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Resumo

Uma causa de preocupacao, atualmente, é a toxidez por cromo, em virtude dos reflexos na saide humana e da
perspectiva de contaminacao da cadeia alimentar. O cromo depositado no meio ambiente pode ser prejudicial
aos microrganismos do solo e também ser um contaminante grave nas producdes agricolas. Nas plantas, o
cromo inicia a degradacao de pigmentos fotossintéticos, levando a diminuicao de seu crescimento, pode causar
disturbios aos cloroplastos e obstruir o sistema fotossintético. Estudos aplicados no campo da fisiologia vegetal
comprovam que metalotioneinas e acidos organicos sao importantes componentes em plantas no mecanismo
de tolerancia e estdo envolvidos na desintoxicacao desse metal. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi
avaliar a influéncia da inclusdo de &cidos organicos de baixa massa molecular no substrato de crescimento
sobre a mitigacao dos efeitos do Cr(lll) em plantas de cana-de-aglcar. O experimento foi realizado em ambiente
controlado, as plantulas foram cultivadas em solucdo nutritiva de Clark em 1/4 de forca e receberam os
seguintes tratamentos: 1 Testemunha , 2 Testemunha + Cr(lll); 3 Acido Aspéartico, 4 Acido Aspartico +
Cr(lll); 5 Acido Citrico, 6 Acido Citrico + Cr(lll); 7 Acido Malico, 8 Acido Malico + Cr(lll); 9 Fosfoenol piruvato
(PEP), 10 PEP + Cr(lll); 11 Acido Fumarico, 12 Acido Fumarico + Cr(lll); 13 Acido L&tico, 14 Acido Lé&tico
+ Cr(Il); 15 Acido Oxalico e 16 Acido Oxalico + Cr(lll). Os resultados obtidos até o momento sugerem que
os 4cidos organicos estudados nao foram eficazes na mitigacao do efeito téxico do cromo na cana-de-acucar.
Trés repeticoes do experimento ainda estdo em andamento para a adequada andlise estatistica dos dados.
De acordo com as tendéncias verificadas até o momento, estudos com maior detalhamento fisiolégico serdao
necessarios para caracterizar adequadamente a atuacao dos acidos na mitigacdo dos efeitos téxicos do cromo
na cana-de-acucar.
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Effect of the addition of low-molecular-mass organic acids
in the growth substrate on the responses of sugarcane to
chromium toxicity

Abstract

Chromium toxicity is currently a matter of concern, due to the arising developments on human health and the
prospect of contamination in the food chain. Chromium released in the environment may be harmful to soil
microorganisms and also pose a serious risk of contamination in agricultural production. In plants, chromium
initiates the degradation of photosynthetic pigments, leading to a decrease in the growth rates, may cause
disturbances to chloroplasts and hamper the photosynthetic system. Applied studies in the field of plant
physiology have shown that metallothioneins and organic acids are important components in plants as part
of the tolerance mechanism and are involved in detoxification processes of this metal. Thus, the purpose of
this study was to evaluate the influence of the addition of low-molecular-mass organic acids to the growth
medium on the mitigation of the effects of Cr(lll) on sugarcane seedlings. The experiment was conducted in a
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controlled environment, the seedlings were grown in% strength Clark’s nutrient solution and received one of
the following treatments: 1 Control; 2 Control + Cr(lll); 3 Aspartic acid; 4 Aspartic acid + Cr(lll); 5 Citric acid;
6 Citric acid + Cr(lll); 7 Malic acid; 8 Malic acid + Cr(lll); 9 Phosphoenolpyruvate (PEP); 10 PEP + Cr(lll); 11
Fumaric acid; 12 Fumaric acid + Cr(lll); 13 Lactic acid; 14 Lactic acid + Cr(lll); 15 Oxalic acid; and 16 Oxalic
acid + Cr(lll). The results obtained so far suggest that the studied organic acids were not capable of mitigating
toxic effects of Cr(lll) on sugarcane. Three replications of the experiment are still being carried out so that
adequate statistical analyses of the data can be performed. According to the trends verified so far, further
studies with greater physiological detailing are needed to better characterize the influence of low-molecular-
mass organic acids in mitigating the toxic effects of chromium in sugarcane.
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Introducao

O potencial de producao e o papel fundamental da cana-de-aclcar e de seus subprodutos — acucar, etanol
e energia elétrica, entre outros, tanto na agricultura quanto na industria, fazem dessa cultura uma das mais
importantes atividades da agroindustria nacional. O Brasil é hoje o maior produtor mundial de cana, com 624,99
milhdes de toneladas na safra 2010/2011, em uma area de 8,03 milhdes de hectares, o que representa apenas
2,3% da area agricola do Pais (CONAB, 2011). Os bons nimeros e o aprimoramento tecnolégico permitem que
0 pais seja também o maior exportador mundial de acucar, respondendo sozinho por 45% de todo o produto
comercializado no mundo. A cana-de-aclcar sempre teve um papel importante na economia brasileira, desde o
periodo dos engenhos coloniais. Nao é de hoje que especialistas vém buscando maneiras de aprimorar o cultivo
da planta, tornando-a mais produtiva e resistente, entre outras vantagens agronémicas. Todavia, muitos solos
brasileiros sao acidos, de baixa fertilidade e apresentam toxidez por metais, sejam esses oriundos de sua
prépria formacao rochosa ou por contaminacao, tendo a agropecudria extensiva e a expansao industrial grande
responsabilidade nesse aspecto. A toxidez por aluminio em solos acidos, por exemplo, € um dos fatores que
mais limitam o desenvolvimento das plantas em solos &cidos. Segundo Hartwig et al. (2007), a utilizacao de
corretivos do pH do solo nem sempre apresenta viabilidade técnica ou econdmica, forcando pesquisas para
o desenvolvimento de gendtipos tolerantes a esse estresse. Outra causa de preocupacdo, atualmente, é a
toxidez por cromo, em virtude dos reflexos na salde humana e da perspectiva de contaminacdo da cadeia
alimentar (LABRA et al., 2010).

A intensificacdo da industria pesada na regidao Sudeste e o aumento de efluentes das grandes cidades tém
causado niveis alarmantes de comprometimento na qualidade do solo e das reservas hidricas (JORDAO et
al., 2005). Devido a este intensivo uso industrial (producdo de aco inoxidavel, couro e cromagem de pecas
automotivas), quantidades considerdveis de cromo sao liberadas no meio ambiente sem o tratamento adequado,
que o caracteriza como um grave poluidor ambiental. Apenas os estados de oxidacao (VI) e (lll) sdo estaveis
no meio ambiente e diferenciados pela mobilidade. O Cr(VI) é mais téxico e absorvido por transporte ativo, o
outro, por osmose (PANDA E CHAUDHURY et al.,2005). O cromo, por apresentar potencial redox, participa
das reacoes de Fenton, onde ha liberacao de espécies oxidantes reativas (do inglés, ROS) como 02-,0H-. As
ROS produzidas sao responsaveis pelo estresse oxidativo nas células das plantas, levando a morte (VERNAY et
al., 2008). Reacdes indutoras de resisténcia ao cromo téxico ainda nao foram descritas em plantas, somente
em microrganismos (CERVANTES et al., 2001). Dentre elas, se destacam a bio-absorcdo, diminuicdo do
acumulo, precipitacao, reducao do Cr(VI) para Cr(lll) e efluxo de cromato (MORALES et al., 2007). O estresse
oxidativo induzido pelo cromo inicia a degradacao de pigmentos fotossintéticos, levando a diminuicao do
crescimento da planta. Sua alta concentracdao pode causar distirbios a ultraestrutura dos cloroplastos e,
consequentemente, afetar o processo fotossintético. O cromo também interfere inibindo a germinacao das
sementes, no crescimento das raizes, na producao de pigmentos foliares, carboidratos e proteinas (ANDRADE
et al., 2007). Como consequéncia, provoca queda acentuada na producdo das culturas expostas ao elemento.
Os principais mecanismos de inibicdo do estresse oxidativo causado pelo cromo sao: (1) acumulo de cromo nos
vacuolos celulares; (2) producao de enzimas, catalase e peroxidase, que degradam os oxidantes formados; (3)
producao de aminoéacidos contendo enxofre que exibem poder fitoquelante; (4) exsudacao de acidos organicos
pelas raizes que complexam com o cromo impedindo as reacdes de Fenton (OLIVEIRA et al., 2005).
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Estudos aplicados no campo da fisiologia vegetal corroboram que metalotioneinas e acidos orgéanicos sao
importantes componentes em plantas como mecanismo de toleréncia e estdao envolvidos na desintoxicacao
desse metal. Acidos organicos de baixa massa molecular sdo comuns e constituintes naturais de muitas
plantas. A andlise destes acidos organicos tornou-se cada vez mais importante devido ao seu papel na atividade
fisiolégica das plantas. Alguns acidos organicos, como citrico, malico, succinico e oxalico sdo componentes
do ciclo de Krebs. Eles sdo os mais importantes intermedidrios do metabolismo de carboidratos, lipidios e
proteinas. Acredita-se que muitos deles possam desempenhar um papel importante no transporte de cations,
como nutriente ou mesmo ser téxico nos vasos do xilema. Além disso, estes acidos organicos respondem
aos estimulos ambientais, como fotoperiodo, temperatura e dgua. A exsudacao de acidos organicos de baixa
massa molecular na raiz, incluindo principalmente acético, citrico, férmico, acido glicélico, lactico, malico,
oxalico e acido succinico, sdao reforcadas em muitas espécies de plantas sob deficiéncia de fdsforo. Além
disso, estes acidos exsudados na raiz estao relacionados com a mobilizacado de nutrientes minerais do solo, por
exemplo, niquel, aluminio, ferro, zinco, cobre e manganés. O acuimulo de acidos organicos nos compartimentos
da célula da raiz pode indicar espécies vegetais tolerantes ao metal. O sucesso no esclarecimento dessa funcéo
depende da identificacdo dos acidos organicos, em diferentes partes do solo e das plantas e da confirmacao da
sua atividade na neutralizacdo dos efeitos toxicos dos metais (EPSTEIN; BLOOM, 2006;WANG et al., 2007).

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi analisar o efeito da adicdo de acidos orgéanicos de baixa massa
molecular no substrato de crescimento de plantas de cana-de-aclcar submetidas a toxidez por cromo.

Materiais e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia e Fisiologia Vegetal da Embrapa Gado de Leite
em Juiz de Fora - MG.

Meristemas axilares de cana-de-aclcar, acesso 7 foram micropropagados e cultivados in vitro (32-26+2 °C
dia-noite, 60-70% de umidade relativa do ar, 16h de fotoperiodo e 220 umol.s'.m?2 de irradiacdo), em meio
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) modificado para cana-de-acticar com adicdo de carvao vegetal e o dobro de
sacarose, com pH corrigido para 5,7, até a obtencao de plantulas desenvolvidas.

Em seguida, as plantulas foram selecionadas quanto a uniformidade e vigor, sendo aclimatadas (ex vitro).
Essa aclimatacao consistiu em abrir os tubos de ensaio das plantulas, adicionar dgua deionizada e deixa-las
aclimatando em temperatura ambiente por um periodo minimo de sete dias. O estagio seguinte foi um pré-
tratamento em solucdo de Clark em 1/4 de forca para se evitar um possivel choque osmético, com 8 vezes
o teor de ferro e 4 vezes o de boro. Por fim, o cultivo das plantas foi feito em solucado nutritiva de Clark em
1/4 de forca, sem ferro, sem boro e sem fésforo, com manutencao rigorosa do pH em 4,3 ou menor, com os
seguintes tratamentos: 1 Testemunha (sem adicao de Cr(lll) ou de 4cidos organicos de baixa massa molecular),
2 Testemunha + 5 mg.L" Cr(lll), 3 Acido aspartico, 4 Acido aspartico + 5 mg.L" Cr(lll), 5 Acido citrico, 6
Acido citrico + 5 mg.L" Cr(lll), 7 Acido maélico, 8 Acido mélico + 5 mg.L" Cr(lll), 9 Fosfoenol piruvato (PEP),
10 PEP + 5 mg.L" Cr(Ill), 11 Acido fumarico, 12 Acido fumarico + 5 mg.L" Cr(lll), 13 Acido latico, 14 Acido
latico + 5 mg.L" Cr(lll), 15 Acido oxélico, e 16 Acido oxalico + 5 mg.L" Cr(lll). Cada acido organico de baixa
massa molecular foi adicionado a solucédo nutritiva no volume de 5 mL, na concentracdo de 2,5 mg.L" e o
volume do Cromo (lll) foi de 1,250 mL. Antes do inicio do cultivo nos devidos tratamentos, foram medidos o
comprimento da raiz (cm), da parte aérea (cm), nimero de folhas e a massa inicial (g).

O experimento se desenvolveu em cédmara de crescimento Biotronette (25 + 4 °C, 200 ymol.s".m? de
irradidncia, 60% de umidade relativa do ar, 14 horas de fotoperiodo e aeracao da solucao nutritiva), com
duracdo de um (01) més. O delineamento utilizado foi inteiramente ao acaso, com quatro repeticdes e quatro
plantas/parcela num total de 64 plantas por repeticao. Trés repeticoes ainda se encontram em andamento.

Durante o cultivo, o volume de cada solucao nutritiva foi monitorado e completado com agua deionizada,
para fins de prevencao de efeitos osmdticos, sempre que necessario. Além disso, visando manter os niveis
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iniciais de toxidez por Cr(lll) e de exposicao aos acidos organicos, foram adicionados, a cada dois dias
0,375 mL de solucédo aquosa contendo 1,5 mg.L" de Cr(lll) e 1,250 mL de solucédo aquosa contendo 0,5
mg.L" do respectivo acido orgénico de baixa massa molecular, nos tratamentos pertinentes.

Imediatamente apds o periodo estipulado para o experimento, as plantas passaram por medicoes finais de
comprimento das raizes (cm), parte area (cm), massa fresca (g), numero de folhas, teor de clorofila, area
foliar. O indice de crescimento da planta foi calculado seguindo a férmula: (massa fresca final — massa fresca
inicial)/massa fresca inicial.

Os dados ainda nao foram analisados estatisticamente, pois seguem em andamento mais trés repeticdes do
experimento.

Resultados e discussao

Os resultados obtidos ilustram a alta toxicidade do cromo as plantas, na concentracao avaliada. As células
radiculares, que sao as primeiras a entrarem em contato com o contaminante, sdo as que mais sofrem
prejuizos (Figura 1). As variaveis crescimento da raiz e niumero de folhas foram as que apresentaram as
respostas mais negativas ao tratamento com os acidos organicos nas plantas submetidas a intoxicacao
por cromo (Figuras 2 e 3). Esse estresse desestabiliza toda a estrutura fisiolégica da planta, interferindo
em sua capacidade de absorver nutrientes, o que pode ser refletido na grande perda de folhas, pois pode
acarretar em um déficit nutricional, diminuindo a quantidade de nutrientes translocados para a parte aérea
da planta. A toxicidade por cromo nas plantas pode ser observada em varios niveis, desde a producao
reduzida, por meio dos efeitos sobre o crescimento da raiz e da folha, a inibicao de atividades enziméaticas
e mutagénese (MALAVOLTA, 20086).

O teor de clorofila (Figura 4) foi afetado pela contaminacdo por cromo. Os acidos orgéanicos, principalmente
o fumadrico, pareceram exercer pouco efeito na mitigacao da acdao do cromo. A falta de clorofila prejudica
a fotossintese, podendo levar a planta a morte, j4 que os danos ao aparelho fotossintético interferem
negativamente em todo o desenvolvimento da planta. Os acidos que revelaram o melhor rendimento na
andlise do teor de clorofila foram o acido aspéartico, seguido do latico. As varidveis crescimento da parte
aérea, indice de crescimento (g) e area foliar (Figuras 5,6 e 7) demonstraram pouca eficiéncia dos acidos
orgéanicos em auxiliar os processos de tolerdncia ou desintoxicacdo pelo cromo na cana-de-aclUcar. Em
relacdo ao crescimento da parte aérea (Figura 5), o 4cido malico foi o que propiciou maior crescimento na
presenca de cromo e os acidos latico e aspéartico foram os que demonstraram os mais baixos resultados
para essa variadvel. O indice de crescimento (Figura 6) ilustra claramente os efeitos deletérios do cromo,
sendo que nenhum &cido orgénico apresentou capacidade de mitigar esse dano. Para a varidvel area foliar,
os tratamentos com PEP e acido fumérico foram os que apresentaram os menores valores (Figura 7) na
presenca de cromo. Os tratamentos com &cidos latico e oxdlico foram os que apresentaram menores
diferencas em relacao ao tratamento sem cromo. Por uUltimo, na varidvel peso seco (Figura 8) o &cido
aspartico, latico e oxalico foram os que apresentaram os mais baixos resultados na presenca de cromo. Ja
os de indice mais alto, na presenca de cromo, foram o controle e o tratamento com &acido malico.

Conclusao

Até o presente momento conclui-se que os acidos organicos de baixa massa molecular estudados neste
experimento, em geral, ndo apresentaram resultados satisfatérios na mitigacdo do efeito té6xico do cromo em
plantulas de cana-de-acuUcar.
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Figura 1. Aspecto das raizes sob o efeito de quatro tratamentos, respectivamente: (A) testemunha, (A1) testemunha com cromo; (B) acido
aspartico, (B1) acido aspartico com cromo; (C) acido citrico, (C1) acido citrico com cromo; (D) acido fumarioco, (D1) acido fumarico com
cromo.
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Figura 2. Crescimento da raiz (cm) de cana-de-acticar em resposta a toxidez por Cr(lll) e a aplicacdo de acidos orgénicos de
baixa massa molecular a solucdo nutritiva.
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Figura 3. Ganho/perda de folhas (n°) de cana-de-acticar em resposta a toxidez por Cr(lll) e & adi¢cédo de cidos orgénicos de
baixa massa molecular a solugao nutritiva.

40,0

—_

535.n

(=

wm 30,0

& 25,0

=

2 200

2

w 150

[+

< 100

[

o]

§ 5,0

=

0.0
o e e (|
- - o - -0 - & - - - - - =
{40 O A U I A I i I I T e A D R 0 B S A R A
B & Bl Bl @ el Bl ko RO Rl B0 Bl B Bl mf @i
E E EE E EE E E E E E E E E E
[ T T R o TR I SN - T I SN o TR N o TR I SN - S i N o TR I TR - T W g |

o o o 9o 9o o o 2 Q [ R i
2 2 88 6888 8 ypb 5o B B E 8
s s fE s sm@met 58 R BT T
Cc T Mmoo\ 5 _— ]
s 5 2z Y2z = S O
A W
= =L TE T
Tratamento

Figura 4. Teor de clorofila (SPAD) de folhas de cana-de-aglcar em resposta a toxidez por Cr(lll) e a adicdo de &cidos orgénicos
de baixa massa molecular a solucao nutritiva.
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Figura 5. Crescimento da parte aérea (cm) de cana-de-acticar em resposta a toxidez por Cr(lll) e & adicdo de &cidos organicos
de baixa massa molecular a solucéo nutritiva.

0.8 A

0.6 -

0.2 -

indice de Crescimento

0.6 -
(ﬁ' C}"‘?" U"'":"' c,'":'" {_4_;:':" G"'?"' {}\F E}\F ,:_1;..1""-:'" ,:}I"?“' ﬁ“‘?" c}"‘?" L:;?'?”" ﬂﬁu ,:}"'?" {}"":“

R R T AR AR IR IR IR I

%h‘hﬁ%*}ﬁﬁ%‘)%‘jﬁ%ﬂﬁ;}

L L L P~ L s B S« B s~ L~ RS « Y.

O O e o o b T @Y o BT o b

RO Sl i S g A GGG

& & ?::ﬂkb ,?ﬁb e .?:1? @*&b M
Tratamento

Figura 6. Indice de crescimento de cana-de-acticar em resposta a toxidez por Cr(lll) e a adicdo de 4cidos organicos de baixa
massa molecular a solucao nutritiva.
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Figura 7. Area foliar (cm’) de cana-de-acticar em resposta a toxidez por Cr(lll) e & adicdo de acidos organicos de baixa massa
molecular a solucao nutritiva.
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Figura 8. Peso seco (g) (raiz, caule, folhas) de cana-de-agticar em resposta a toxidez por Cr(IIl) e a adigéo de acidos orgénicos de baixa massa
molecular a solugdo nutritiva.
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