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Resumo - As frequentes aplica¢Ges de fungicidas com Cu ou Zn na composi¢cdo em
videiras tém causado o acumulo desses metais pesados em solos de vinhedos. O
Cu e Zn sdo micronutrientes que fazem parte de diversos compostos organicos e
atuam em varios processos biolégicos do organismo vegetal. No entanto, o excesso
desses metais pesados no solo e, consequentemente, nos tecidos vegetais pode
provocar sintomas de toxidez, como inibicdo da absor¢&o de nutrientes, alteracédo
em processos fisiologicos e bioquimicos, e danos na estrutura do sistema radicular,
prejudicando o crescimento e o desenvolvimento das plantas. Em vinhedos do Sul
do Brasil, os sintomas de toxidez por Cu e Zn tém sido observados em videiras
jovens recém transplantadas e em plantas de cobertura do solo, como a aveia preta.
A toxidez por esses metais pesados em videiras pode retardar o inicio do seu
periodo produtivo, atrasando o estabelecimento das mudas no campo. Em plantas
de cobertura do solo, a toxidez pode reduzir a biomassa ou mesmo causar a morte
das plantas, deixando o solo descoberto e, assim, prejudicando a ciclagem de
nutrientes e aumentando o potencial de eroséo hidrica. Em funcdo dessa
problematica, este capitulo abordaré a absorcéo, transporte e acimulo de Cu e Zn
em plantas, as consequéncias disso sobre os parametros fisioldgicos, bioquimicos e
sobre a estrutura do sistema radicular, com apresentacao de resultados de
pesquisas realizadas até o momento, especialmente no Sul do Brasil, e de
perspectivas para estudos futuros.

Palavras-chave: toxidez, estado nutricional, parametros fisiol6gicos, anatomia e
morfologia de raizes, vinhedo.

1 Introducéo

As areas utilizadas para o cultivo da videira na regido Sul do Brasil apresentam, em
geral, altos indices pluviométricos, com elevada umidade relativa do ar e altas
temperaturas durante o ciclo produtivo (TONIETTO, 2007). Essas condi¢cfes
predispdem as videiras a varias doencas fungicas, especialmente nas folhas e nos
cachos, capazes de causar danos severos a cultura, com consequente perda de
produtividade e de qualidade dos frutos (JERMINI et al., 2010). Com o intuito de
prevenir e/ou controlar essas doencgas, as videiras sdo submetidas a aplicagbes
sucessivas de fungicidas, sendo muitos deles cupricos, como a calda bordalesa
[Ca(OH), + CuSOy], e outros com Zn na sua composi¢do, como 0 Mancozeb, além
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do uso de fertilizantes organicos que contribuem para o acimulo desses elementos
no solo (COUTO et al., 2015).

Em funcgéo da unidirecionalidade da aplicacao dos fungicidas, do escoamento dos
elementos quimicos nas superficies das folhas via agua da chuva e da deposicéo de
folhas senescentes ou galhos na superficie do solo, o Cu e 0 Zn podem se acumular
em solos de vinhedos ao longo dos anos, principalmente nas camadas mais
superficiais do solo, com consequente aumento da disponibilidade as plantas, que
causara toxidez as videiras e plantas de cobertura de vinhedos (BRUNETTO et al,
2014; COUTO et al., 2015). A toxidez ocasionada nas plantas de cobertura do solo,
como a aveia preta (Avena strigosa Schreb.), também pode causar prejuizos ao
cultivo das videiras, uma vez que a reducao da biomassa ou, até mesmo, a morte
dessas plantas deixa o solo descoberto, ocasionando a menor ciclagem de
nutrientes e o aumento do potencial de erosdo (SANTOS et al., 2004).

E importante ressaltar que tanto o Cu quanto o Zn sdo micronutrientes e, portanto,
essenciais para o crescimento e desenvolvimento da planta. O Cu & um elemento
que faz parte de varios compostos organicos, como proteinas e enzimas vitais ao
metabolismo vegetal, atuando no controle da sintese de DNA e RNA, e participando
de varios processos fisiologicos, como fotossintese, respiracao e metabolismo de
carboidratos, lipideos e do nitrogénio (KABATA-PENDIAS, 2010; BROADLEY et al.,
2012). O Zn é um elemento requerido de forma catalitica e estrutural por muitas
enzimas, como a desidrogenase alcodlica, anidrase carbénica, a superéxido
dismutase, atua na sintese de proteinas, no metabolismo de carboidratos e ainda
pode ser requerido para a biossintese de clorofila (KABATA-PENDIAS, 2010;
BROADLEY et al., 2012). Apesar da essencialidade, o excesso destes metais pode
causar toxidez e prejudicar o desenvolvimento das plantas.

O termo estresse pode ser definido como um estado de tensdo de um organismo
capaz de provocar mudangas nas respostas e no comportamento em virtude de uma
sobrecarga (BARCELO; POSCHENRIEDER, 1992) ou, ainda, como condi¢des
externas que afetam negativamente o crescimento e desenvolvimento ou a
produtividade da planta (SHINOZAKI et al., 2015). Os niveis de estresse causados
pela toxidez por metais pesados sdo dependentes da intensidade de exposicao, da
duracéo e da sensibilidade da planta ao estresse, além da combinagcdo com outros
agentes estressantes (SHINOZAKI et al., 2015). O estresse por metais pesados
pode ser por deficiéncia (elementos essenciais) ou por toxidez (elementos
essenciais e ndo essenciais), que ocorrem quando o teor de determinado metal
pesado esta abaixo ou acima da faixa 6tima para a planta (Figura 1). Inicialmente,
em resposta ao estresse, a planta entra na fase de alarme, que causara uma reacao
de reducdo reversivel do seu crescimento, podendo entrar em fase de resisténcia e,
assim, continuar o seu desenvolvimento. Porém, em caso de estresse muito severo,
seja por grave deficiéncia ou toxidez, a planta pode entrar em fase de esgotamento,
resultando em queda na resisténcia e, entdo, morte (BARCELO; POSCHENRIEDER,
1992; SHINOZAKI et al., 2015).

Fisiologicamente, 0 excesso de Cu e Zn provoca aumento na sintese de proteinas e
enzimas envolvidas na defesa aos danos oxidativos (YANG et al., 2011), alteracéo
no transporte de elétrons da fotossintese e fotoinibicdo (CAMBROLLE et al., 2015).
Ainda, o estresse por Cu e Zn pode danificar a estrutura das raizes (AMBROSINI et
al., 2015; BOCHICCHIO et al., 2015), o que pode reduzir a absorcdo de agua e
nutrientes minerais do solo e, assim, diminuir o crescimento das plantas (TOSELLI et
al., 2009; AMBROSINI et al., 2016). A deficiéncia de outros elementos essenciais,
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como Fe ou Mg, por interferéncia na absorc¢éo, translocacéo e utilizacédo, causa
sintoma de clorose nas folhas jovens (YANG et al., 2011).
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Figura 1 - Crescimento e desenvolvimento da planta em faixas de deficiéncia, 6tima
e de toxidez por metais pesados no solo. A linha tracejada corresponde a resposta a
elementos ndo essenciais, e a linha continua a elementos essenciais.

Adaptado de Kabata-Pendias (2010).

Assim, neste capitulo serdo abordados os mecanismos de absorcao, transporte e
acumulo de Cu e Zn em videiras e plantas de cobertura do solo de vinhedos, além
dos efeitos do excesso desses dois metais pesados no solo e nos tecidos vegetais
sobre a fisiologia e bioquimica das plantas, bem como sobre a estrutura do sistema
radicular.

2 Absorcéo, transporte e acimulo de Cu e Znem plan  tas

A absorcéo, a distribuicdo e o acimulo de metais pesados, entre eles Cu e Zn, em
plantas séo realizados por meio de transportadores de membrana, que, por sua vez,
sdo essenciais para 0s processos de homeostase e tolerancia ou detoxificagdo
desses metais (ARBAQOUI et al., 2014). Os transportadores de metais nas plantas
estdo presentes na membrana plasmética das células da epiderme e do cortex das
raizes, incluindo os pelos radiculares, ou mesmo em outros 6rgaos da planta, e
também nas membranas de organelas celulares, como o vacuolo (GROTZ;
GUERINOT, 2006; MARSCHNER, 2012; ARBAOUI et al., 2014). Ainda existem
muitas duvidas em relacdo a caracterizacdo destes transportadores, principalmente
no caso especifico de Cu e Zn, mas sabe-se que existem diversas familias de
carregadores, com funcéo e atuacao diferentes, que podem ser especificas para
determinados nutrientes, podendo variar de acordo com a disponibilidade do mesmo
no solo e com o local de acédo na planta (GROTZ; GUERINOT, 2006; ARBAOUI et
al., 2014).

A absorcado de Cu ocorre predominante na forma de Cu®* ou Cu®, sendo mediada
por transportadores de membranas, especialmente os da familia COPT (proteina
transportadora de Cu — do inglés: copper transporter protein) e por ATPases de
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metais pesados, proteinas que atuam como transportadores de membrana
(YRUELA, 2005; 2009; GROTZ; GUERINOT, 2006). Entre os transportadores da
familia COPT, o COPT1 € o membro que melhor a caracteriza, estando localizado
na membrana plasmatica e sendo responsavel pela entrada de Cu na célula, do
exterior para citoplasma, com alta expressao em plantas sob condi¢bes de baixa
disponibilidade de Cu no solo e sendo pouco expresso quando ha alta concentracao
deste metal (YRUELA, 2009). As ATPases de metais pesados n&o sao exclusivos
para Cu, sendo responsaveis pelo transporte de diversos metais atraves de
membranas celulares (GROTZ; GUERINOT, 2006; YRUELA, 2009). As ATPases de
metais pesados utilizam ATP para bombear ions através das membranas, enquanto
os transportadores COPT1 ndo usam ATP para importar Cu para o citoplasma
(YRUELA, 2005; 2009).

As ATPases de metais pesados sao divididas em dois grupos: as que transportam
céations monovalentes, como Cu® e Ag’, e as que transportam cétions divalentes,
como Cu®", Zn?*, Cd*", Pb?" e Co?*%@%i°s (YRUELA, 2009). Membros da familia das
ATPases de metais pesados podem estar presentes em diferentes 6rgaos da planta,
como raizes, folhas, flores, polen e tecidos vasculares, e ter diferentes localiza¢des
na célula, como na membrana plasmatica, em membranas dos tilacoides, nos
cloroplastos, sendo fundamentais para a homeostase do Cu na planta (YRUELA,
2009).

O Zn é absorvido a partir da solucéo do solo, principalmente como Zn?*, por
transportadores de membranas, especialmente os da familia ZIP (do inglés: Zinc-
Iron-regulated transporter Protein), os da familia CDF (facilitador da difusdo de
cation — do inglés: cation diffusion facilitator) também conhecidas como MTP (Metal
Tolerance Protein), e por ATPases de metais pesados (GROTZ; GUERINOT, 2006).
Os membros da familia ZIP também estariam relacionados com absorc¢ao de Fe
(GROTZ et al., 1998; GROTZ; GUERINOT, 2006) e de Cu (GROTZ; GUERINOT,
2006; YRUELA, 2009). Os transportadores ZIP estéo localizados na membrana
plasmatica, tanto em raizes quanto na parte aérea, sendo responsaveis pelo
transporte de Zn para o citoplasma, especialmente em condi¢des de deficiéncia
deste metal (GROTZ; GUERINOT, 2006).

Os membros da familia CDF sdo responsaveis pelo transporte de metais para
organelas, como o vacuolo, e pelo efluxo para o meio extracelular, sendo muito
importantes para evitar a toxidez por Zn (GROTZ; GUERINOT, 2006). Os
transportadores da familia das ATPases de metais pesados atuam em diferentes
orgaos da planta e podem ter localiza¢des distintas nas células, atuando da mesma
maneira como ocorre com o Cu e, assim, tendo papel fundamental na homeostase
do Zn na planta (GROTZ; GUERINOT, 2006; YRUELA, 2009).

Os transportadores de membrana, tanto para o Cu quanto para o Zn, podem ter
funcao de transporte para dentro do citoplasma, o que acontece especialmente em
condi¢cBes de baixa disponibilidade desses nutrientes, de realocagédo desses metais
dentro da célula ou de distribuicdo para diferentes 6érgaos da planta, o que acontece
para manter a homeostase e evitar a toxidez na planta (GROTZ; GUERINOT, 2006;
YRUELA, 2009).

Em estudos com videiras e aveia preta, em solos com altos teores de Cu e Zn,
observa-se o acumulo preferencial desses metais nas raizes, sendo considerada
pequena a quantidade transportada para a parte aérea (GIROTTO et al., 2014;
MIOTTO et al., 2014; GUIMARAES et al., 2016; TIECHER et al., 2016a; 2016b;
AMBROSINI et al., 2016). Nesse sentido, como ressaltado em outros estudos, a
concentracdo de Cu e Zn nas raizes parece ser um indicador sensivel ao acumulo
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desses elementos no solo (BRUN et al., 2001; McBRIDE, 2001; CHAIGNON;
HINSINGER, 2003; CHAIGNON et al., 2003). Porém, a concentracao de Cu nas
raizes parece ndo representar de forma adequada o efeito de determinada
concentracdo de Cu no solo sobre a planta, presumivelmente devido ao controle
eficaz do transporte de Cu das raizes para a parte aérea.

A distribuicdo de Cu e Zn na planta pode ser definida, ainda, por mecanismos que
nao envolvem transportadores de membrana, por exemplo: para Kopittke et al.
(2014), um importante mecanismo que determina o potencial de toxidez e a
distribuicdo de determinado metal ocorre pela forca de ligacao pelo qual interage
com ligantes duros (do inglés: hard ligands) nos tecidos vegetais — compostos com
baixa polaridade, alta eletronegatividade, pequenos raios e que dificilmente séo
oxidaveis; sendo representados nas raizes principalmente por grupos carboxilicos
do acido poligalacturénico. O Cu, quando comparado ao Zn, apresenta maior
afinidade por esses ligantes e, por isso, fica localizado em maior quantidade nas
raizes, enquanto o Zn é transportado com maior facilidade para a parte aérea
(KOPITTKE et al., 2014). Sendo assim, o controle eficaz do transporte de Cu para a
parte aérea, como mencionado no paragrafo anterior, pode estar relacionado com a
interacdo deste metal com os ligantes duros presentes nas raizes.

O controle do transporte dos metais para a parte aérea € importante porque, em
espécies sensiveis, concentracdes nos tecidos entre 15-20 mg kg™ de Cu e 150-200
mg kg™ de Zn podem provocar reducao do crescimento das plantas (Figura 2)
devido a diversas alteragcdes no metabolismo (KABATA-PENDIAS, 2010). Apesar
disso, concentracdes superiores a estas sao frequentemente relatadas, tanto em
condicBes de campo quanto em estudos de casa de vegetacdo (CAMBROLLE et al.,
2012; GIROTTO et al., 2013; MIOTTO et al., 2014; TIECHER et al., 2016a; 2016b;
AMBROSINI et al., 2016).
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Figura 2 - Reducao do crescimento de videiras jovens pela adicdo de Cu e Zn no
solo.
Foto: Tadeu Luis Tiecher.
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Altos teores de Cu e Zn nos tecidos das plantas induzem mudancgas nas
propriedades de membrana, o que afeta a funcao dos transportadores de membrana
e de canais i6nicos (DEVI; PRASAD, 1999; JANICKA-RUSSAK et al., 2008), como
as proteinas tipo ZIP que contribuem para o transporte de Zn para dentro das
células, e as bombas de ATPases, importantes no transporte de metais pesados
ligados a fitoquelatinas para o interior do vacuolo (PRADO, 2013). Estes efeitos
ocasionam um aumento da permeabilidade ndo-especifica da membrana, que pode
ser responsavel pelos desequilibrios nas concentragdes de nutrientes em plantas
cultivadas em ambientes com altos teores de elementos potencialmente toxicos
(CAMBROLLE et al., 2013a; 2013b).

3 Efeitos do excesso de Cu e Zn sobre parametros
fisioldgicos e bioquimicos de plantas

Alguns distarbios fisioldgicos e bioquimicos séo frequentemente associados ao
aumento dos teores de Cu e Zn em solos e nas plantas (CAMBROLLE et al., 2012;
MATEOS-NARANJO et al., 2013; TIECHER et al., 2016a). A alta concentragéo de
Cu na planta pode inibir o seu crescimento por interferéncia em processos celulares
importantes, como a estrutura da cromatina, a sintese de proteinas e a atividade de
enzimas nos processos de fotossintese e respiracdo (YRUELA, 2005; GRATAO et
al., 2005). No caso do Zn, o aumento da sua concentracdo na planta pode reduzir a
eficiéncia fotossintética pela inibicdo da biossintese de clorofila e diminuicdo da
assimilacao de carbono (CHEN et al., 2008; DHIR et al., 2008). Além disso, a
toxicidade de Zn pode afetar negativamente a cadeia de transporte de elétrons (
MAGALHAES et al., 2004), além da absorc&o e translocacdo de nutrientes (JIANG;
WANG, 2008; WANG et al., 2009).

Os sintomas de toxidez causados pelo excesso de Cu e Zn sdo expressados no
organismo vegetal devido a uma gama de interagfes que ocorrem em nivel
molecular e celular. Um sintoma bastante comum é a clorose (Figura 3), observada
guando hé& reducédo do conteudo de clorofilas nas folhas jovens (YANG et al., 2011).
Em trabalhos com diferentes espécies, como feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis
(L.) DC.), milho (Zea mays L.) e aveia preta (Avena strigosa Schreb.) cultivados em
solos com altos teores de Cu e Zn, foram observados decréscimos nos teores de
clorofila a, clorofila b e carotendides (SANTANA et al., 2015; TIECHER et al., 2016a,;
2016b). Videiras submetidas a altas concentracdes de Cu também apresentaram
reducéo acentuada de pigmentos fotossintéticos (CAMBROLLE et al.; 2013b; ROSA
et al., 2014). A diminuicdo destes pigmentos pode ser atribuida ao efeito adverso do
excesso desses metais no transporte de elétrons na fotossintese, causando
diminuicdo da sintese ou o incremento da degradac&o de clorofila (CAMBROLLE et
al., 2012; TIECHER et al., 2016a), possivelmente por fotoxidacdo. Esta € uma
estratégia de defesa, pois a planta diminui a captacdo de energia ao reduzir os
teores destes pigmentos, ndo havendo a necessidade da dissipacdo da mesma
através de outros mecanismos. Contudo, ha uma grande reducéo da energia
destinada a fotoquimica e, consequentemente, reducéo na formacéo de moléculas
necessarias ao ciclo de Calvin, afetando o crescimento das plantas (ZENGIN;
MUNZUROGLU, 2005; TAIZ; ZEIGER, 2013).
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Figura 3 - Folhas de videira: a esquerda, sintoma de clorose causado por excesso
de Cu; a direita, folha em condic&o de baixo teor de Cu, sem clorose.
Foto: Lessandro De Conti.

Plantas cultivadas em solos com altos teores de Cu e Zn geralmente apresentam
aumento significativo na emisséo da fluorescéncia pelas moléculas de clorofila das
antenas que foram excitadas pela luz, antes da transferéncia da energia para os
centros de reacado dos fotossistemas (PS) (TANYOLAC et al., 2007). Isso acontece
porque o excesso desses metais pesados nas plantas pode comprometer os centros
de reacédo do PSII, ou a transferéncia da energia de excitacdo do complexo antena
para os centros de reacéo pode estar prejudicada (BOLHAR-NORDENKAMPF et al.,
1989). Geralmente, a emisséo da fluorescéncia é alterada por estresses do
ambiente que causam altera¢des estruturais nos pigmentos fotossintéticos do PSlI
(CAMPOSTRINI, 2001), como a substituicdo do Mg pelos metais Cu e Zn na
molécula de clorofila, quando estes estdo presentes em altas concentracdes nos
tecidos (ZVEZDANOVIC et al., 2007).

Em condicbes de estresse, as plantas podem apresentar também reducéo
acentuada na eficiéncia quantica maxima do PSII (Fv/Fm). O decréscimo deste
parametro ja foi observado em diversos estudos com videiras e plantas de cobertura
(CAMBROLLE et al., 2013a; SANTANA et al., 2015; TIECHER et al., 2016a; 2016b)
e se caracteriza como um estado de fotoinibicdo crénica (ALVES et al., 2002), a qual
indica uma reducao na proporcéo de centros de reacdo abertos (MAXWELL;
JOHNSON, 2000), ou seja, aptos a receber elétrons. Nestas condi¢des, geralmente
ocorre o0 aumento da dissipacao néo-fotoquimica (NPQ), o que indica que as plantas
dissipam a luz na forma de calor, protegendo assim a folha de maiores danos
(MAXWELL; JOHNSON, 2000; CAMBROLLE et al., 2012). Esta dissipac¢éo da
energia de excitacdo das clorofilas pode prevenir a formacdo de moléculas
altamente reativas, a partir de oxigénio, denominadas espécies reativas de oxigénio
(EROs), que podem danificar irreversivelmente proteinas, lipideos e pigmentos de
membranas fotossintéticas (HORTON; RUBAN, 2004).

A formacao de EROs ocorre em processos fisiologicos e metabdlicos essenciais das
plantas, tais como a fotossintese e a respira¢édo, nos quais ocorre fluxo dindmico de
elétrons através de transportadores especificos, com participacdo do oxigénio e da
agua (MITTLER, 2002). As EROs que se formam como consequéncia da reducéo do
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oxigénio, sdo o radical superéxido (Oy), o peroxido de hidrogénio (H.O,) e o radical
hidroxila (OH), os quais, em conjunto com o oxigénio singleto (*0,), que se forma na
fase fotoquimica da fotossintese, constituem as formas biolégicas mais importantes
de EROs (MARTINEZ et al., 2010). Por meio da reacéo de Fenton, o ciclo redox
entre Cu?* e Cu" catalisa a producéo de radicais OH™ provenientes de radicais O, e
de H,0,, aumentando a producao de espécies reativas de oxigénio (BRIAT,;
LEBRUN, 1999). O Zn, por sua vez, pode gerar estresse oxidativo através da
interferéncia com o sistema de defesa antioxidante (GRATAO et al., 2005). Assim, a
absorcao excessiva de Cu e de Zn por plantas pode causar estresse oxidativo
devido ao desequilibrio entre as respostas antioxidantes e o aumento da producao
de EROs (GIROTTO et al., 2013).

Para proteger suas células dos efeitos téxicos das EROs as plantas dispdem de um
sistema de defesa composto por antioxidantes ndo enzimaticos e enziméaticos, que
trabalham em conjunto e em sincronia detoxificando as EROs produzidas e fazendo
com que 0s vegetais superem a situacao de estresse e recuperem a homeostase
celular (MARTINEZ et al., 2010). Dentre os principais metabdlitos antioxidantes ndo
enzimaticos encontram-se o acido ascorbico (AsA), a glutationa (GSH), o a-tocoferol
e os carotenoides. Nas plantas, 0 aumento na concentracdo dessas moléculas pode
indicar um aumento na toler&ncia ao estresse por metais (DIETZ et al., 1999). Tais
antioxidantes podem evitar a formagé&o de radicais livres, sequestra-los ou promover
sua degradacdao, prevenindo a ocorréncia de danos as células das plantas
(DEMMIG-ADAMS; ADAMS, 1992).

O AsA é um dos mais importantes antioxidantes ndo enziméticos e pode inativar
varias EROs. Juntamente com a GSH, participa do ciclo do ascorbato-glutationa, no
qual o H,0, é eliminado pela ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) mediante a
peroxidacao do AsA. A recuperacgéo do AsA ocorre por meio da oxidacao da GSH
gue torna a ser reduzida pela glutationa redutase (GR, EC 1.8.1.7) (APEL; HIRT,
2004). A GSH é o principal composto tiol na maioria das plantas e também atua
como antioxidante, além de fazer parte da estrutura de fitoquelatinas, responsaveis
pelo sequestro de metais pesados e seu transporte para o vacuolo.

Jé a defesa antioxidante enzimética compreende a atividade de véarias enzimas,
destacando-se as mais estudadas: superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1),
ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11), glutationa redutase (GR, EC 1.8.1.7),
peroxidases (POD, EC 1.11.1.7) e catalase (CAT, EC 1.11.1.6). As SODs séo
metaloenzimas consideradas a primeira linha de defesa contra as EROs e catalisam
a dismutacéo de radicais superoxido (O3, gerando peroxido de hidrogénio (H20,) e
oxigénio molecular (O;). Essas enzimas participam da modulagdo do nivel de H,0,
em cloroplastos, mitocéndrias, citosol e peroxissomos. Uma vez que dismutam o O3,
agem indiretamente na reducéo do risco de formacao do radical hidroxila (OH’) a
partir do O, (MITTLER, 2002). Estas enzimas séo classificadas de acordo com seus
cofatores metélicos: Cu e Zn (Cu/Zn-SOD), Mn (Mn-SOD) e Fe (Fe-SOD). Em geral,
as plantas contém uma Mn-SOD localizada na matriz mitocondrial e uma Cu/Zn-
SOD citosdlica, com Fe-SOD e/ou Cu/ZnSOD, presentes no estroma do cloroplasto
(SCANDALIOS, 2002).

A APX, por sua vez, € considerada a enzima mais importante na eliminacdo de H,O,
no citosol e nos cloroplastos, mas também pode ser encontrada nas mitocéndrias,
peroxissomos e parede celular. Esta enzima utiliza o ascorbato como doador
especifico de elétrons, para reduzir H,O, a agua, constituindo parte do ciclo
ascorbato-glutationa (NOCTOR; FOYER, 1998), assim como a enzima GR, que
mantém o equilibrio entre os niveis de GSSG (glutationa oxidada) e GSH (glutationa
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reduzida) na célula e desempenha um papel importante na defesa contra o estresse
oxidativo, mantendo o estado redox intracelular (APEL; HIRT, 2004).

Nas plantas, as PODs existem em muitas isoformas e estdo envolvidas em uma
série de processos celulares. Algumas PODs séo constitutivamente expressas,
enquanto outras séo induzidas por estresses ambientais, como constatado em
estudos em que baixas atividades mostram sintomas de estresse menos graves e as
altas, sintomas mais graves. As PODs utilizam o H,O, como oxidantes e compostos
de natureza fendlica como doadores de elétrons. Dessa forma, o H,O, formado pela
acao da SOD também pode ser eliminado pelas PODs, além da CAT e APX
(HEGEDUS et al., 2001). As PODs localizam-se principalmente na parede celular e
no vacuolo das células. Sua atividade pode ser utilizada como marcador bioquimico
do estresse resultante de fatores bidticos e abidticos, como o estresse por metais
pesados. Tiecher et al. (2016a; 2016b) pesquisando a resposta fisiologica de plantas
de milho e aveia submetidas a diferentes doses de Cu e Zn observaram incremento
na atividade das enzimas CAT e POD em doses intermediarias de Zn, indicando a
ativacdo do sistema antioxidante. Porém, em altas doses ocorre a reducéo na
atividade enzimatica, na qual o estresse ndo pode ser revertido, e a producéo de
EROs supera a sua eliminacdo, condicdo em que o crescimento € extremamente
afetado.

O Cu e 0 Zn em altas concentracdes na planta podem interferir negativamente nas
trocas gasosas, reduzindo a taxa de fotossintese liquida, o que leva a uma
diminuicdo do crescimento das plantas devido a redug&o na assimilacédo de carbono
(CAMBROLLE et al., 2012; 2013a; 2015). Estudos com videiras jovens e aveia preta
submetidas a alta concentracdo de Cu no solo mostraram uma expressiva reducao
na matéria seca de raizes e parte aérea nessas plantas (ROSA et al., 2014;
AMBROSINI et al., 2015; GUIMARAES et al., 2016).

Geralmente, altos teores de Cu e Zn induzem efeitos consideraveis sobre a taxa
fotossintética e a condutancia estoméatica. Contudo, ndo ha relacao direta entre os
dois parametros, uma vez que ndo é observada reducdo na concentracdo de CO;
intercelular (CAMBROLLE et al., 2013a; 2015). Portanto, a reducéo na taxa de
fotossintese liquida pode ser atribuida a diferentes efeitos dos elementos
potencialmente toxicos sobre a integridade ou a funcdo fotoquimica, bem como ao
seu impacto sobre a concentracéo de clorofilas nas folhas (CAMBROLLE et al.,
2015), como mencionado anteriormente. Outra possivel explicacéo para a reducéo
na taxa fotossintética € que o excesso de Cu e Zn pode diminuir a atividade de
enzimas envolvidas na fixacao de carbono (MYSLIWA-KURDZIEL et al., 2004).
Assim, o aumento da concentragcdo de CO; intercelular encontrado em plantas
expostas as concentragdes elevadas de elementos potencialmente toxicos pode ser
explicado pelas alteracdes na atividade da enzima Rubisco. A inibicdo da atividade
da enzima na presenca de elementos potencialmente toxicos pode ser devido a
substituicdo de Mg?* por fons metalicos, especialmente o Zn, no sitio ativo de
subunidades de Rubisco (SIEDLECKA; KRUPA, 2004), o que resulta em diminui¢ao
na atividade carboxilativa da Rubisco.

4 Efeitos do Cu e do Zn sobre a estrutura do sistem a
radicular de plantas

O excesso de Cu e Zn em solos de vinhedos, ocasionado por frequentes aplicagdes
de fungicidas foliares e fertilizantes no solo, pode causar estresse as plantas e,
assim como outros agentes estressantes, promover diversas modificacdes
estruturais no sistema radicular (JUANG et al. 2012; 2014; CHEN et al. 2013;



100 Calagem, adubagéo e contaminag&o em solos cultivados com videiras

AMBROSINI et al. 2015; GUIMARAES et al. 2016). A raiz é o primeiro 6rgéo a entrar
em contato com estes metais, apresentando uma tendéncia em acumular
especialmente o Cu (BURKHEAD et al., 2009; ALAOUI-SOSSE et al., 2004;
MARSCHNER, 2012).

A sintomatologia da toxidez aos metais pesados ja foi observada em videiras
(JUANG et al., 2012; 2014; CHEN et al., 2013; AMBROSINI et al., 2015) e em
plantas de cobertura do solo (GUIMARAES et al., 2016), assim como em outras
espécies (Tabela 1). Os sintomas ocasionados pelo excesso de metais pesados
sobre a estrutura de raizes, de maneira geral, sdo semelhantes entre as espécies
(KABATA-PENDIAS, 2010; VERBRUGGEN; HERMANS, 2013), embora a toxidez
pelo metal, especialmente do Cu, possa variar e alterar os tecidos de maneira
diferente (BURKHEAD et al., 2009; MARSCHNER, 2012).

Tabela 1 - Relacdo de espécies ja estudadas em relagéo as alteracdes estruturais
do sistema radicular ocasionadas pelos altos teores de metais pesados,
especialmente do Cu, no meio de cultivo.

Metal(is) pesado(s) Espécie Referéncia
Allium sativum L. Liu et al. (2009)
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Lequeux et al. (2010)
Avena strigosa Schreb. Guimaraes et al. (2016)
Erassm:a juncea L. Czern. e Brassica napus Feigl et al. (2013)

Chloris gayana Kunth. Sheldon & Menzies (2005)
Panou-Filotheou e

Origanum vulgare L. Bosabalidis (2004)

Pinus pinea L. e Pinus pinaster Ait. Arduini et al. (1995)
Cu Thlaspi ochroleucum Boiss. & Heldr. QOuzounidou et al. (1992)
Triticum turgidum durum L. Michaud et al. (2008)
Urochloa mosambicensis (Hack.) Dandy Kopittke et al. (2009)
Vigna unguiculata (L.) Walp Kopittke & Menzies (2006)
Vitis labrusca L. Ambrosini et al. (2015)
Juang et al. (2012), Chen et
Vitis vinifera L. al. (2013), Juang et al.
(2014)
Ouzounidou et al. (1995),
Zea mays L. Doncheva (1998), Jiang et al.
(2001)
7n Phyllostachys pubescens Mazel ex J. Houz.  Liu et al. (2014)
Triticum aestivum L. Li et al. (2012)
. . . Sofo et al. (2013), Bochicchio
Cd,CueZn Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. et al. (2015)

O sintoma de toxicidade ao excesso de Cu mais observado nas raizes é a reducao
no seu comprimento (OUZOUNIDOU et al., 1995; KOPITTKE et al., 2009; LEQUEUX
et al., 2010), possivelmente por causa da diminuicdo na frequéncia da divisédo celular
no 4pice radicular, inibindo assim o crescimento do eixo radicular (JIANG et al.
2001). Estas alteracdes no apice, uma regido extremamente delicada da raiz, por
sua vez, promovem diversas modificacdes locais, como a reducao da coifa e a
maturacéo precoce dos tecidos, como relatado para videira (AMBROSINI et al.,
2015) e para aveia preta (GUIMARAES et al., 2016). A reducéo da coifa, ou mesmo
sua auséncia, interfere nas demais regioes da raiz e compromete seu
desenvolvimento (AMBROSINI et al., 2015; GUIMARAES et al. 2016), ja que uma
das func¢Bes desta importante estrutura é proteger as células que estdo em processo
de divisdo (MARSCHNER, 2012).
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Outro sintoma comum, especialmente nos 4pices radiculares € o aumento no
namero e na formacéo de raizes laterais (LEQUEUX et al., 2010; BOCHICCHIO et
al., 2015), como observado na aveia preta (GUIMARAES et al., 2016). Em algumas
espécies, as regides da raiz proximas ao apice sao intumescidas, em decorréncia de
primordios de raizes laterais que ndo conseguem completar seu desenvolvimento
(PANOU-FILOTHEOU; BOSABALIDIS, 2004; KOPITTKE et al., 2009). Os resultados
mostram que tanto o alongamento da raiz quanto a formacao das raizes laterais sdo
sensiveis ao excesso de Cu, embora o0 primeiro processo apresente maior
sensibilidade aos efeitos toxicos do metal (LEQUEUX et al., 2010; VERBRUGGEN,;
HERMANS, 2013).

As alteracdes das raizes ao excesso de Cu se refletem também nas regiées mais
distais do apice, levando ao aumento do didmetro das raizes de videiras e plantas
de cobertura (JUANG et al., 2012; AMBROSINI et al., 2015; GUIMARAES et al.,
2016). Este aumento seria resultante de uma alta vacuolizagédo das células, que
pode levar & plasmdlise e, consequentemente, a morte celular (JUANG et al., 2012),
como também da disposi¢cdo das camadas celulares, especialmente do coértex, que
nao estdo organizadas de forma concéntrica, como nas raizes que crescem na
auséncia deste metal (AMBROSINI et al., 2015; GUIMARAES et al. 2016).

Raizes submetidas a altas concentra¢des de Cu podem também apresentar rupturas
nas camadas mais externas, como na epiderme (SHELDON; MENZIES, 2005;
KOPITTKE; MENZIES, 2006; KOPITTKE et al., 2009), por causa do crescimento
mais rapido das camadas mais internas da raiz (KOPITTKE et al., 2009). O
alongamento reduzido das camadas mais externas da raiz resultaria da ligacao do
Cu as paredes destas células ou ainda da interferéncia do alto teor deste metal com
outros processos metabdlicos da planta, como a biossintese de fitorménios
(KOPITTKE et al., 2009).

Dentre os sintomas causados pelo excesso de Zn na planta, observam-se também a
inibicAo do alongamento radicial, dentre outras alteracdes nesse sistema
(GODBOLD et al., 1983; RUANO et al., 1988; MARSCHNER, 2012) (Tabela 1). A
diminuicdo no numero e no tamanho das raizes laterais, assim como reducéo da
atividade mit6tica também podem ser sintomas da toxicidade pelo excesso de Zn
(SAGARDOY et al., 2009). Em algumas espécies, as raizes podem também
apresentar uma coloracdo mais escura e mesmo sinais de necrose (GOMES et al.,
2011).

A analise das altera¢des estruturais comprova as diferengas no comportamento
desses dois metais pesados na planta (KABATA-PENDIAS, 2010; MARSCHNER,
2012). O Cu faz parte de um grupo de metais com maior afinidade por ligantes duros
dos tecidos vegetais, ficando retido principalmente nas células epidérmicas e
corticais das raizes (KOPITTKE et al., 2014). Por outro lado, o Zn parece ter menor
afinidade por esses ligantes, movendo-se com mais facilidade para o cilindro
vascular e, por consequéncia, para a parte aérea da planta, onde causa danos mais
severos (KOPITTKE et al., 2014).

Importante ressaltar também que os estudos com videiras e plantas de cobertura do
solo que avaliam os efeitos da toxidez do Zn sdo mais escassos na literatura. O
diagnostico de altos teores de Zn em solos de vinhedos, especialmente no Brasil, é
mais recente, quando comparado ao do Cu, tendo maior notoriedade entre a
comunidade cientifica apenas na Gltima década (FERNANDEZ-CALVINO et al.,
2012; BRUNETTO et al., 2014; COUTO et al., 2015; TIECHER et al., 2016a; 2016b),
embora j& reportado anteriormente por Magalaes et al. (1985).
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Por ultimo, é importante salientar que as alteracdes na estrutura do sistema radicular
seriam estratégias da planta para escapar da zona de influéncia do agente
estressante, induzidas por modificacées em nivel celular, como o alongamento e a
diferenciacéo, que ocorrem de modo coordenado e se refletem em alteragbes
estruturais (POTTERS et al., 2007; 2009).

5 Consideracgoes finais

Os problemas relacionados a toxidez por Cu e Zn em plantas sao bastante
conhecidos, podendo ser expressados por meio de altera¢des bioquimicas,
fisiologicas e estruturais. Muitas dessas modificacbes acontecem como estratégia de
defesa da planta para resistir ao estresse, de modo a garantir a sua sobrevivéncia e
desenvolvimento. No entanto, em caso de estresse severo, essas alteracdes no
organismo vegetal podem néo ser suficientes para combater o agente estressante,
neste caso o excesso de Cu e Zn, e 0s sintomas da toxidez podem evoluir para uma
reducao drastica de crescimento, de perda de produtividade, levando até mesmo a
morte da planta.

Nos vinhedos, os problemas relacionados a toxidez por Cu e Zn estdo sendo
observados nas videiras jovens e nas plantas de cobertura do solo. As videiras
jovens podem ter seu estabelecimento prejudicado e, assim, atrasar o inicio do
periodo produtivo, enquanto as plantas de cobertura podem apresentar severas
limitagcOes de crescimento e desenvolvimento, fazendo com que o solo fique
descoberto, aumentando o potencial de eroséo e reduzindo a ciclagem de
nutrientes, o que prejudica também o cultivo das videiras.

Dentro do cenario atual, nas condi¢des dos solos de vinhedos do Sul do Brasil, onde
ja se observa 0 acumulo destes metais pesados, uma boa alternativa para evitar os
problemas relacionados aos altos teores no solo seria diminuir a quantidade
adicionada anualmente de produtos com esses elementos. Para isso, sdo requeridos
cuidados com as dosagens, numero de aplicacdes por safra, concentracdo de Cu na
calda e mesmo a substituicdo da calda bordalesa por outros insumos menos
contaminantes. No entanto, esta seria uma alternativa para vinhedos em que os
acumulos de Cu e Zn ainda ndo estejam em niveis que possam causar grave
toxidez.

Em vinhedos com longo historico de aplicacéo de fungicidas a base de Cu e Zn e,
por consequéncia, com altos teores desses elementos no solo, o cultivo de plantas
bioacumuladoras de metais pesados, na condi¢cédo de plantas de cobertura, poderia
ser uma importante ferramenta para reduzir os teores destes metais no solo. No
entanto, outras técnicas também podem ser utilizadas, como a aplicagdo de calcario,
de fertilizantes fosfatados ou de biossolidos alcalinos, que podem ser as alternativas
mais adequadas, dentro do nivel de conhecimento atual, para promover a
imobilizagdo de metais pesados no solo e evitar a toxidez nestas plantas.

Na perspectiva de continuidade e no avango das pesquisas com 0 mesmo tema
deste capitulo, poder-se-ia pensar em estudos que avaliem como diferentes
espécies de plantas de cobertura e as distintas cultivares de videiras se comportam
diante do estresse causado pelo excesso de Cu e Zn no solo. Por exemplo, quais
seriam as adaptacdes bioquimicas, fisioldgicas e estruturais ocorrentes em plantas
tolerantes ao excesso de Cu e Zn n&o encontradas nas espécies suscetiveis? I1sso
nos permitiria responder questfes importantes, como: quais séo as cultivares, tanto
de videiras quanto de plantas de cobertura, mais aptas a tolerar o excesso desses
metais pesados? Quais sao as estratégias de defesa utilizadas por essas plantas
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que permitem tal toler&ncia? Tais perguntas sao relevantes porque 0s mecanismos
de resposta das plantas e, consequentemente, os sintomas causados pelo excesso
desses metais pesados podem variar entre e dentro de espécies.
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