES, 1997; TAN, 2000). 

Além disso, é utilizado como munição para caça, e as balas depositadas no solo 

quando ingeridas pelos pássaros, os levam à morte por intoxicação (BAIRD, 

2001). Pelo fato de não existir naturalmente em nenhum organismo, tão pouco 

desempenhar funções nutricionais ou bioquímicas em microorganismos, plantas, 

animais ou seres humanos, a presença desse metal no organismo é prejudicial 

em qualquer concentração. A população mundial vem enfrentando grave 

problema de contaminação do solo e do ar, causada pelo acúmulo deste metal. O 

chumbo pode ser ingerido por meio de alimentos sólidos e líquidos contaminados 

e sua tocixidade gera desde efeitos clínicos, até efeitos bioquímicos. Também, os 

sistemas gastrintestinais e reprodutivos são alvo da intoxicação pelo chumbo 

(MOREIRA; MOREIRA, 2004). 

 A contaminação de solos com chumbo é um processo acumulativo 

praticamente irreversível aumentando, assim, os teores desse metal na superfície 

do solo (WALLACE; WALLACE, 1994). Suas concentrações no solo podem variar, 

sendo considerado como alerta valores próximos a 72mg kg-1 e de 180, 300 e 

900mg kg-1 para intervenção de área agrícola, residencial e industrial, 

respectivamente (CETESB, 2007).  Os valores de toxicidade também são 

bastante variáveis entre as espécies de plantas. Concentrações entre 30 e 300mg 

kg-1 de chumbo na massa seca são consideradas tóxicas para as plantas 

(KABATA-PENDIAS, 2000). Em plantas de girassol o acúmulo de 71mg kg-1 de 

chumbo causam sintomas de toxidez (PEREIRA, 2005). 

 A absorção do chumbo pelas plantas ocorre na forma bivalente (Pb2+) e por 

mecanismo passivo, sendo absorvido por pêlos radiculares (KABATA-PENDIAS ; 

PENDIAS, 2000). Porém, a forma de distribuição do chumbo nas plantas é muito 

variável, dependendo da espécie e das condições do ambiente em que a planta 

está inserida. Por ser o metal pesado menos móvel há maior acúmulo nas raízes 

de plantas que crescem em solos ou soluções contaminadas, mas ocorrendo 

maior acúmulo na parte aérea de plantas que estão submetidas à poluição do ar 

contaminado por este metal.  

 O elevado acúmulo de chumbo nas raízes pode estar relacionado com a 

imobilização desse elemento por meio de polímeros orgânicos insolúveis (KAHLE, 
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1993). A parte da raiz em crescimento é coberta por uma mucilagem que é 

excretada pela coifa. A habilidade da mucilagem em se ligar aos metais pesados 

e consequentemente retardar sua entrada nas raízes depende diretamente da 

afinidade do metal com os grupos funcionais constituintes da mucilagem 

(SEREGIN; KOZHEVNIKOVA, 2008). Os íons de chumbo possuem alta afinidade 

com esses grupos e a forte ligação desse metal com os compostos da mucilagem 

restringe seu influxo para as células das raízes, atuando como uma importante 

barreira ao metal (SEREGIN et al., 2004). Em Picea abies, o teor de chumbo nas 

raízes é cerca de dez vezes maior que no caule (MARSCHNER et al., 1996).  

 O chumbo liga-se fortemente a grupos carboxil da parede celular ou pode 

atravessar a membrana plasmática, através dos canais de cálcio (SINGH et al., 

1997) e ser complexado por várias substâncias (fitoquelatinas e metalotioneínas),  

sendo estes os principais mecanismos de detoxificação para este metal 

(ANTOSIEWICZ; WIERZBICKA, 1999). Porém, quando estes mecanismos de 

defesa não são suficientes para evitar a toxicidade, podem ocorrer alterações no 

metabolismo da planta. 

 Dentre os sintomas de toxidez causados pelo chumbo estão incluídos 

redução na porcentagem de germinação, o qual depende da estrutura da 

semente, decréscimos no índice de velocidade de germinação e no crescimento 

inicial das plântulas (MISHRA; CHOUDHARI, 1998).  

 Em termos nutricionais, o chumbo reduz a concentração de vários 

elementos essenciais às plantas. Isto ocorre pelo fato deste metal competir com 

outros cátions, como cálcio, magnésio, cobre, ferro e potássio (SHARMA; 

DUBEY, 2005).  Em plantas de milho o chumbo reduz o conteúdo de cálcio e 

potássio (HUANG; CUNNINGHAM, 1996). Também, os efeitos tóxicos de chumbo 

ocorrem nos processos de fotossíntese, mitose e absorção de água 

(MALAVOLTA, 1994). Além disso, causa inibição da atividade de diversas 

enzimas por bloquear a ligação de cofatores essenciais à sua ativação (ISLAM et 

al., 2008),  mudanças hormonais e alterações na permeabilidade da membrana 

celular (WIERZBICKA, 1995; SHARMA; DUBEY, 2005; SINHA et al., 2006; 

GUPTA et al., 2009).  

 A exposição das plantas ao chumbo pode intensificar a produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) o qual ocorre em diferentes locais na célula 

e que são responsáveis pela indução do estresse oxidativo (FOYER et al., 1994). 
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A principal fonte dessas moléculas são organelas que possuem grande fluxo de 

elétrons ou processos de oxirredução, como os cloroplastos (ASADA, 2006), 

mitocôndrias (MOLLER, 2001) e peroxissomos (DEL RIO  et al., 2006).  

 As plantas possuem um eficiente mecanismo de defesa antioxidante, o 

qual é capaz de remover espécies reativas de oxigênio, como radical superóxido 

(O2
•-) e peróxido de hidrogênio (H2O2), geradas em excesso quando as plantas 

estão expostas a algum tipo de estresse (GRATÃO et al., 2008). Algumas das 

enzimas antioxidantes incluídas nesse sistema são a superóxido dismutase, 

catalase, ascorbato peroxidase e glutationa redutase. A superóxido dismutase 

(SOD, EC 1.15.1.1), que é a conhecida como a primeira enzima a atuar, 

transforma o O2
•- a H2O2. A fim de evitar a conversão do H2O2 em radicais mais 

reativos, como o radical hidroxila (OH•), subsequentemente, este H2O2 pode ser 

metabolizado a H2O e O2 pela catalase (CAT, EC 1.11.1.6) ou pela ascorbato 

peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) (GRATÃO et al., 2005). A APX, por sua vez, é 

uma enzima pertencente ao ciclo ascorbato glutationa, que ao degradar o H2O2, 

catalisa a oxidação de duas moléculas de ascorbato, resultando em 

monodeidroascorbato (MDHA) e H2O. Para que a APX se mantenha ativa é 

necessária a regeneração do MDHA, que pode ser mediada indiretamente através 

da enzima glutationa redutase (GR) (APEL; HIRT, 2004). Em milho e arroz o 

chumbo causa o aumento na atividade da GR (VERMA; DUBEY, 2003).  

 No entanto, se houver acúmulo acelerado de EROs e/ ou este sistema 

antioxidante não atuar de maneira eficiente ocorre danos oxidativos com 

consequencias  deletérias  para as plantas (SCANDALIOS, 2005). A peroxidação 

lipídica é um dos principais efeitos ocasionados pelo aumento excessivo das 

EROs, que danifica a estrutura e funcionamento das membranas alterando a sua 

fluidez e permeabilidade (HALLIWELL, 2006). O chumbo causa injúrias nas 

membranas celulares de plantas de feijão-de-corda (Vigna unguiculata) 

(BHATTACHARYA; CHOUDHURI, 1995), arroz (MISHRA; CHOUDHURI, 1996; 

VERMA; DUBEY, 2003) e milho (ZACCHINI et al., 2003). 

 O aparelho fotossintético é extremamente sensível ao estresse ambiental. 

Plantas expostas ao chumbo apresentam declínio na taxa fotossintética que pode 

ser resultante de distorções na ultraestrutura dos cloroplastos ocasionada pela 

ação de radicais livres, inibição ou degradação na síntese dos pigmentos 

cloroplastídicos, redução da taxa de transporte de elétrons ou inibição da 
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atividade das enzimas do ciclo de Calvin (SHARMA; DUBEY, 2005). O padrão de 

emissão de fluorescência pela clorofila é um indicador sensível da integridade e 

da funcionalidade do aparelho fotossintético (LAGE PINTO et al., 2008). Assim, o 

uso de técnicas, como a fluorescência modulada da clorofila a, que avalia a 

eficiência fotossintética, mais especificamente a capacidade de absorção da 

energia luminosa pelo FSII e a transferência na cadeia de transporte de elétrons 

(KRAUSE; WEIS, 1991), além de avaliações de trocas gasosas, que fornecem 

informações a respeito do processo de assimilação do CO2 na fase bioquímica da 

fotossíntese, podem ser utilizados para determinar o efeito tóxico do chumbo 

sobre o metabolismo fotossintético. 

 No decorrer dos últimos anos, devido ao avanço da degradação ambiental, 

aumentou a preocupação com os efeitos tóxicos de metais pesados, 

incrementando os trabalhos que avaliam o efeito do chumbo no desenvolvimento 

de plantas, porém são raras as pesquisas que buscam relacionar os danos 

ocasionados nos processos fisiológicos, bioquímicos, bem como nas alterações 

ultraestruturais. 

 Pelo fato de o tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) ser considerado um 

excelente modelo experimental, em virtude da sua sensibilidade a enorme gama 

de contaminantes (SINGH et al., 2004; DJEBALI et al., 2005; GRATÃO et al., 

2009), esta espécie foi selecionada como objeto de estudo desta pesquisa. 

 Diante do exposto acima, este trabalho teve como objetivo avaliar 

alterações induzidas pelas diferentes concentrações de acetato de chumbo nas 

características bioquímicas, fisiológicas e ultraestruturais de sementes e plantas 

de tomate.  
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CAPÍTULO 1 

 

MODIFICAÇÕES NA QUALIDADE DE SEMENTES E ULTRAESTRUT URAIS DE 

PLÂNTULAS DE TOMATE INDUZIDAS PELO CHUMBO 

  
Changes in seeds quality and ultrastructural of tomato seedlings induced by lead 

 

RESUMO - O objetivo desta pesquisa foi verificar alterações na qualidade 
fisiológica da semente e na ultraestrutura de plântulas de tomate (Lycopersicon 
esculentum Mill.) induzidas pelo acetato de chumbo. As sementes foram 
submetidas a diferentes concentrações de acetato de chumbo (zero; 0,25; 0,5 e 
0,75mM) e submetidas aos seguintes testes: germinação, primeira contagem da 
germinação, índice de velocidade de germinação, comprimento da parte aérea e 
das raízes e massa seca total de plântulas, emergência de plântulas em casa de 
vegetação, índice de velocidade de emergência das plântulas, teores de clorofila 
total, clorofila a, clorofila b e carotenoides, área foliar, atividade da enzima α-
amilase e fosfatase ácida e estudos ultraestruturais. Os resultados mostraram que 
a porcentagem de germinação e a emergência das plântulas nas concentrações 
de 0,5 e 0,75mM de acetato de chumbo decresceu em relação às concentrações 
zero e 0,25mM. A primeira contagem de germinação e o índice de velocidade de 
emergência das plântulas não foram afetados pelos tratamentos. No entanto, o 
índice de velocidade de germinação, o comprimento da parte aérea e das raízes e 
a massa seca total das plântulas diminuíram com o incremento da concentração 
de acetato de acetato. A atividade da enzima α-amilase decresceu e a da 
fosfatase aumentou em função das concentrações. Os teores de clorofila a, b e 
total, carotenoides e a área foliar aos 21 dias após a semeadura em casa de 
vegetação foram drasticamente afetados pelo acetato de chumbo. As análises 
ultraestruturais demonstraram que o acetato de chumbo alterou a estrutura dos 
cloroplastos, causando distorções no tilacoide e reduções na quantidade e 
tamanho dos grãos de amido caracterizando-se como metal nocivo à qualidade 
fisiológica de semente de tomate. 
 
Palavras-chave: Acetato de chumbo. Germinação. Enzimas. Cloroplastos.  
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ABSTRACT - The purpose of this research was to evaluate the changes in seed 
physiological quality and on the ultrastructure of tomato seedlings (Lycopersicon 
esculentum Mill.) induced by lead. The seeds were exposed to different 
concentrations of lead acetate (zero; 0,25; 0,5 and 0,75mM) and submitted the 
following tests: germination, first account germination, index of germination speed, 
seedling growth and seedling dry matter, emergence in a greenhouse, rate of 
seedling emergence, chlorophyll levels (chlorophyll a and b) and carotenoids, leaf 
area, activity of the enzyme α-amylase and acid phosphatase and studies 
ultrastructure. The results demonstrated that the percentage of germination and 
seedling emergence at concentrations 0,5 and 0,75mM lead acetate 
concentrations decreased in relation to zero and 0,25mM. The first germination 
and rate of seedling emergence were not affected by treatments. Therefore, index 
of germination speed, seedling growth, length of shoots and roots, and seedling 
total dry matter decreased with increasing on concentration of lead acetate. The 
enzyme activity decreased α-amylase and phosphatase increased as a function of 
concentrations. Chlorophyll a, b and total carotenoids, and leaf area at 21 days 
after sowing in greenhouse was drastically affected by lead acetate. Ultrastructural 
analyses showed that lead acetate altered the structure of chloroplasts, causing 
distortions and decreases in the thylakoid number and size of starch grains, 
characterizing as a metal harmful to the physiological quality in tomato seeds.  
 
Keywords: Lead acetate. Germination. Enzymes. Chloroplasts.  
 
 
 
1. INTRODUÇÃO 
 

 Na maioria dos solos contaminados com metais pesados, o chumbo (Pb) 

geralmente é encontrado em conjunto com outros metais, como o zinco (Zn) e 

cádmio (Cd) (HERNÁNDEZ-ALLICA et al., 2007). Entre os contaminantes, o 

chumbo representa grande preocupação devido sua ampla distribuição e 

problemas causados ao ambiente e à saúde humana (CENKCI et al., 2010). 

 A contaminação por chumbo ocorre por meio de atividades de mineração e 

fundição, utilização de tintas contendo o metal, resíduos industriais, gasolina e 

explosivos, bem como pelo descarte de lamas provenientes de esgotos 

municipais (SHARMA; DUBEY, 2005). 

 O chumbo é facilmente absorvido pelas plantas. Quando presente no solo 

penetra através do sistema radical, sendo translocado predominantemente via 

apoplasto e, de forma radial, atravessa o córtex acumulando-se próximo à 

endoderme, a qual funciona como uma barreira parcial diminuindo seu transporte 

das raízes para a parte aérea (SHARMA; DUBEY, 2005), fato que pode justificar 

maior acúmulo do chumbo nas raízes em relação à parte aérea (VERMA; DUBEY, 
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2003). Por outro lado, este metal provindo de poeiras e gases de escapamento de 

automóveis penetra diretamente na parte aérea.  

 A fitotoxicidade por chumbo depende da concentração e período de 

exposição ao metal, da espécie, bem como do órgão e tecido da planta 

(BENAVIDES et al., 2005). Pesquisas relacionadas à germinação de sementes 

demonstram que os efeitos dos metais pesados variam de acordo com as 

diferenças na estrutura da semente, principalmente no que diz respeito ao 

tegumento (WIERZBICKA; OBIDZINISKA, 1998), considerado a principal barreira 

à entrada de chumbo nos tecidos internos, evitando a contaminação do embrião. 

Uma vez que o tegumento é rompido, o chumbo é rapidamente absorvido e 

acumulado nas regiões meristemáticas das raízes e do hipocótilo (LANE; 

MARTIN, 1977). Dessa forma, a toxidez por chumbo pode comprometer o 

desenvolvimento vegetal e ocasionar diferentes respostas como diminuição da 

germinação, decréscimo no crescimento e no acúmulo de biomassa, indução ou 

supressão de várias enzimas, alterações na permeabilidade das membranas, 

distúrbios nutricionais, degradação e inibição da síntese de pigmentos 

fotossintéticos (MOUSTAKAS, 1994; MIRANDA;  ILANGOVAN, 1996; SHARMA; 

DUBEY, 2005; KABIR et al., 2008; EKMEKÇI et al., 2009).  

O fornecimento de metabólitos para a respiração e crescimento do embrião 

de sementes em germinação é baseado quase exclusivamente nas reservas 

existentes na semente. O amido é quantitativamente o material de 

armazenamento mais abundante na maioria das sementes e esta reserva é 

degradada predominantemente por enzimas hidrolíticas, como a α-amilase (DUA; 

SAWHNEY, 1991). Os metais pesados inibem a atividade da α-amilase, fato que 

poderia explicar reduções na porcentagem de germinação e no crescimento inicial 

das plântulas, como verificado em sementes de ervilha tratadas com cádmio e 

cobre (MIHOUB et al., 2005). Os íons chumbo também afetam a enzima-chave da 

biossíntese de clorofila, δ-aminolevulínico desidratase (ALA-D), impedindo a 

formação de porfobilinogenio (PBG), proveniente da condensação de duas 

moléculas de ácido δ-aminolevulínico (ALA), o qual forma o anel pirrólico na 

clorofila (PRASAD; PRASAD, 1987a; VAJPAYEE et al., 2000). 

 Cabe evidenciar que estudos ultraestruturais revelam que os metais 

pesados acumulam-se na parede celular, vacúolos e espaços intercelulares e que 

pequenos depósitos são encontrados em organelas como mitocôndrias, núcleos e 
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cloroplastos. Porém, mesmo em pequenas concentrações o chumbo é capaz de 

exercer efeito tóxico sobre estas organelas (SHARMA; DUBEY, 2005). Nas folhas 

os metais pesados, como cádmio e zinco, causam distorções nos tilacóides dos 

cloroplastos, desorganizações do grana, diminuição dos espaços intercelulares e 

das células do mesofilo e aumento no número de plastoglóbulos e peroxissomos 

(SANDALIO et al. 2001; ARAVIND; PRASAD, 2005; DJEBALI et al., 2005; 

GRATÃO et al., 2009). 

 Apesar de o chumbo ser considerado um metal potencialmente tóxico, 

poucos trabalhos são realizados avaliando seu efeito sobre o potencial fisiológico 

da semente e o crescimento inicial das plântulas. O tomate é uma espécie 

bastante sensível a uma variedade de estresses ambientais e, por isso, é 

considerado um excelente modelo em pesquisas, permitindo a realização de 

análises fisiológicas e bioquímicas (LIMA et al., 2004). 

 Nesse contexto, a presente pesquisa tem o objetivo de verificar alterações 

no potencial fisiológico da semente e na ultraestrutura de plântulas de tomate 

induzidas pelo chumbo. 

 
 
2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Sementes e em 

Casa de Vegetação do Departamento de Botânica da Universidade Federal de 

Pelotas. As sementes de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), cv. Santa Clara, 

utilizadas no experimento foram adquiridas no comércio local da cidade de 

Pelotas (RS), no ano de 2008. Para as avaliações do potencial fisiológico e da 

ultra-estrutura das sementes e plântulas de tomate induzidas pelo acetato de 

chumbo nas concentrações de zero; 0,25; 0,5 e 0,75mM de acetato de chumbo, 

foram realizados os seguintes testes:  

 

Teste de germinação (G%) : a determinação da porcentagem de germinação foi 

realizada com 200 sementes (quatro subamostras de 50 sementes), semeadas 

em caixas plásticas do tipo gerbox, sobre duas folhas de papel mata-borrão 

umedecidas com 15mL das diferentes concentrações de acetato de chumbo zero; 

zero; 0,25; 0,5 e 0,75mM e mantidas em germinador a 25°C. A avaliação da 

germinação foi efetuada aos 14 dias após a semeadura e os resultados expressos 
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em porcentagem de germinação, conforme as Regras de Análise de Sementes 

(BRASIL, 2009).  

Primeira contagem da germinação  (PCG%): conduzida juntamente com o teste 

de germinação, sendo a primeira contagem realizada aos cinco dias, conforme as 

Regras de Análise de Sementes (BRASIL, 2009), sendo os resultados expressos 

em porcentagem de sementes germinadas.  

Índice de velocidade de germinação (IVG) : determinado em conjunto com o 

teste de germinação, sendo efetuadas contagens diárias a partir da protrusão da 

radícula até que o número de plântulas germinadas permanecesse constante. O 

resultado foi calculado pela média dos índices das repetições de acordo com 

Maguirre (1962) utilizando a seguinte fórmula: IVG = G1/N1 + G2/N2 + ... + 

Gn/Nn, onde: G1, G2, Gn = número de sementes com emissão da raiz primária, 

computadas na primeira contagem, na segunda e última contagem. N1, N2, Nn = 

número de dias de semeadura a primeira, segunda e última contagem.  

Comprimento da parte aérea e das raízes e massa sec a total de plântulas : os 

comprimentos foram obtidos pela média de 40 plântulas ao final do teste de 

germinação e expressos em mm plântula-1. A massa seca total das plântulas foi 

determinada após secagem em estufa a 70 ± 1°C até massa constante e 

expressa em mg plântula-1.   

Determinação da atividade da enzima fosfatase ácida  e α-amilase : foram 

determinadas conforme metodologia descrita por AOAC (1965), com algumas 

modificações. As extrações foram realizadas em sementes de tomate obtidas do 

teste de germinação, nos tempos zero, cinco e 14 dias após a semeadura (DAS) 

onde 500mg de sementes (tempo zero) e plântulas (aos cinco e 14 dias) foram 

maceradas em almofariz, utilizando 20mL do tampão acetato de potássio 0,1 M 

(pH 5,0) e centrifugado a 3000 rpm por 20 minutos, a 4°C. Após, o sobrenadante 

foi retirado e colocado em tubos de ensaio e mantidos em geladeira a 4ºC até a 

realização das análises. Para fosfatase ácida foram adicionados em todos os 

tubos de ensaio 0,5mL do extrato, 0,5mL de tampão acetato de potássio 0,1M (pH 

5,0) e 0,1ml do substrato P-nitrofenil fosfato 0,018M. Os tubos foram incubados a 

30°C por cinco minutos. Posteriormente, foi adicion ado 1mL de hidróxido de sódio 

0,5N e efetuada a leitura em espectrofotômetro a 400nm, sendo a atividade 

expressa em nmol p-NP min-1 g-1 MF. Para determinação da α-amilase o extrato 

foi colocado a 70°C por 20min. A seguir, foi realiz ada a centrifugação por 15 
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minutos, obtendo o sobrenadante. Após, em cada tubo de ensaio foram 

adicionados 0,5mL de extrato, 0,5mL da solução tampão, 1mL de solução de 

amido e 1mL de I2+KI. A leitura foi executada em espectrofotômetro a 620nm e os 

resultados expressos em µg de amido hidrolizado min-1 g-1 MF. 

Condutividade elétrica  (CE): realizada conforme metodologia descrita por 

Krzyzanowski et al. (1991), sendo utilizadas quatro subamostras de 50 sementes 

por repetição, com quatro repetições por tratamento. As sementes foram 

previamente pesadas e embebidas por duas horas nas diferentes concentrações 

de acetato de chumbo e, após, lavadas com água destilada, colocadas béquer 

com 80mL de água deionizada e mantidas em germinador com temperatura 

constante de 20°C. A condutividade elétrica foi medida em condutivímetro 

Digimed CD-21, nos tempos de três e 24 horas e os resultados expressos em µS 

cm-1 g-1 de sementes. 

Emergência de plântulas em casa de vegetação (E%) : foram utilizadas quatro 

repetições de 50 sementes, semeadas em bandejas de isopor com 200 células 

perfuradas, contendo areia lavada com água destilada, como substrato. A 

irrigação com as diferentes concentrações de acetato de chumbo (zero; 0,25; 0,5 

e 0,75mM) foi realizada logo após a semeadura e sete dias após semeadura. 

Durante os intervalos foi usada água destilada. Ao final dos 21 dias após a 

semeadura, foi efetuada a contagem final do número de plantas normais emersas 

e o resultado expresso em porcentagem (POPINIGIS, 1985).  

Índice de  velocidade de emergência das plântulas (IVE): estabelecido em 

conjunto com o teste de emergência, sendo a contagem do número de plântulas 

emersas efetuado diariamente até a estabilização. O resultado foi calculado de 

acordo com Maguirre (1962) utilizando a seguinte fórmula: IVE = E1/N1 + E2/N2 

+...+ En/Nn, onde: E1, E2, En = número de sementes emergidas, computadas na 

primeira contagem, na segunda e última contagem. N1, N2, Nn = número de dias 

de semeadura a primeira, segunda e última contagem.  

Teores de clorofila total, clorofila a, clorofila b e carotenoides:  a extração de 

pigmentos foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Arnon (1949) 

aos 21 dias após a instalação do teste de emergência de plântulas. 

Aproximadamente 500mg das primeiras folhas foi macerada em 10mL de acetona 

80% e centrifugados a 3000rpm por 10min. Após o volume foi completado para 25 
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mL. A quantificação foi realizada conforme Lichtenthaler (1987), sendo os 

resultados expressos em mg de clorofila g-1 MF e mg de carotenoide g-1 MF. 

Comprimento da parte aérea, do sistema radicular e massa seca da parte 

aérea e sistema radicular das plântulas: os dados de comprimento foram 

obtidos pela média de 40 plântulas ao final do teste de emergência e expressos 

em mm plântula-1. A massa da matéria seca das plântulas foi determinada após 

secagem em estufa a 70 ± 1°C até massa constante e expressa em mg plântula-1.   

Área foliar: determinada aos 21 dias após a instalação do teste de emergência, 

em medidor de área foliar da marca Li-Cor 3000 e os resultados expressos em 

mm2 plântula-1. 

Microscopia eletrônica de transmissão: amostras de raízes e folhas foram 

coletadas ao final do teste de emergência (21 DAS) para análise ultraestrutural, 

sendo fixadas em solução de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965, modificado com a 

utilização de tampão fosfato em 0,2 M pH 7,2), pós-fixação em solução de 

tetróxido de ósmio 1% por duas horas. Posteriormente, as amostras foram 

lavadas em água tetradestilada, desidratadas em série etílica (30; 50; 70; 90 e 

95%) seguidas de duas lavagens em acetona 100% e embebidas em resina Époxi  

e acetona 100% (1:1). A polimerização foi feita a 60oC por 48h. As amostras 

foram seccionadas em ultramicrótomo (Leica Ultracut UCT). As secções semifinas 

(0,5 µm) foram coradas com azul de metileno, lavadas em água destilada, secas e 

montadas em resina sintética Entellan. As secções ultrafinas (1000 nm) foram 

coletadas em grades de cobre de 100 a 200 mesh e contrastadas com acetato de 

uranila (7%) (WATSON, 1958) e com citrato de chumbo (3%) (REYNOLDS, 1963) 

durante 30 minutos cada. Para as avaliações foi utilizado microscópio óptico 

Olympus BX51 e microscópio eletrônico de transmissão Zeiss EM-900 operado a 

60 kV da Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS. 

 O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 

quatro repetições. Os dados relativos às variáveis mensuradas foram submetidos 

à análise de variância e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 A porcentagem de germinação (G%) das sementes de tomate quando 

expostas às concentrações de 0,5 e 0,75mM de acetato de chumbo decresceu 

em relação às concentrações de zero e 0,25mM as quais não diferiram entre si 

(Fig. 1A). Sementes de rabanete (Raphanus sativus), feijão (Phaseolus vulgaris) e 

ervilha (Pisum sativum) têm sua porcentagem e velocidade de germinação 

reduzida quando expostas ao chumbo, enquanto em espécies como pepino 

(Cucumis sativus), alface (Lactuca sativa) e trigo (Triticum aestivum), não houve 

efeito negativo significativo (WIERZBICKA; OBIDZINSKA, 1998). O chumbo na 

concentração de 100µM de chumbo reduz a porcentagem de germinação em 

sementes de arroz (MISHRA; CHOUDHURI, 1999). Portanto, é provável que o 

efeito do chumbo na germinação dependa da estrutura da semente, bem como do 

grau de permeabilidade do tegumento ao metal pesado (SHARMA; DUBEY, 

2005). 

A primeira contagem de germinação (PCG%) das sementes de tomate não 

foi afetada pelos tratamentos aplicados (Fig. 1B). No entanto, o índice de 

velocidade de germinação (IVG) diminuiu com o incremento das concentrações 

de acetato de chumbo (Fig. 1C), resultado similar foi verificado por Wierzbicka e 

Obidzinska, (1998). Esta redução na velocidade de germinação está 

provavelmente relacionada à diminuição da atividade de enzimas hidrolíticas, 

como a α-amilase, envolvida na mobilização de reservas para o crescimento do 

embrião e subseqüente protusão da radícula. Visto que, este decréscimo na 

atividade da α-amilase pode ocorrer em virtude de o chumbo competir e interagir 

com o mesmo sitio de ligação do íon Ca2+ (SHARMA, DUBEY, 2005), que é 

requerido para manutenção da estabilidade protéica e ativação enzimática 

(SABOURY; KARBASSI, 2000) 
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Figura 1 - Porcentagem de germinação (A), primeira contagem de germinação (B) 
e índice de velocidade de germinação (C) de sementes de tomate, cv Santa 
Clara, submetidas a diferentes concentrações de acetato de chumbo (mM). 
Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). 
Barras representam o erro padrão da média de quatro repetições. 
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O comprimento da parte aérea e das raízes de plântulas apresentou 

redução significativa quando expostas ao acetato de chumbo, sendo a parte 

aérea mais suscetível a danos do que o sistema radicular, para todas as 

concentrações deste metal (Fig. 2A e 2B). No entanto, em plântulas de pepino 

submetidas a diferentes concentrações de acetato de chumbo a maior redução 

ocorre nas raízes (GONÇALVES et al., 2009). Em plântulas de arroz crescidas em 

1mM de Pb há redução de 40% no comprimento das raízes e 31% no 

comprimento da parte aérea (VERMA; DUBEY, 2003). É importante ressaltar que 

as respostas das plantas aos metais pesados podem variar de acordo com 

diversos fatores como o tipo do metal, tempo de exposição, com as 

características específicas de cada espécie e sua fase de desenvolvimento 

(SEREGIN et al., 2004). 

 Em relação à massa seca total das plântulas de tomate expostas às 

diferentes concentrações de acetato de chumbo se observou padrão semelhante 

aos verificados para comprimento da parte aérea e raízes (Fig. 3). Estas reduções 

provocadas pelo chumbo (Fig. 2 e 3) pode ser devido à redução da divisão celular 

na zona meristemática da raiz (EUN et al., 2000), supressão do alongamento da 

célula, causado pela diminuição da plasticidade da parede celular (IVANOV et al., 

1998; SHARMA; DUBEY, 2005) e diminuição da atividade de algumas enzimas 

envolvidas no crescimento inicial da plântula. 

  

Figura 2 - Comprimento da parte aérea (A) e das raíz (B) de plântulas de tomate, 
cv Santa Clara, submetidas a diferentes concentrações de acetato de chumbo 
(mM). Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey 
(p<0,05). Barras representam o erro padrão da média de quatro repetiçõe 
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Figura 3  - Massa seca total de plântulas de tomate, cv Santa Clara, aos 14 DAS, 
submetidas a diferentes concentrações de acetato de chumbo (mM). Médias 
seguidas por letra distinta diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Barras 
representam o erro padrão da média de quatro repetições. 

A atividade da enzima α-amilase decresceu em função das concentrações 

de acetato de chumbo nos tempos zero, cinco e 14 dias após a semeadura, 

enquanto a atividade da enzima fosfatase ácida aumentou (Fig. 4A e 4B). Nos 

níveis mais elevados de acetato de chumbo, houve alteração no padrão de 

expressão das enzimas durante os três períodos de avaliação, principalmente 

para a atividade da enzima α-amilase, onde houve reduções bastante acentuadas 

no quinto dia após a semeadura, período em que a atividade da enzima deveria 

ser máxima, ou seja, com alta degradação de amido. Lamhamdi et al (2011) 

avaliando a influência do chumbo em plântulas de trigo, verificaram que 3mM do 

metal reduz a atividade da enzima α-amilase. Sementes de ervilha (Pisum 

sativum) quando mantidas na concentração de 0,25mM de cádmio, mostram 

redução na atividade da α-amilase e diminuição do sistema radicular (CHUGH; 

SAWHNEY, 1995). Também, em sementes de trevo branco (Trifolium repens) 

expostas ao cádmio há redução na mobilização de reservas durante o processo 

de germinação, devido à ação direta do metal na atividade da α-amilase 

(LESPINAY, 2010). É possível que esta diminuição na atividade enzimática 

causada pelo acetato de chumbo seja devido ao deslocamento do íon Ca2+ 

(cátion de mesma valência) do sítio de ligação da enzima, visto que este íon tem 

como função a manutenção da estrutura da enzima α-amilase (ELARBI, et al., 

2009), como citado anteriormente. Portanto, pode-se inferir que a diminuição da 
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atividade da α-amilase pode estar relacionada também com as diminuições 

ocorridas no crescimento inicial das plântulas de tomate, devido à menor 

mobilização de reservas necessária para o crescimento do eixo embrionário (Fig. 

2 e 3). A fosfatase ácida participa em reações de hidrólise de ésteres e está 

envolvida também na manutenção do fosfato celular e sua atividade pode afetar o 

metabolismo do fosfato em sementes (CAMARGO et al. 2000). O aumento na 

atividade da enzima fosfatase ácida em todos os níveis de acetato de chumbo e 

períodos, após semeadura, pode ser justificado por maior necessidade de energia 

(liberação de fosfato) para o crescimento do embrião com a finalidade de reverter 

os efeitos nocivos do acetato de chumbo.  
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Figura 4  - Atividade da α-amilase (A) e fosfatase ácida (B), aos zero, cinco e 14 
DAS de sementes de tomate, cv. Santa Clara, submetidas a diferentes 
concentrações de acetato de chumbo (mM). Médias seguidas por letras 
maiúsculas comparam tratamentos e letras minúsculas comparam períodos de 
avaliação dentro de um mesmo tratamento, onde letras distintas diferem entre si 
pelo teste de Tukey (p<0,05). Barras representam o erro padrão da média de 
quatro repetições. 
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Os valores obtidos no teste de condutividade elétrica para as sementes de 

tomate expostas às diferentes concentrações de acetato de chumbo, após três e 

24 horas de incubação, se mantiveram praticamente inalterados (Fig. 5) Este 

resultado demonstra que o acetato de chumbo não interfere na velocidade de 

reorganização do sistema de membranas celulares e, portanto não há maior 

exudação de solutos para o meio de incubação, indicando que este metal pesado, 

em sementes de tomate, não tem efeito nocivo no sistema de membranas. 
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Figura 5  - Condutividade elétrica (µScm-1 g-1) em sementes de tomate, cv Santa 
Clara, submetidas a diferentes concentrações de acetato de chumbo, nos 
períodos de 3h ( ) e 24h ( ) de incubação. ns - diferenças não significativas pelo 
teste de Tukey (P<0,05). Barras representam o erro padrão da média de quatro 
repetições. 

 
 A porcentagem de emergência das plântulas em casa de vegetação (E%) 

apresentou comportamento semelhante ao verificado para a germinação, ou seja, 

o acetato de chumbo induziu um pequeno decréscimo nesta característica (Fig. 

1A e 6A). Em contrapartida, o índice de velocidade de emergência das plântulas 

(IVE) não foi influenciado pelos diferentes tratamentos (Fig. 6B). 
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Figura 6  - Porcentagem de emergência (A) e índice de velocidade de emergência 
(B) de plântulas de tomate, cv Santa Clara, submetidas a diferentes 
concentrações de acetato de chumbo (mM). Médias seguidas por letras distintas 
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Barras representam o erro padrão 
da média de quatro repetições. 

 
Os teores de pigmentos fotossintéticos nas folhas das plântulas de tomate, 

determinados aos 21 DAS no teste de emergência, diminuíram significativamente, 

expressando rápida resposta para todos os níveis de acetato de chumbo, sendo 

esta uma provável indicação de toxicidade deste metal nos processos da 

fotossíntese (Fig. 7A e 7B). A toxicidade por chumbo pode inibir a síntese de 

clorofila, devido à redução na atividade de enzimas envolvidas nestes processos 

(MORSCH et al., 2002), induzir deficiência na absorção de elementos essenciais 

como o ferro e o magnésio (BURZYNSKI, 1985) e promover a degradação destas 

moléculas pelo aumento na síntese de clorofilases (CHONGLING et al., 1998). 

Cenkci et al. (2010), avaliando a influência do acetato de chumbo em plântulas de 

nabo forrageiro, verificaram que o metal aumenta os níveis do ácido δ-

aminolevulínico devido à inibição da atividade da enzima δ-aminolevulínico 

desidratase (ALA-D), ocasionando redução da biossíntese da clorofila. Resultado 

similar foi encontrado em plântulas de pepino (Cucumis sativus), onde o chumbo 

também diminui a atividade da ALA-D (GONÇALVES et al., 2009). Reduções dos 

conteúdos de clorofila por excesso de chumbo também foram encontrados em 
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Oryza sativa L. (CHEN et al., 2007), Zea mays L. (EKMEKCI et al., 2009), e 

Arabis paniculata Franch (TANG et al., 2009). 

Também, houve redução nos teores de carotenóides quando as plântulas 

foram expostas ao acetato de chumbo (Fig. 7D). Carotenoides são pigmentos 

acessórios que protegem as clorofilas da destruição foto-oxidativa, evitando 

danos no fotossitema II (MIDDLETON; TERAMURA, 1993) e, portanto o 

decréscimo no conteúdo das clorofilas evidenciado neste trabalho pode estar 

diretamente relacionado à redução dos carotenóides. 
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Figura 7  – Teor de clorofila a (A), b (B), total (C) e de carotenoides (D) em 
plântulas de tomate, cv Santa Clara, aos 21 DAS, submetidas a diferentes 
concentrações de acetato de chumbo (mM). Médias seguidas por letras distintas 
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Barras representam o erro padrão 
da média de quatro repetições. 
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De fato, as análises ultraestruturais nas células do mesofilo das plântulas 

de tomate evidenciaram a ocorrência de alterações nos cloroplastos, o que 

compromete o processo fotossintético. A Figura 8B mostra grande concentração 

de cloroplastos na periferia das células do mesofilo e inúmeros grãos de amido. 

Contudo, o aumento na concentração de acetato de chumbo promoveu 

diminuição na densidade desses cloroplastos e na quantidade de grãos de amido 

(Figura 8E e 8F). Segundo Djebali et al. (2005), a ausência ou diminuição na 

quantidade de amido no estroma dos cloroplastos de plântulas de tomate 

crescidas sob concentrações de cádmio, podem estar relacionadas à inibição da 

fotossíntese e, provavelmente, à redução na fixação do carbono. Além disso, a 

presença de cloroplastos com formato alongado e as membranas dos tilacoides 

dilatadas evidenciam a desorganização desta organela quando as plântulas de 

tomate são submetidas à maior concentração de acetato de chumbo (0,75mM) 

(Figura 8E e 8G). Similarmente, plantas de Taxithelium nepalense quando 

expostas a 1000µM de acetato de chumbo mostram severas distorções nas 

membranas do tilacoides (CHOUDHURY; PANDA, 2005). 

É importante ressaltar que, nas altas concentrações de acetato de chumbo 

(0,5 e 0,75mM), os cloroplastos apresentaram maior quantidade de plastoglóbulos 

(Fig. 8D, 8F e 8G). Resultados semelhantes a este também foram encontrados 

em plantas de tomate crescidas em 100µM e 1000 µM de CdCl2 (DJEBALI et al., 

2005; GRATÃO et al., 2009). O número e tamanho dos plastoglóbulos nos 

cloroplastos podem aumentar após a exposição ao estresse por metal pesado, 

influindo na biossíntese de corpos lipídicos que atuam na proteção do aparelho 

fotossintético contra radicais livres (AUSTIN et al., 2006; OLMOS et al., 2006). No 

seu interior ocorrem grandes quantidades de α-tocoferol, que atuam evitando 

danos no fotossistema II (VIDI et al., 2006); e ésteres de ácidos graxos contendo 

fitil, onde a cadeia fitil é derivada do fitol, porção hidrofóbica decorrente da 

degradação de clorofilas e considerada potencialmente tóxica quando encontrada 

na sua forma livre (ISCHEBECK et al., 2006; GAUDE et al., 2007). Portanto, o 

aumento desses glóbulos de lipoproteínas, os quais foram observados 

principalmente nas plântulas expostas às concentrações mais elevadas de 

acetato de chumbo, pode representar um mecanismo utilizado por esta espécie 

para evitar possíveis danos ao aparato fotossintético. 
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Os resultados apresentados nesta pesquisa mostraram que plântulas de 

tomate, quando crescidas nas maiores concentrações de acetato de chumbo, 

tiveram efeito tóxico semelhante, demonstrando que as alterações nos 

cloroplastos em conjunto com o decréscimo no conteúdo dos pigmentos 

fotossintéticos, podem ter comprometido o crescimento das plântulas, devido a 

possíveis reduções na taxa fotossintética. Entretanto, a influência deste metal na 

estrutura dos cloroplastos difere dos encontrados em trabalhos realizados com 

outros metais pesados como, zinco, cobalto e níquel que causam acúmulo de 

grãos de amido no interior dos cloroplastos, devido a distúrbios no transporte de 

carboidratos para outras partes da planta (RAUSER; SAMARAKOON, 1980; 

KUKKOLA; HUTTUNEN, 1998).  

O acetato de chumbo causou redução drástica nos parâmetros de 

crescimento aos 21DAS (Fig. 9A, 9B, 9C e 9D). A massa seca da parte aérea e 

das raízes das plântulas de tomate foi altamente sensível a este metal, 

decrescendo acentuadamente, em torno de 64%, quando comparado ao controle 

(Fig. 9A e 9B).  Este decréscimo no conteúdo de massa seca pode ser 

consequência da redução  dos teores de clorofila que comprometem os processos 

fotossintéticos (Fig.7), bem como pelas alterações ultraestruturais ocasionadas 

pelo acetato de chumbo nos cloroplastos, como evidenciado anteriormente 

(Fig.8). O comprimento da parte aérea e das raízes de plântulas de tomate 

submetidas às diferentes concentrações de acetato de chumbo foram 

influenciados negativamente pela presença do metal (Fig. 9C e 9D). Plantas de 

feijão-de-porco (Canavalia ensiformes) tratadas com acetato de chumbo mostram 

diminuição do crescimento da parte aérea, sendo diretamente proporcional ao 

aumento da concentração de acetato de chumbo (ROMEIRO et al., 2007). Estes 

resultados sugerem que  plântulas que crescem em solos contaminados por 

chumbo podem ter o crescimento da parte aérea e do  sistema radical reduzido e, 

consequentemente   diminuição da capacidade em absorver nutrientes e umidade 

do solo, prejudicando o subsequente crescimento. Geralmente o crescimento das 

raízes laterais é mais sensível ao chumbo do que o crescimento das raízes 

primárias (SHARMA; DUBEY, 2005). Em plântulas de milho (Zea mays) tratadas 

com chumbo, foi constatado redução do crescimento das raízes primárias e forte 

inibição da ramificação com maior impacto nas raízes laterais próximas a zona 

apical (OBROUCHEVA et al., 1998).  
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Figura 8  – Elétron-micrografias de cloroplastos observados nas células do 
mesofilo de plântulas crescidas sob diferentes concentrações de acetato de 
chumbo (A,B . controle; C. 0,25mM; D. 0,5mM; E,F e G. 0,75mM). A. Cloroplastos 
evidenciando os grãos de amido e ausência de modificações nas membranas dos 
tilacoides. B. Detalhe do cloroplasto observado em A. C e D. Presença de 
plastoglóbulos (setas). E. Os cloroplastos apresentam-se com formato alongado 
(seta) e com número e tamanho dos grãos de amido reduzidos. F e G. Detalhe do 
acúmulo de plastoglóbulos (setas) e desorganização das membranas dos 
tilacóides. A = amido; C = cloroplasto; P = plastoglóbulo; T = tilacoide. Barras: A,E 
= 1,7 µm; B,C,D = 0,6 µm; F = 0,4 µm; G = 0,15 µm. 
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Figura 9  - Massa seca da parte aérea (A), massa seca da raiz (B), comprimento 
da parte aérea (C) e comprimento de raiz (D) de plântulas de tomate, cv Santa 
Clara, aos 21 DAS, submetidas a diferentes concentrações de acetato de chumbo 
(mM). Médias seguidas por letra distinta diferem entre si pelo teste de Tukey 
(p<0,05). Barras representam o erro padrão da média de quatro repetições. 

 
 

A área foliar também foi fortemente prejudicada pela exposição ao metal 

(Fig. 10). A partir da concentração de 0,25mM de acetato de chumbo ocorreu 

redução de 78% em relação ao controle. Resultados similares foram encontrados 

para plantas de feijão-de-porco (Canavalia ensiformes L.) tratadas com acetato de 
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chumbo, onde há forte redução na área foliar e na massa seca da parte aérea e 

das raízes (ROMEIRO et al., 2007). 
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Figura 10 - Área foliar de plântulas de tomate, cv Santa Clara, aos 21 DAS,  
submetidas a diferentes concentrações de acetato de chumbo (mM). Médias 
seguidas por letra distinta diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Barras 
representam o erro padrão da média de quatro repetições. 

 
No que se refere à análise ultraestrutural das raízes verificou-se, nas 

diferentes concentrações de acetato de chumbo, possível precipitação do metal 

nas células do floema (Fig. 11A, C e D). Essa difusão do chumbo para o interior 

das células pode ser decorrente de danos à membrana (SHARMA; DUBEY, 

2005). Em tecidos radiculares de Chamaecytisus palmensis precipitações de 

chumbo ocorrem preferencialmente próximos à parede celular e nos espaços 

intercelulares, sugerindo transporte apoplástica. Nesta mesma pesquisa, 

pequenas partículas do metal também são encontradas em mitocôndrias, 

evidenciando a ocorrência de transporte simplástico (JARVIS; LEUNG, 2001). 

Na Figura 11B é possível verificar estruturas aglomeradas muito 

semelhantes a proteínas do floema (proteínas P), as quais têm sido identificadas 

como proteínas envolvidas em reações de defesa, indicando uma importante 

função do floema na resposta das plantas contra estresses bióticos e abióticos 

(WALZ et al., 2004). 

Entretanto, em plantas de trigo quando expostas ao Cádmio, essas 

pontuações são identificadas como estruturas semelhantes a microtúbulos 

(OUZOUNIDOU et al., 1997), que são componentes do citoesqueleto de células 
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eucarióticas atuando na divisão, expansão e organização celular (STAIGER, 

2000, WASTENEYS; GALWAY, 2003). O mesmo é relatado em células de raízes 

de alho (Allium sativum) expostas ao chumbo (LIU, et al., 2009). Dessa forma,  é 

necessário a realização de outras análises afim de confirmar a identificação 

correta dessas estruturas  e chegar a uma conclusão definitiva da influência do 

acetato do chumbo no surgimento das mesmas. 
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Figura 11  – Elétron-micrografias de células do floema de raízes evidenciando o 
acúmulo de chumbo. (A, B, e C. 0,25mM; D. 0,5mM; E. 0,75mM). A, B, D e E . As 
setas menores indicam possível acúmulo de chumbo. C. Detalhe de plastídio tipo 
S (Starch) (seta) nas células do floema com a presença de amido e 
plastoglóbulos. A = amido; PC = parede celular; P = plastoglóbulo. Barras: A,C= 
0,25 µm; B,E = 0,15 µm; D = 0,09 µm.  
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4. CONCLUSÕES 
 

 O aumento na concentração de chumbo ocasiona redução na viabilidade e 

no vigor das sementes de tomate, além de reduções no crescimento inicial das 

plântulas e no conteúdo de pigmentos fotossintéticos, como consequencia de 

alterações nos cloroplastos, evidenciados principalmente pela diminuição no 

número e tamanho dos grãos de amidos, bem como pela desestruturação dos 

tilacoides na concentração mais elevada do metal. 
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CAPÍTULO 2 

 

ATIVIDADE FOTOSSINTÉTICA E ANTIOXIDANTE DE PLANTAS DE TOMATE 

EXPOSTAS AO CHUMBO 

 

Photosynthetic activity and antioxidant of tomato plants exposed to lead 

 

RESUMO - O objetivo da pesquisa foi avaliar o estresse ocasionado por chumbo 
(Pb) nas características de crescimento, trocas gasosas, fluorescência da clorofila 
e enzimas antioxidantes de plantas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), cv 
Santa Clara. Após o cultivo em casa de vegetação por 30 dias após a semeadura 
(DAS) as plantas foram transplantas para vasos plásticos e mantidas em sala de 
crescimento climatizada, com temperatura de 25±1°C e radiação 
fotossinteticamente ativa de 120µmol m-2s-1. Foram realizadas quatro aplicações 
das diferentes concentrações de acetato de chumbo (zero; 0,25; 0,5 e 0,75mM), 
as quais eram intercaladas com solução nutritiva. Quatro avaliações de trocas 
gasosas e fluorescência modulada da clorofila a foram determinadas e, ao final do 
experimento, avaliou-se a atividade das enzimas superóxido dismutase, catalase, 
ascorbato peroxidase, glutationa redutase, peroxidação lipídica e conteúdo de 
H2O2, bem como as características de crescimento. A assimilação de CO2, 
condutância estomática e transpiração, das plantas expostas ao Pb, decresceram 
significativamente, bem como as características de crescimento, sendo o sistema 
radical mais sensível ao metal. Quanto à fluorescência da clorofila a, o Pb causou 
redução na taxa de transporte de elétrons (TRE) durante a segunda avaliação e 
uma menor redução no rendimento quântico efetivo do FS II (ΦPS2), após este 
período. Em relação às enzimas antioxidantes, em geral, houve aumento na 
atividade, porém não suficiente para impedir peroxidação lipídica das membranas. 
Portanto, se pode concluir que o acetato de chumbo, em plantas de tomate tem 
efeito direto na fase bioquímica da fotossíntese por diminuir a entrada de CO2 
para o interior do mesofilo devido ao fechamento estomático, limitando a fase 
fotoquímica, e o crescimento. Além de causar danos oxidativos em virtude do 
aumento de espécies reativas de oxigênio. 

Palavras- chave: Trocas gasosas. Fluorescência. Enzimas antioxidantes. Acetato 
de chumbo. 
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ABSTRACT - The purpose of this research was to evaluate the impact of stress 
caused by lead in growth parameters, gas exchange, chlorophyll fluorescence and 
antioxidant systems of tomato plants (Lycopersicon esculentum Mill.), cv Santa 
Clara. After cultivation in a greenhouse for 30 days after sowing (DAS), plants 
were transplanted to plastic pots and kept in a growth chamber heated at a 
temperature 25±1 °C and photosynthetic active radia tion of 120 mol m-2s-1. There 
were four applications of different concentrations of lead acetate (zero; 0,25; 0,5; 
and 0,75mM), which were interspersed with nutrient solution. Four assessments of 
exchange and chlorophyll a fluorescence were determined, and at the end of the 
trial, we evaluated the activity of the enzymes superoxide dismutase, catalase, 
ascorbate peroxidase, glutathione reductase, lipid peroxidation, H2O2 content and 
growth parameters. The CO2 assimilation, stomatal conductance and transpiration 
of plants exposed to lead acetate suffered significant decline as well as growth 
parameters. The root system was more sensitive to extreme metal. In relation to 
fluorescence of chlorophyll a, lead caused a reduction in the rate of electron 
transport (TER) during the second evaluation and a slight reduction in the effective 
quantum yield of the FS II (ΦPS2) after this period. Regarding the role of the 
antioxidant enzymes, in general, there was an increase in the activity, but was not 
sufficient to prevent lipid peroxidation of membranes. Therefore, lead has direct 
effects on the biochemical phase of photosynthesis considerably reducing the 
input of CO2 into the interior mesophyll caused by stomatal closure in tomato 
plants, limiting the phase photochemistry, furthermore, it causes oxidative damage 
due to the increase of reactive oxygen species. 

Keywords: Gas exchange. Fluorescence. Antioxidant enzymes. Lead acetate. 

 

1. INTRODUÇÃO 
 

 A crescente industrialização nas últimas décadas tem exposto os vegetais 

e animais a muitos elementos potencialmente tóxicos. O chumbo é um metal 

pesado cada vez mais presente no meio ambiente e que não está incluído nos 

elementos essenciais às plantas. A contaminação dos solos por chumbo é 

resultante de atividades antropogênicas, como, queimas de combustíveis, 

indústria de mineração e fundição de minérios de chumbo, uso de fertilizantes e 

pesticidas contendo chumbo, entre outros (EICKI et al., 1999). 

 O chumbo pode causar efeitos adversos na produtividade dos vegetais e 

mesmo em baixas concentrações pode inibir processos vitais para a planta. No 

entanto, a intensidade dos danos dependerá da concentração do metal, tempo de 

exposição e espécie da planta (PATRA et al., 2004). 

 Logo, quando presente, este metal pode inativar a atividade de enzimas 

que contém grupos sulfidrílicos, causar distorções na estrutura dos cloroplastos, 
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reduzir a taxa fotossintética e inibir a síntese de pigmentos fotossintéticos 

(MOLAS, 2002; MISHRA et al., 2006). Consequentemente, como resultado da 

redução da fotossíntese o efeito tóxico do chumbo pode ser percebido pelo 

decréscimo na produção de biomassa (KOSOBRUKHOV et al., 2004). 

 Ao penetrar nas células o chumbo induz ao estresse e promove aumento 

da produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) como, radical superóxido 

(O2
●-), oxigênio singlet (1O2), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila 

(OH●), as quais podem causar danos oxidativos em diferentes partes de plantas 

(VERMA; DUBEY, 2003; SHARMA; DUBEY, 2005). No entanto, as plantas 

possuem um complexo sistema de defesa antioxidante capaz de remover e 

neutralizar radicais livres (PAOLLETI et al., 2008). Este sistema é compreendido 

por uma série de enzimas dentre as quais se destacam a Superóxido dismutase 

(SOD), Catalase (CAT), Ascorbato peroxidase (APX) e Glutationa redutase (GR) 

e, por constituintes não-enzimáticos, como o ascorbato (AA) e glutationa reduzida 

(SHAH et al., 2001). O monitoramento da atividade de enzimas antioxidantes 

pode, portanto, ser utilizado como indicativo de estresse oxidativo em plantas.   

 Em relação ao processo fotossintético, o efeito tóxico do chumbo pode 

ocorrer em apenas uma das fases da fotossíntese ou em ambas, fotoquímica e 

bioquímica (SHARMA; DUBEY, 2005). Por isso, a avaliação de trocas gasosas, 

que fornece informações sobre a taxa de assimilação de CO2, condutância 

estomática e taxa de transpiração têm mostrado ser bom parâmetro na 

identificação de danos ocasionados em plantas expostas a metais pesados. 

 Outro método bastante utilizado é a técnica de fluorescência da clorofila. 

Esta técnica permite estimar de forma rápida e não invasiva a eficiência do 

transporte de elétrons no fotossistema II (FSII), ou seja, a capacidade de 

absorção e transferência da energia luminosa na cadeia de transporte de elétrons, 

fornecendo assim, informações sobre os processos fotoquímicos e não-

fotoquímicos que ocorrem nas membranas dos tilacóides dos cloroplastos 

(ROHÁCEK, 2002; YUSUF et al., 2010).  

 Muitas pesquisas foram realizadas avaliando a influência do chumbo em 

várias espécies (KOSOBRUKHOV et al., 2004; CHOUDHURY; PANDA, 2005; 

CENKCI et al., 2010). Entretanto, em virtude da complexidade dos efeitos tóxicos 

e das diversas respostas das plantas ao chumbo, é importante a realização de 

pesquisas que envolvam os mecanismos antioxidativos e fotossintéticos, a fim de 
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elucidar a maneira que as plantas respondem ao estresse ocasionado por este 

metal. 

 O tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) foi a espécie selecionada como 

planta teste devido a sensibilidade a enorme gama de contaminantes (SINGH et 

al., 2004; DJEBALI et al., 2005; GRATÃO et al., 2009). 

 Portanto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito de diferentes 

concentrações de acetato de chumbo, em plantas de tomate, por intermédio de 

características relacionadas à fotossíntese, crescimento e atividade de enzimas 

antioxidantes. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
 

Condições de crescimento: o experimento foi conduzido com mudas de tomate 

(Lycopersicon esculentum Mill.), cv. Santa Clara, com 30 dias após a semeadura 

(DAS), estabelecidas em casa de vegetação. Após foram levadas para sala de 

crescimento climatizada, com temperatura de 25±1°C e radiação 

fotossinteticamente ativa de 120µmol m-2s-1, e transplantadas para potes 

plásticos, contendo como substrato areia lavada e irrigadas com 50mL de solução 

nutritiva de Hoagland e Arnon (1938) três vezes por semana. As plantas 

permaneceram nessas condições por um período de 14 dias. Após o período de 

aclimatização cada grupo de seis vasos (contendo uma planta por tratamento) 

receberam quatro aplicações das diferentes concentrações de acetato de chumbo 

(zero; 0,25; 0,5; e 0,75mM, sendo a concentração zero utilizada como controle) as 

quais eram intercaladas com solução nutritiva. As avaliações de trocas gasosas, 

fluorescência modulada da clorofila a e índice de clorofila foram realizadas 24h 

após a primeira aplicação de acetato de chumbo, totalizando quatro avaliações, 

sempre nas mesmas folhas completamente expandidas. Aos 52 dias após a 

semeadura (última avaliação) as plantas foram coletadas e o crescimento 

determinado, bem como a atividade de enzimas antioxidantes (superóxido 

dismutase, catalase, ascorbato peroxidase e glutationa redutase), peroxidação 

lipídica e quantificação de peróxido de hidrogênio. 

 A avaliação do efeito das diferentes concentrações de acetato de chumbo 

sob as características de crescimento, massa seca da parte aérea e de raízes, 

comprimento da parte aérea e área foliar foram aferidas. A massa seca das 
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plantas foi determinada gravimetricamente após secagem em estufa a 70 ± 1°C 

até massa constante e os resultados expressos em mg. Plântula-1. Os dados de 

comprimento foram obtidos empregando régua graduada e os resultados 

expressos em mm plântula-1. A área foliar foi estimada em medidor de área foliar 

(Marca Li-cor, modelo LI-3100) e os resultados expressos em mm2 plantula-1. 

 Para as análises das atividades antioxidantes, quatrocentos miligramas de 

folhas e raízes foram macerados em N2 líquido com 20% de polivinilpolipirolidona 

(PVPP) e homogeneizado em 1,8mL do tampão de extração o qual continha 

fosfato de potássio 100mM (pH 7,8), EDTA 0,1mM e ácido ascórbico 20mM. Após 

centrifugação a 13.000g por 20 minutos, a 4oC, o sobrenadante foi utilizado para 

determinação da atividade das enzimas e a quantificação das proteínas pelo 

método de Bradford (1976). 

 A atividade da superóxido dismutase (SOD) foi avaliada pela capacidade 

da enzima em inibir a fotorredução do azul de nitrotetrazólio (NBT) 

(GIANNOPOLIS; REIS, 1977), em meio de reação composto por fosfato de 

potássio 50mM (pH 7,8), metionina 14mM, EDTA 0,1µM, NBT 75µM e riboflavina 

2µM. Os tubos com o meio de reação e o extrato (20µL) foram iluminados por 10 

minutos, em uma caixa adaptada com lâmpada fluorescente de 15W. Para o 

controle, o mesmo meio de reação sem a amostra foi iluminado e, como branco 

foi utilizado tubo com meio de reação mantido no escuro. As leituras foram 

realizadas em espectrofotômetro a 560nm, sendo uma unidade da SOD 

corresponde à quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorredução do 

NBT nas condições de ensaio.  

 A atividade da catalase (CAT) foi determinada conforme descrito por 

Azevedo et al. (1998), com pequenas modificações. Sua atividade foi monitorada 

pelo decréscimo na absorbância a 240nm, durante um minuto e meio, em reação 

contendo tampão fosfato de potássio 100mM ( pH 7,0), H2O2 12,5mM e mais 

100µL do extrato enzimático. Os resultados foram expressos em µmol de H2O2 

min-1 mg-1 de proteína. 

 A atividade da Ascorbato peroxidase (APX) foi determinada segundo 

Nakano e Asada (1981), monitorando a taxa de oxidação do ascorbato (ASA) a 

290nm. O meio de reação incubado a 28oC foi composto de tampão fosfato de 

potássio 100mM (pH 7,0) ácido ascórbico 0,5mM e H2O2 0,1mM e 100µL do 

extrato enzimático. O decréscimo na absorbância foi monitorado por um período 
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de um minuto e meio, a partir do início da reação. Os resultados foram expressos 

e µmol ASA min-1 mg-1 de proteína. 

 Para determinação da atividade da Glutationa redutase (GR) foi utilizado o 

método descrito por Cakmak et al. (1993), monitorando a taxa de oxidação do 

NADPH pelo decréscimo na absorbância, a 340nm, durante um minuto. O meio 

de reação foi incubado a 28 oC, constituído de tampão fosfato de potássio 50mM 

(pH 7,8) glutationa oxidada 1mM, NADPH 0,075mM e 100µL do extrato 

enzimático. Os resultados foram expressos em µmol NADPH min-1 mg-1 de 

proteína. 

 O conteúdo de peróxido de hidrogênio (H2O2) e peroxidação lipídica foram 

determinadas em amostras de aproximadamente 400mg de folhas e raízes de 

tomate, congeladas em N2, sendo maceradas em 2mL da solução de extração 

contendo ácido tricloroacético (TCA) a 0,1%. O homogenato foi centrifugado a 

12.000g, durante 20 minutos, sendo o sobrenadante obtido transferido para 

microtubos de 2mL. 

 Os níveis de peróxido de hidrogênio foram determinados de acordo com 

Velikova et al. (2000), com algumas modificações. Em tubos de ensaio contendo 

0,7mL de tampão fosfato de potássio 10mM (pH 7,0) e 1mL de KI 1M, foram 

adicionados 0,3mL do sobrenadante, e incubado por 10 minutos a 30°C. As 

leituras foram realizadas em espectrofotômetro a 390nm, sendo a concentração 

de H2O2 expressa em µmol de H2O2 g
-1 MF. 

 Os danos celulares avaliados por meio da peroxidação de lipídios, via 

acúmulo de malondialdeído (MDA), foi determinado seguindo metodologia 

descrita por Cakmak e Horst (1991), com algumas modificações. Em tubos de 

ensaio contendo 0,3mL do sobrenadante foram adicionados a 1mL do meio de 

reação (0,5% (p/v) de ácido tiobarbitúrico (TBA) e 10% (p/v) de TCA, em seguida 

incubado a 90oC, por 20 minutos. A reação foi paralisada por resfriamento rápido 

em gelo e após, centrifugadas novamente a 10000g durante cinco minutos, a 4°C, 

com o intuito de separar algum resíduo formado durante o aquecimento. As 

leituras foram realizadas em espectrofotômetro a 535 e 600nm, e, a quantidade 

do complexo MDA-TBA foi expressa em nmol MDA g-1 de MF.  

 Os teores de clorofila foram estimados utilizando medidor de clorofila 

portátil (modelo CL-01, Hansatech) e expressos como índice de clorofila 

(CASSOL et al., 2008). 
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 As trocas gasosas foram medidas sempre pela manhã, entre 8 e 9h, 

utilizando um sistema portátil de trocas gasosas IRGA (LICOR, modelo LI-6400) . 

As determinações das trocas gasosas foram determinadas em um sistema aberto 

com densidade de fluxo de fótons fotossintético (PPFD) mantida a 1200 µmol m-

2s-1, e concentração interna de CO2 na câmara fixada em 380 µmol mol-1. Os 

parâmetros determinados foram: taxa fotossintética líquida em luz saturante (A, 

µmol m-2s-1), a taxa de transpiração (Tr, mmol m-2s-1) e a condutância estomática 

(gs, mol m-2 s-1).  

 Os parâmetros de fluorescência modulada das clorofilas em estado 

adaptado à luz foram medidos utilizando um fluorômetro com amplitude de pulso 

modulado (modelo FMS-2, Hansatech). As medidas foram realizadas no período 

da manhã, à temperatura ambiente. Os parâmetros avaliados foram a intensidade 

de fluorescência no equilíbrio (steady-state) (FS), definida como sendo a 

intensidade de fluorescência quando os processos de transporte de elétrons 

acoplados às reações bioquímicas de redução do carbono estão equilibrados e a 

fluorescência máxima em estado adaptado à luz (FM’), obtida após a aplicação de 

um flash saturante de luz. A partir desses parâmetros foi calculado o rendimento 

quântico fotoquímico atual em estado adaptado a luz [φPS2 = (FM’ - FS’/FM’)] e a 

taxa de transporte de elétrons no fotossistema II (TRE). 

 Os dados foram analisados em um delineamento experimental 

completamente casualizado.  Análise de contraste de polinômios ortogonais foi 

utilizada para determinar o efeito das diferentes concentrações de chumbo sob os 

parâmetros de crescimento, sistema antioxidante, índice de clorofila, trocas 

gasosas e fluorescência modulada da clorofila a (STEEL; TORRIE, 1980). No 

modelo estatístico foi incluída a interação tratamentos x períodos de avaliação 

para o índice de clorofila e para as variáveis referentes às trocas gasosas e 

fluorescência, por se tratarem de análises não destrutivas. 

 
 
3. RESULTADOS 
  
 A massa seca das raízes e parte aérea foram altamente sensíveis às 

diferentes concentrações utilizadas (Fig. 1A e 1B), apresentando tendência linear 

(p=0,005 e p=0,006, respectivamente). Com o aumento na concentração do metal 

a massa seca das raízes decresceu cerca de 45% e, na parte aérea, a redução foi 
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em torno de 29%, em relação ao controle. Comportamento semelhante foi 

observado para a área foliar (p<0,00001) e comprimento da parte aérea 

(p=0,0005), onde os decréscimos, quando comparados ao controle, foram de 

aproximadamente 55% e 21%, respectivamente (Fig. 1C e 1D). 
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Figura 1 . Massa seca da raíz (A) e da parte aérea (B), comprimento da parte 
aérea (C) e área foliar (D) de plantas de tomate, aos 52 DAS, em função das 
diferentes concentrações de acetato de chumbo (mM). Barras representam o erro 
padrão da média de cinco repetições. 
 
  
 O índice de clorofila total das plantas de tomate não apresentou interação 

significativa entre as concentrações de acetato de chumbo e os períodos de 

avaliação (p=0,12). Apesar do fator tempo (período de avaliação) não ter 

influenciado significativamente no índice de clorofila, foi possível verificar 

decréscimo linear (p=0,0009), com reduções mais expressivas na última 
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avaliação, chegando a uma média de 34%, quando expostas às diferentes 

concentrações de acetato de chumbo (Fig. 2A). 

 A taxa assimilatória liquída (A) demonstrou ser altamente sensível ao Pb, 

apresentando efeito linear (p<0,0001) e interação entre os dias de avaliação e as 

concentrações testadas (p<0,0001) (Fig. 2B). Após a segunda determinação 

houve queda acentuada em A nos diferentes níveis de Pb, estabilizando entre a 

terceira e a quarta avaliação. No último período de avaliação estas reduções 

foram em torno de 25%, 42% e 55% nas concentrações de 0,25, 0,5 e 0,75mM 

respectivamente, quando comparado ao controle. 

 A condutância estomática (gs) mostrou interação entre tratamento e tempo 

de avaliação (p=0,05) (Fig. 2C), com decréscimo altamente significativo, (linear, 

p<0,00001), a partir da segunda avaliação para todos níveis do metal, sendo que 

na última coleta de dados, com o aumento do nível de acetato de chumbo de zero 

para 0,5 e 0,75mM houve redução em torno de 86% na condutância estomática.  

 Em relação à taxa de transpiração (Tr), foi verificada interação entre 

tratamento e período de avaliação (p=0,00002), ocorrendo efeito linear 

(p<0,00001) entre os tratamentos aplicados, com leve decréscimo na segunda 

avaliação e queda bastante acentuada a partir desta, principalmente nas plantas 

expostas aos maiores níveis de acetato de chumbo (0,5 e 0,75mM)  (Fig. 2D). Na 

quarta determinação, em comparação ao controle, estas reduções chegaram a 

65% na concentração de 0,5mM e 72% no maior nível do metal (0,75mM).  
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Figura 2 . Índice de clorofila (A), taxa assimilatória líquida (B), condutância 
estomática (C) e taxa de transpiração (D) de plantas de tomate em função de 
quatro aplicações das diferentes concentrações de acetato de chumbo (mM). 
Barras representam o erro padrão da média de cinco repetições. 
 
  
 As diferentes concentrações de acetato de chumbo, durante o transcorrer 

do experimento, não demonstraram efeito no rendimento quântico fotoquímico 

(ΦPS2) (p=0,08), no entanto foi detectada redução linear (p=0,01), onde no quarto 

período de análise as concentrações de 0,25 e 0,75 mM promoveram 

decréscimos em torno de 13%, quando comparado ao controle (Fig. 3A). Para a 

variável taxa de transporte de elétrons (TRE) foi observada interação entre 

tratamento e dias de avaliação (p=0,05), assim como um efeito linear (p=0,01), 

sendo o esperado, pois reduções também ocorreram no ΦPS2. Entretanto, essas 

reduções na TRE foram evidenciadas na segunda avaliação, chegando a 17% ao 
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final das análises na concentração de 0,75mM de acetato de chumbo, em relação 

ao controle (Fig. 3B). 
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Figura 3.  Rendimento quântico fotoquímico em estado adaptado a luz (ΦPSII) e 
taxa de transporte de elétrons no fotossistema II (ETR) de plantas de tomate em 
função de quatro aplicações das diferentes concentrações de acetato de chumbo 
(mM). Barras representam o erro padrão da média de cinco repetições. 
 
  
 A atividade da enzima superóxido dismutase (SOD), nos tecidos foliares, 

aumentou linearmente (p=0,01) com o incremento das concentrações de acetato 

de chumbo, chegando a 54% na concentração mais elevada (Fig. 4A). Porém, 

nas raízes não foi verificado efeito significativo (p=0,4), sendo o maior aumento na 

atividade da enzima obtido na concentração de 0,5mM, na ordem de 32%, em 

comparação às plantas controle. 

 A atividade da catalase (CAT) e ascorbato peroxidase (APX), nas folhas de 

tomate, diferiu significativamente entre os tratamentos, com tendências lineares 

(p<0,00001 e p=0,0005, respectivamente) (Fig. 4B e 4C). Ao final do experimento, 

a CAT teve sua atividade aumentada, em 78% no tratamento com 0,5mM de 

acetato de chumbo e 116% no tratamento com 0,75mM. O mesmo 

comportamento foi verificado para APX, ocorrendo incremento de 

aproximadamente 132% na concentração de 0,5mM e de 336% no tratamento 

com 0,75mM de acetato de chumbo, em comparação ao controle. Nas raízes a 
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CAT apresentou tendência cúbica (p=0,054), com aumento máximo, de 22%,  

obtido na concentração de 0,5mM de acetato de chumbo. No entanto, para APX a 

atividade praticamente não diferiu entre os tratamentos (p=0,29), com acréscimo 

máximo de 11% na concentração de 0,75mM de acetato de chumbo, quando 

comparado ao controle.  

 Em relação ao controle, as diferentes concentrações de acetato de chumbo 

elevaram significativamente a atividade da glutationa redutase (GR) nas folhas 

(linear, p=0,04), chegando a 66% na maior concentração do metal. Enquanto que 

nas raízes não houve efeito de tratamento (p=0,37), com pequeno decréscimo de 

11%, quando comparado ao controle (Fig. 4D). 
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Figura 4 . Atividade das enzimas SOD (A) CAT (B), APX (C) e GR (D) em folhas 
(■) e raízes (□) de plantas de tomate, aos 52 DAS, em função das diferentes 
concentrações de acetato de chumbo (mM). Barras representam o erro padrão da 
média de quatro repetições. 
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 Os teores de peróxido de hidrogênio (H2O2) nas folhas aumentou 

linearmente (p=0,0001) em torno de 77%, na concentração de 0,25mM chegando 

a 108% quando as plantas foram expostas à concentração 0,75mM de acetato de 

chumbo. Esta elevação no nível de H2O2 ocorreu também nas raízes (linear, 

p=0,02), embora de forma menos acentuada quando comparado às folhas. O 

maior acúmulo deste radical livre nas raízes foi verificado na concentração de 

0,5mM, atingindo aumento significativo de 50%, em relação ao controle (Fig. 5A). 

 O grau de peroxidação de lipídeos, evidenciado pelo acúmulo de 

malonaldeído (MDA), nas folhas das plantas de tomate respondeu 

quadraticamente (p=0,01) quando expostas ao acetato de chumbo, com elevação 

em torno de 51% na concentração de 0,25mM, ocorrendo decréscimo nas demais 

concentrações, porém sempre com valores superiores ao controle. Enquanto, nas 

raízes o conteúdo de MDA aumentou continuamente (p=0,003), sendo que o 

maior acúmulo foi evidenciado na concentração mais elevada, onde houve 

acréscimo significativo de 307%, quando comparado ao controle (Fig. 5B). 
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Figura 5 . Conteúdo de H2O2 (A) e de MDA (B) em folhas (■) e raízes (□) de 
plantas de tomate, aos 52 DAS, em função das diferentes concentrações de 
acetato de chumbo (mM). Barras representam o erro padrão da média de quatro 
repetições. 
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4. DISCUSSÃO 
  

 O chumbo é considerado um dos elementos tóxicos mais abundantes 

exercendo efeitos adversos no processo fotossintético, na morfologia e 

crescimento de plantas, além de causar alterações na permeabilidade das 

membranas (SINGH et al., 1997; SHARMA; DUBEY, 2005) 

 No presente trabalho, o acetato de chumbo promoveu considerável 

redução em todos os parâmetros de crescimento (Fig. 1A, 1B, 1C e 1D), sendo o 

sistema de raízes mais comprometido pelas concentrações do metal do que a 

parte aérea, confirmando os resultados encontrados em plantas de arroz (Oryza 

sativa), pepino (Cucumis sativus) e trigo (Triticum aestivum) expostas ao Pb 

(VERMA; DUBEY, 2003; GONÇALVES et al., 2009; LAMHAMDI et al., 2011). A 

razão para a maior sensibilidade das raízes ao Pb, pode estar relacionada com o 

fato da raiz ser o primeiro órgão a entrar em contato com o metal e, 

consequentemente, acumular maior quantidade quando comparado a parte aérea 

(ROMEIRO et al., 2006). Ao penetrar nas células das raízes o Pb causa distúrbios 

na divisão celular, danos nos microtúbulos e/ou alterações no alongamento das 

células meristemáticas (EUN et al., 2000; SHARMA; DUBEY, 2005; SEREGIN; 

KOZHEVNIKOVA, 2008).  

 A redução significativa na área foliar das plantas expostas ao acetato de 

chumbo verificada neste estudo (Fig. 1D), também foi detectada em plantas de 

tansagem (Plantago major), as quais apresentam decréscimo de 61% na área 

foliar, quando expostas a 500mg kg-1 de Pb (KOSOBRUKHOV et al., 2004). Além 

disso, a diminuição da área foliar reduz a interceptação da energia luminosa 

refletindo negativamente no processo fotossintético e no crescimento. 

 Quanto ao índice de clorofila, o acetato de chumbo causou diminuição 

significativa nos seus valores no último dia de avaliação para todas as 

concentrações do metal (Fig. 2A). O declínio no conteúdo de clorofila em plantas 

crescidas em meio contendo Pb pode ocorrer devido à inibição de enzimas 

associadas a sua biossíntese, como a ALAD (δ-aminolevulínico desidratase), bem 

como pela ativação de clorofilases (CENKCI et al., 2011). Decréscimos no 

conteúdo de clorofila de plantas expostas ao Pb são descritas em arroz (Oryza 

sativa) (CHEN et al., 2007), e milho (Zea mays) (EKMEKC et al., 2009). Enquanto, 
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em plantas de pepino o chumbo não altera os níveis dos pigmentos 

cloroplastídicos (GONÇALVES et al., 2009). 

 Em virtude de uma pequena porção deste metal ser translocada para a 

parte aérea, acredita-se que os efeitos deletérios nesta parte da planta sejam 

indiretos que, no entanto, levam também a produção de espécies reativas de 

oxigênio. A produção dessas espécies reativas durante o processo fotossintético 

é estimada, indiretamente, pela variação de parâmetros de fluorescência e trocas 

gasosas (LIDON et al., 1999). 

 As plantas de tomate quando expostas ao acetato de chumbo, 

apresentaram reduções na condutância estomática (gs) e na taxa de transpiração 

(Tr) (Fig. 2C e 2D). Segundo Romeiro et al. (2006), o declínio na taxa de 

transpiração em plantas expostas ao chumbo ocorre devido à redução da área 

foliar e/ou pelo decréscimo na condutância estomática. Resultados estes que 

confirmam os dados encontrados nesta pesquisa (Fig. 1D e 2C). As reduções na 

gs podem ter contribuído para a queda da taxa assimilatória líquida (A) (Fig. 2B), 

pois com o fechamento dos estômatos ocorre menor disponibilidade de CO2 para 

a realização do processo fotossintético, devido ao incremento na resistência ao 

fluxo deste gás da atmosfera para o interior da folha. 

 Assim, a redução na taxa de assimilação do CO2 decorrente da diminuição 

da condutância estomática, possivelmente levou ao acúmulo de energia (ATP) e 

poder redutor (NADPH), promovendo a formação de espécies reativas de 

oxigênio, causada pelo desvio de elétrons para o oxigênio molecular, que gera 

oxigênio singleto (1O2) ou radical superóxido (O2
●-) e pode danificar o aparato 

fotossintético (APEL; HIRT, 2004; CHEN et al., 2005). As análises enzimáticas do 

sistema antioxidante realizadas nesta pesquisa podem confirmar essa hipótese. 

  Somado a isto, a baixa utilização de ATP e NADPH no ciclo de Calvin, em 

virtude da diminuição da capacidade do metabolismo de carbono, pode fazer com 

que a energia luminosa absorvida pela clorofila no complexo antena do 

fotossitema II (FSII) não seja aproveitada na fase fotoquímica, tendo como 

consequência um aumento da sua reemissão na forma de fluorescência ou 

dissipação térmica, resultando na redução da eficiência fotoquímica do FSII 

(KITAO et al., 1997; SUBRAHMANYAM; RATHORE, 2000). 

 Neste contexto, a técnica de fluorescência da clorofila a pode ser usada 

para medir a eficiência do FSII, na fase fotoquímica da fotossíntese. O rendimento 
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quântico fotoquímico (ΦPS2) é um parâmetro utilizado para medir a proporção de 

luz absorvida pela clorofila associada ao FSII e utilizada nos  processos 

fotoquímicos e, como tal fornecer uma estimativa da taxa de transporte de 

elétrons linear, indicando a fotossíntese como um todo (MAXWELL; JOHNSON, 

2000).  

 A taxa de transporte de elétrons (TRE) apresentou decréscimo já na 

segunda análise, porém essa redução não estaria ainda relacionada com o ΦPS2, 

pois até a segunda avaliação, este parâmentro se manteve praticamente 

inalterado. Essas reduções nos valores de TRE pode ser devido a alguma 

alteração na capacidade de oxirredução ao longo da cadeia. Provavelmente, as 

plantas de tomate apresentaram nessa fase, um eficiente sistema de dissipação 

de energia em excesso, possibilitada pelo ciclo da xantofila, cuja ação 

fotoprotetora ocorre nos complexos coletores de luz do FSII (HORTON et al., 

1996).  

 No entanto, durante as avaliações finais, a redução na TRE, verificada 

principalmente na concentração de 0,75mM de acetato de chumbo, acompanhou 

o padrão de resposta do ΦPS2 (Fig. 3A e 3B), indicando danos no FSII, como 

reflexo de uma provável alteração estrutural nas membranas dos tilacoides 

induzidas por espécies reativas de oxigênio (KONRAD et al., 2005). 

 Ainda, considerando no último periodo de avaliação, o pequeno decréscimo 

tanto do ΦPS2 (13%) como da TRE (17%) e a redução substancial de A (55%), 

quando as plantas foram expostas a concentração mais elevada de acetato de 

chumbo, pode-se inferir que tenha ocorrido aumento do ciclo fotorrespiratório, 

atuando como dreno alternativo do poder redutor gerado pelas reações 

fotoquímicas. Em plantas C3 a fotorrespiração pode ser uma alternativa para 

ajudar a consumir parte considerável do fluxo de elétrons quando a 

disponibilidade de CO2 nos cloroplastos está limitada, protegendo o aparato 

fotossintético (HEBER et al.,1996). No entanto, este processo ocasiona aumento 

no conteúdo de H2O2 nos peroxissomos, fato que pode ser verificado pela análise 

de conteúdo desta espécie reativa de oxigênio nos tecidos foliares das plantas de 

tomate (Fig.5A). 

 Estes resultados mostraram que o FSII não foi o principal sítio afetado pelo 

estresse por chumbo e sim, a fase de assimilação do CO2, devido ao seu baixo 

nível no mesofilo ocasionado pela redução na condutância estomática. Logo, 
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decréscimos na eficiência fotoquímica do FSII pode ser consequência da redução 

na atividade bioquímica da fotossíntese, em virtude da baixa exigência por poder 

redutor, formados na fase fotoquímica,  para a manutenção das reações no 

estroma. 

 Padrão de resposta semelhante é encontrado em plantas de ervilha após 

24 horas de exposição ao chumbo, onde a significativa redução da taxa 

assimilatória líquida está diretamente relacionada com a diminuição da 

condutância estomática (PARYS et al., 1998). Além disso, esses mesmos autores 

afirmam que o chumbo causa pequena redução na eficiência quântica do FSII, 

confirmando o resultado ocorrido nas plantas de tomate. Entretanto, em plantas 

de pepino o chumbo não tem efeito nocivo na condutância estomática 

(BURZYŃSKI; KŁOBUS, 2004).  

 Como o excesso de metais pesados promove estresses oxidativos, a 

ativação do sistema antioxidante pode ser uma estratégia adotada pelas plantas 

para tentar superar possíveis danos gerados pelo estresse (MALECKA et al., 

2001; CHOUDHURY; PANDA, 2005). Porém, tanto os danos como a ativação, 

ocasionada por metais pesados, ainda é um pouco contraditória e depende do 

tipo de metal, bem como do tempo de exposição e da espécie da planta (EDERLY 

et al., 2004) 

 A superóxido dismutase (SOD) é considerada a primeira enzima a atuar no 

sistema antioxidante, realizando a dismutação do radical superóxido (O2
●-) a 

peróxido de hidrogênio (H2O2) (SINHA, 2006).  Neste estudo, a atividade da SOD 

nas folhas aumentou gradualmente com o incremento na concentração de acetato 

de chumbo (Fig. 4A). Possivelmente, devido ao aumento nos níveis de O2
●- 

ocasionado pelo estresse por acetato de chumbo, o que promoveu aumento na 

expressão do gene para biossíntese da SOD. Resposta semelhante foi 

encontrada em plantas de trigo e pepino crescidas em meio contendo chumbo 

(DEY et al., 2007; GONÇALVES et al., 2009). 

 O aumento no conteúdo de H2O2, oriundo da dismutação dos radicais 

superóxidos pela ação da SOD ou por outros processos como a fotorrespiração 

(DEY, et al., 2007; IGAMBERDIEV; LEA, 2002), com o incremento no nível do 

metal, causou elevação da atividade da catalase (CAT) e ascorbato peroxidase 

(APX) nas folhas (Fig. 4B e 4C), com o intuito de tentar manter baixo o conteúdo 

desta espécie reativa de oxigênio. Também, em plantas de pepino o chumbo 
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eleva significativamente a atividade da CAT, entretanto o mesmo não é observado 

para APX nessa espécie (GONÇALVES et al., 2009).  

 A CAT está presente nos peroxissomos e  age  decompondo  o H2O2  em  

oxigênio molecular e água (MOLLER et al., 2007). A APX e GR são enzimas que 

pertencem ao ciclo ascorbato-glutationa. A APX é também responsável pela 

degradação do H2O2, utilizando o ascorbato como doador específico de elétrons 

para reduzir o H2O2 à água, o que gera monodehidroascorbato que requer nova 

regeneração para que não ocorra a paralisação do ciclo metabólico da glutationa 

(FOYER; NOCTOR, 2005). Uma das enzimas responsável por esta regeneração 

é a GR, que restaura a glutationa reduzida (GSH), molécula necessária para 

manter a APX ativa (NOCTOR; FOYER, 1998; ASADA, 1999).  

 Em virtude de a CAT estar ausente nos cloroplastos, a degradação do 

H2O2 nesta organela é feito pela APX, associada às membranas do tilacoide 

(FOYER et al., 1994). Logo, a alta atividade de ambas as enzimas nos tecidos 

foliares, pode ser um indício do estresse ocasionado pelo acetato de chumbo, 

afetando também os cloroplastos das plantas de tomate. 

 A capacidade de manter a atividade da SOD, CAT e APX, em níveis 

elevados, sob condições de estresse ambiental, é essencial para que haja 

equilíbrio entre a formação e remoção de H2O2 do ambiente intracelular (ZHANG; 

KIRKAM, 1996; MATÉS, 2000). Por outro lado, sob condições estressantes a 

formação de radicais livres pode exceder a capacidade de sua remoção, 

culminando assim, em estresse oxidativo (YU; RENDEL, 1999; BENAVIDES et 

al., 2005). Nesta pesquisa, mesmo que a atividade da CAT e APX nos tecidos 

foliares, tenha sido significativamente aumentada sob estresse por acetato de 

chumbo (Fig. 4B e 4C), pode não ter sido suficiente para reduzir o H2O2 formado, 

uma vez que foi verificado aumento significativo no nível desta espécie reativa 

(Fig. 5A). Similarmente, em plântulas de tremoço (Lupinus luteus) foram 

detectados aumentos tanto da atividade de peroxidases como no conteúdo de 

H2O2 em todas as partes das plantas, quando estas são expostas ao chumbo. 

(PRZYMUSINSKI et al., 2007).  

 Os ácidos graxos poliinsaturados presentes na membrana são altamente 

sensíveis ao ataque do radical hidroxila (OH●). Logo, a peroxidação lipídica 

mediada, pela ação de radicais livres, pode ser utilizada como indicador da 

prevalência do estresse oxidativo (KAPPUS, 1985). Neste estudo, a peroxidação 
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lipídica foi significativamente aumentada (Fig. 5B). É importante ressaltar que, o 

decréscimo na assimilação do CO2, relatado anteriormente, pode ter desviado o 

fluxo de elétrons para a redução do O2 refletindo no aumento no grau de 

peroxidação lipídica (LEMOS FILHO, 2000). Nos tecidos foliares o pico no 

conteúdo de MDA foi detectado na menor concentração de acetato de chumbo 

utilizada (Fig. 5B), demonstrando que nas concentrações mais elevadas do metal, 

as enzimas antioxidantes atuaram na tentativa de limitar os danos oxidativos. Este 

resultado também é encontrado em plântulas de trigo após seis dias de exposição 

ao chumbo (DEY et al., 2007).  

 Entretanto, o mesmo não ocorreu nas raízes, onde a baixa atividade da 

SOD e CAT, principalmente na concentração mais elevada de acetato de chumbo 

(0,75mM) pode estar relacionada com o aumento bastante acentuado no nível de 

MDA (Fig. 5B) (VERMA; DUBEY, 2003). Ainda, segundo Cakmak e Horst (1991), 

a redução na atividade da CAT indica que, em plantas mantidas sob condições de 

estresse, o H2O2 gerado é mais consumido em processos oxidativos, como na 

peroxidação de lipídios, do que eliminado do metabolismo. Isso porque em células 

aeróbicas, via reação de Fenton ou Haber-weiss os radicais superóxidos e H2O2 

reagem formando radical hidroxila (OH●), que por sua vez atuam sobre os ácidos 

graxos poliinsaturados das membranas ocasionando a peroxidação dessas 

moléculas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).  

 Além da SOD e CAT, a atividade da APX nas raízes também foi bastante 

limitada, o que provavelmente ocorreu devido ao decréscimo na atividade da GR, 

restringindo o conteúdo de GSH (Fig. 4C e 4D). Diferente do ocorrido nos tecidos 

foliares, onde houve aumento de 66% na atividade da GR (Fig. 4D) mantendo o 

pool de GSH e a atividade da APX. 

 Uma provável explicação para a redução na atividade da GR nas raízes, é 

a ligação do chumbo aos seus grupos sulfidrílicos (SH). Segundo Sharma e 

Dubey (2005), o chumbo tem alta afinidade com grupamentos SH formando 

complexos estáveis com ligantes contendo enxofre. Logo, a atividade da GR pode 

ser alterada se ocorrer interação deste metal com SH presente no sítio ativo da 

enzima. Resposta semelhante é encontrada em plântulas de arroz cv. Jaya, 

crescidas em meio contendo chumbo, ocorrendo aumento na atividade da GR nas 

folhas e redução nas raízes (VERMA; DUBEY, 2003). Ainda, neste mesmo 

trabalho, 1000µM de chumbo reduz a atividade da CAT indicando um retardo na 
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remoção de H2O2 e consequente aumento da peroxidação lipídica. Em 

experimento realizado por Gratão et al. (2008), também com plantas de tomate, a 

atividade da GR é reduzida tanto nas folhas como nas raízes quando expostas ao 

Cádmio. Em contrapartida, aumento significativo na atividade da CAT e SOD é 

verificado nas raízes de plantas de ervilhas (Pisum sativum) quando expostas ao 

chumbo (MALECKA et al., 2001). 

  

5. CONCLUSÕES  
 
 O acetato de chumbo, nas concentrações utilizadas, possui efeito tóxico 

sobre plantas de tomate com redução significativa em ambas as partes da planta, 

sendo mais pronunciado nas raízes, bem como pela atuação do sistema 

antioxidante, o qual não é suficiente para impedir danos oxidativos ocasionados 

pelo metal, promovendo peroxidação lipídica das membranas. Além disso, a fase 

bioquímica da fotossíntese é mais sensível ao chumbo do que a fase fotoquímica, 

devido ao efeito direto do metal na condutância estomática. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 O chumbo é um metal pesado sem função conhecida e por este motivo 

pode ser tóxico para uma grande variedade de espécies. Nesta pesquisa, as 

concentrações de acetato de chumbo testadas demonstram efeito tóxico afetando 

o teor de clorofila, qualidade fisiológica das sementes e consequentemente seu 

crescimento inicial. Pelas análises ultraestruturais dos tecidos foliares e 

radiculares, os resultados verificados nesta pesquisa demostram que o Pb causa 

maiores alterações  na parte aérea do que nas raízes. As altas concentrações de 

chumbo comprometem a ultraestrutura dos cloroplastos, evidenciado pela 

redução dos grãos de amido e distorções nos tilacoides, quando as plantas foram 

expostas a concentração mais elevada no metal. O fechamento estomático, de 

fato, representa a causa primária da redução na taxa fotossintética, na taxa de 

transpiração, e da produção de biomassa, sendo essas reduções consequencia 

da diminuição do suprimento de CO2 no interior das folhas, limitando, desta forma, 

a fase fotoquímica em virtude da baixa necessidade de formação de poder 

redutor. Somado a isto, as enzimas antioxidantes atuam de maneira diferenciada 

nas folhas e raízes, fato este que explica o maior grau de peroxidação lipídica no 

sistema radical. Local onde a atividade dessas enzimas é baixa ou até mesmo 

reduzida, como no caso da glutationa redutase. Cabe ressaltar que, mesmo com 

o aumento da atividade das enzimas antioxidantes nos tecidos foliares, ocorre 

peroxidação e acúmulo no conteúdo de H2O2 formado, excedendo a capacidade 

do sistema antioxidante, ocasionando danos oxidativos nas plantas de tomate.  
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