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RESUMO – O objetivo do trabalho foi analisar alterações na germinação das sementes, no 
crescimento inicial, no conteúdo de pigmentos fotossintéticos e mudanças na ultraestrutura 
anatômica de plântulas de Lycopersicon esculentum Mill. causadas pelo chumbo (Pb). 
Sementes de tomate foram submetidas a diferentes concentrações de acetato de chumbo 
(zero; 0,25; 0,5 e 0,75 mM). A porcentagem de germinação e emergência das plântulas 
reduziram na maior concentração de Pb. O comprimento e a massa seca da parte aérea 
e das raízes decresceram com o aumento da concentração do metal, sendo o efeito mais 
pronunciado no acúmulo de biomassa nas raízes. Os teores de clorofi la, carotenoides e área 
foliar foram prejudicados pelo Pb. As análises ultraestruturais demonstraram alterações nos 
tilacoides. Portanto, o Pb ocasiona redução na viabilidade das sementes, no crescimento 
inicial das plântulas e no conteúdo de pigmentos fotossintéticos, como consequência de 
alterações nos cloroplastos, produzindo danos no crescimento de plantas de tomate.

Palavras-chave: acetato de chumbo, cloroplasto, crescimento, Lycopersicon esculentum 

ABSTRACT – Physiological and ultra-structural changes in tomato seedlings induced 
by lead. The aim of this study was to verify the changes in seed viability, early growth, 
content of photosynthetic pigments and ultra-structural changes of Lycopersicon esculentum 
Mill seedlings caused by lead. Seeds were exposed to different concentrations of lead acetate 
(zero; 0.25; 0.5 and 0.75 mM). Percent germination and seedling emergence decreased as 
Pb concentration increased. In the same way, root length, dry mass and aerial parts also 
decreased as concentrations of Pb were increased, where the effect was strong on biomass 
accumulation in roots. Lead negatively affected chlorophyll contents, carotenoids and leaf 
area. Ultrastructural analyses demonstrated changes in the thylakoids. In conclusion, the 
increase in Pb concentration causes reduction in seed viability, early seedling growth, and in 
the photosynthetic pigment contents, as a consequence of changes in chloroplasts, damaging 
growth in tomato plants.

Index terms: chloroplast, growth, lead acetate, Lycopersicon esculentum
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INTRODUÇÃO

A contaminação do solo por chumbo (Pb), 
metal pesado de ampla distribuição que ocasiona 
problemas ao ambiente e a saúde humana (Cenkci 
et al. 2010), provém de atividades de mineração e 
fundição, resíduos industriais, gasolina e explosivos, 
bem como do descarte de lamas provenientes de 
esgotos municipais (Sharma & Dubey 2005).

A fi totoxicidade por Pb depende da concentração 
e período de exposição ao metal, da espécie, bem 
como do órgão e tecido da planta (Benavides et al. 
2005), comprometendo o desenvolvimento vegetal 
(Sharma & Dubey  2005, Kabir et al. 2008, Ekmekc 
et al. 2009). Além disso, mesmo em pequenas 
concentrações o Pb é capaz de exercer efeito tóxico 
em organelas (Sharma & Dubey 2005). Estudos 
com metais pesados, evidenciaram distorções 
nos tilacoides dos cloroplastos, desorganização 
do grana (Djebali et al. 2005), diminuição dos 
espaços intercelulares (Sandalio et al. 2001) e das 
células do mesofi lo (Gratão et al. 2009, Djebali et 
al. 2005) e aumento no número de plastoglóbulos e 
peroxissomos (Aravind & Prasad 2005, Gratão et al. 
2009).  Além dessas alterações, também é possível 
verifi car que plantas expostas ao chumbo ocasionam 
signifi cativo aumento na peroxidação de lipídeos de 
membranas causado pelo excesso de radicais livres, 
como por exemplo, o ânion superóxido (O

2
-) (Wang 

et al. 2008).
O chumbo 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 justifi car maior acúmulo do metal nas raízes 
(Verma & Dubey 2003). Quando transportado 
para parte aérea, o acumulo de chumbo depende 
da fenologia da planta, onde o maior conteúdo 
deste metal é encontrado em folhas senescentes 
(Godzik 1993). Pesquisas têm revelado que o 
chumbo ,quando presente em folhas, se deposita 
nos espaços intercelulares, vacúolos e uma pequena 
parte nos cloroplastos, mitocôndrias e retículos 
endoplasmáticos (Wierzbicka & Antosiewicz 1993).

Apesar de o chumbo ser considerado um 
metal potencialmente tóxico, poucos trabalhos são 
encontrados na literatura que explorem a relação 
entre a germinação das sementes, o crescimento 
inicial das plântulas, as alterações da ultraestrutura 

anatômica das plântulas causadas pelo seu efeito, 
bem como as modifi cações observadas no conteúdo 
de pigmentos fotossintéticos. Estas análises são de 
grande relevância, visto que através da observação 
destes resultados é possível obter conclusões 
baseadas em uma visão mais ampla que permita 
demonstrar claramente a inter-relação entre as 
variáveis analisadas, de forma a caracterizar respostas 
relacionadas às alterações do vegetal submetido a 
tais condições de estresse.

Pelo fato do tomate ser uma espécie bioindicadora 
a uma variedade de estresses ambientais e considerada 
um modelo que permite a realização de análises 
fi siológicas e bioquímicas (Lima et al. 2004), o 
objetivo da pesquisa foi verifi car as alterações na 
viabilidade das sementes, no crescimento inicial 
das plântulas de tomate, no conteúdo de pigmentos 
fotossintéticos e em mudanças na ultraestrutura 
anatômica causada pelo Pb.

MATERIAL E MÉTODOS

O experimento foi realizado no laboratório de 
Fisiologia de Sementes pertencente ao departamento 
de Botânica, da Universidade Federal de Pelotas, 
RS. Para a realização das análises de alterações 
fi siológicas e na ultraestrutura as sementes de tomate 
(Lycopersicon esculentum Mill.), cv. Santa Clara 
foram adquiridas no comércio local.  As sementes 
foram submetidas a diferentes concentrações de 
chumbo onde o composto químico utilizado foi 
o acetato de chumbo e os testes foram conduzidos 
conforme descritos a seguir: 

O teste de germinação (G%) foi conduzido com 
200 sementes (quatro subamostras de 50 sementes) 
para cada repetição, totalizando quatro repetições. 
As sementes foram semeadas em caixas plásticas 
transparentes (gerbox®), utilizando como substrato 
duas folhas de papel mata-borrão, os quais foram 
previamente umedecidos com 15 mL das diferentes 
concentrações de acetato de chumbo (zero; 0,25; 
0,5 e 0,75 mM). Após, as sementes foram mantidas 
em germinador a 25 ºC. A avaliação foi realizada 14 
dias após a semeadura e os resultados expressos em 
porcentagem de germinação (Brasil 2009). 

Para a 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. Logo após 
a semeadura e sete DAS foi realizada a irrigação 
utilizando um litro das diferentes concentrações 
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de acetato de chumbo (zero; 0,25; 0,5 e 0,75 mM). 
Durante os intervalos foi usada água destilada e aos 
21 DAS foi efetuada a contagem fi nal do número de 
plântulas normais emersas e o resultado expresso em 
porcentagem (Popinigis 1985).

O Índice de velocidade de emergência das 
plântulas (IVE), realizado em conjunto com o 
teste de emergência, foi determinado através da 
contagem do número de plântulas emersas efetuado 
diariamente e o resultado calculado 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. 

O Comprimento da parte aérea (CPA) e raiz 
(CR) das plântulas foram obtidos pela média de 40 
plântulas ao fi nal do teste de emergência e expressos 
em mm.plântula-1. 

Para a avaliação da Massa seca da parte aérea 
(MSPA) e raízes (MSR) as mesmas plântulas 
utilizadas para a determinação do CPA e CR tiveram 
suas partes separadas e colocadas em sacos de papel 
para secar em estufa a 70 ± 1 °C até obter peso 
constante e os resultados expressos em mg.plântula-1.  
A Área foliar (AF) foi 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.

Para a determinação dos teores de clorofi la a, 
clorofi la b, clorofi la total e carotenoides, a extração 
dos pigmentos foi realizada de acordo com Arnon 
(1949) aos 21 DAS. Aproximadamente 500 mg 
das primeiras folhas foram maceradas em 10 mL 
de acetona 80% e centrifugados a 3000 rpm por 10 
minutos. Após, o volume foi completado para 25 mL. 
A quantifi cação foi realizada conforme Lichtenthaler 
(1987), sendo os resultados expressos em mg de 
clorofi la.g-1 MF e mg de carotenoide.g-1 MF.

Para a análise de microscopia eletrônica de 
transmissão, amostras de folhas foram coletadas 

aos 21 DAS e fi xadas em solução de Karnovsky 
(Karnovsky 1965), modifi cado com a utilização de 
tampão fosfato em 0,2 M pH 7.2, e pós-fi xação 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 60 oC por 48 horas. 
As amostras foram seccionadas em ultramicrótomo 
(Leica Ultracut UCT). As secções ultrafi nas (1000 
nm) foram contrastadas por 20 minutos com acetato 
de uranila (7%) (Watson 1958) e com citrato de 
chumbo (3%) (Reynolds 1963).  As avaliações foram 
realizadas em microscópio eletrônico de transmissão 
Zeiss EM-900 operado a 60 kV da Embrapa 
Clima Temperado. 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.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A porcentagem de germinação (G%) das 
sementes de tomate apresentou pequeno decréscimo 
quando expostas à concentração de 0,75 mM de 
acetato de chumbo, diferindo signifi cativamente 
quando comparada às concentrações de zero e 0,25 
mM (Fig. 1). Sementes de rabanete (Raphanus 

sativus L.), feijão (Phaseolus vulgaris L.) e 
ervilha (Pisum sativum L.) têm sua porcentagem e 
velocidade de germinação reduzida quando expostas 
ao chumbo, enquanto em espécies como pepino 
(Cucumis sativus L.), alface (Lactuca sativa L.) e 
trigo (Triticum aestivum L.), não é observado efeito 
negativo signifi cativo (Wierzbicka & Obidzinska 
1998). 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).
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O chumbo também reduziu a porcentagem de 
emergência das plântulas em casa de vegetação 
(E%), a partir da concentração de 0,5 mM (Fig. 
2A). Em contrapartida, o índice de velocidade de 
emergência das plântulas (IVE), não foi infl uenciado 
pelos diferentes tratamentos (Fig. 2B). Já o 
comprimento da parte aérea e das raízes de plântulas 
de tomate foi infl uenciado negativamente pela 
presença do metal (Fig. 3A,B). Da mesma forma, 
plantas de feijão-de-porco (Canavalia ensiformes 

L.) mostraram diminuição do crescimento da parte 
aérea, sendo diretamente proporcional ao aumento 
da concentração de chumbo (Romeiro et al. 2007). 
Este decréscimo no crescimento também é observado 

em plantas de tomate expostas ao nitrato de chumbo 
(Opeolu et al. 2010). 

A massa seca da parte aérea e das raízes das 
plântulas de tomate foi altamente sensível a este metal, 
decrescendo, em torno de 64%, quando comparado 
ao controle (Fig. 3C,D, respectivamente), sendo que 
para a raíz houve decréscimo com o incremento da 
concentração de acetato de chumbo. Este decréscimo 
no conteúdo de massa seca pode ser consequência 
da redução dos teores de clorofi la que comprometem 
os processos fotossintéticos (Fig. 5A-D), bem como 
pelas alterações ultraestruturais ocasionadas pelo 
chumbo nos cloroplastos, como evidenciado nas 
Figuras 6C,D. 

Fig. 1. Porcentagem de germinação de sementes de tomate, 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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Fig. 2A, B. Plântulas de tomate submetidas a diferentes concentrações de acetato de chumbo (mM). A. Porcentagem de emergência; 
B. Índice de velocidade de emergência. 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.

Fig. 3A-D. Plântulas de tomate, aos 21 DAS, submetidas a diferentes concentrações de acetato de chumbo (mM). A.Comprimento da 
parte aérea; B. Comprimento de raiz; C. Massa seca da parte aérea; D.Massa seca da raiz. 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.
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A área foliar também foi reduzida pela exposição 

ao metal (Fig. 4) e, a partir da concentração de 0,25 

mM, ocorreu redução de 78% em relação ao controle. 

Em trabalho realizado por Akinci et al. (2010), é 

verifi cado redução na produção de biomassa da 

parte aérea e raízes, assim como decréscimo na área 

foliar de plântulas de tomate expostas ao chumbo 
por um período de 30 dias. Resultados similares 
foram encontrados para plantas de feijão-de-porco 
(Canavalia ensiformes L.) onde há redução na área 
foliar e na massa seca da parte aérea e das raízes, 
quando submetida à ação de chumbo (Romeiro et al. 
2007).

Fig. 4. Área foliar de plântulas de tomate, 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.

Os teores de pigmentos fotossintéticos nas folhas 
das plântulas de tomate, determinados aos 21 DAS, 
diminuíram signifi cativamente, expressando rápida 
resposta para todos os níveis de acetato de chumbo, 
sendo esta uma indicação de toxicidade deste 
metal nos processos da fotossíntese (Fig. 5A,B). O 
mesmo foi verifi cado por Akinci e colaboradores 
(2010), onde, o chumbo afetou negativamente os 
conteúdos de clorofi la a, b e total em plântulas de 
tomate. A toxicidade por chumbo pode inibir a 
síntese de clorofi la, devido à redução na atividade 
de enzimas envolvidas nestes processos (Morsch et 

al. 2002, Haider et al. 2006), induzir defi ciência na 
absorção de elementos essenciais como o ferro e o 
magnésio (Burzynski & Globus 2004) e promover a 
degradação destas moléculas pelo aumento na síntese 
de clorofi lases (Chongling et al. 1998). O chumbo 
aumenta os níveis do ácido δ-aminolevulínico em 
plântulas de nabo forrageiro, devido à inibição da 
atividade da enzima δ-aminolevulínico desidratase 
(ALA-D) (Cenki et al. 2010) , ocasionando redução 
da biossíntese da clorofi la, assim como observado em 
plântulas de pepino (Cucumis sativus L.) (Gonçalves 
et al. 2009). 
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Também houve redução nos teores de carotenoides 
quando as plântulas foram expostas ao chumbo (Fig. 
5D), Resposta semelhante é observada em plantas 
de tomate crescidas em solo contaminado por este 

metal pesado (Nemati et al. 2013). Carotenoides 

são pigmentos acessórios que protegem as clorofi las 

da destruição foto-oxidativa, evitando danos no 

fotossitema II (Middleton & Teramura 1993) e, 

Fig. 5A-D. Teores de pigmentos fotossintéticos em plântulas de tomate, aos 21 DAS, submetidas a diferentes 
concentrações de acetato de chumbo (mM): A. clorofi la a; B. clorofi la b; C. clorofi la total; D. carotenoides. 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.

portanto o decréscimo no conteúdo das clorofi las 
evidenciado neste trabalho pode estar diretamente 
relacionado à redução dos carotenoides.

As análises da ultraestrutura anatômica das 
plântulas submetidas à maior concentração de 
acetato de chumbo (0,75 mM) mostraram diminuição 
na densidade de cloroplastos e grãos de amido nas 
células do mesofi lo, quando comparadas ao controle 
(Figs. 6A–D). Resultado semelhante é verifi cado 
em plantas de tomates quando expostas a 100 µM 
de CdCl

2 , 
onde além da redução no número de 

cloroplastos ocorre um decréscimo no seu tamanho 
(Djebali et al. 2005) Na mesma concentração (0,75 
mM de acetato de chumbo), as membranas dos 
tilacoides apresentaram-se dilatadas evidenciando 
a desorganização dos cloroplastos (Figs. 6C,D), 
assim como relatado para Taxithelium nepalense 

(Schwagr.), onde 1mM de chumbo reduz o número 
de grãos de amido, altera a forma e causa distorções 
nas membranas dos tilacoides  (Choudhury & Panda 
2005). Estas alterações na estrutura dos cloroplastos 
podem ser devido ao aumento de espécies reativas 
de oxigênios (EROS) que em altas concentrações, 
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pode causar danos oxidativos severos nas células 
(Choudhury & Panda 2005). Além disso, a redução 
no conteúdo de grãos de amido em plantas expostas 
estresses ambientais ocorre, provavelmente, pela 
diminuição na fi xação de carbono (Devil et al. 2007).  

Ainda na concentração mais alta do metal, os 
cloroplastos apresentaram maior quantidade de 
plastoglóbulos (Figs. 6 C,D) como verifi cado para 
plantas de tomate crescidas em 100 µM de CdCl

2,
 

por um período de dez dias (Djebali et al. 2005). Em 
trabalho semelhante também foi verifi cado aumento 

na densidade e no tamanho dos plastoglóbulos após 
exposição a 1000 µM de CdCl

2 
por 40 dias para esta 

mesma espécie (Gratão et al. 2009). O número e o 
tamanho dos plastoglóbulos nos cloroplastos podem 
aumentar após a exposição ao estresse por metal 
pesado, interferindo negativamente 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) 

Fig. 6A-D. Elétron-micrografi as de cloroplastos observados nas células do mesofi lo de plântulas crescidas sob diferentes concentrações 
de acetato de chumbo. A. Tratamento controle evidenciando maior concentração de cloroplastos; B. Tratamento com 0,75 mM 
mostrando menor concentração de cloroplastos; C. detalhe do acúmulo de plastoglóbulos (seta); D. aumento nos espaços entre as 
membranas dos tilacoides (seta). Barras: A, B = 1,7 µm; C = 0,4 µm; D = 0,15 µm.
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e ésteres de ácidos graxos contendo fi til, porção 
hidrofóbica decorrente da degradação de clorofi las e 
considerada tóxica quando encontrada na sua forma 
livre (Ischebeck et al. 2006, Gaude et al. 2007). 
Portanto, o aumento desses glóbulos de lipoproteínas 
pode representar um mecanismo utilizado por esta 
espécie para evitar possíveis danos ao aparato 
fotossintético.

A determinação das alterações ultraestruturais 
causados   por metais pesados nos cloroplastos, em 
conjunto com o decréscimo no conteúdo dos pigmentos 
fotossintéticos comprometeu o crescimento das 
plântulas de tomate, devido a possíveis reduções na 
taxa fotossintética, visto que houve redução drástica 
nos parâmetros de crescimento aos 21DAS.

CONCLUSÃO

Conclui-se  que o chumbo ocasiona redução na 
viabilidade das sementes e no crescimento inicial 
das plântulas de tomate cv. Santa clara, assim 
como no conteúdo de pigmentos fotossintéticos, 
como consequência de alterações nos cloroplastos, 
produzindo sérios danos no crescimento da planta, 
resultados estes que são relevantes visto que, permite 
uma melhor compreensão das modifi cações que 
ocorrem nos vegetais que são expostos a metais 
pesados. 
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