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Resumo

Areas destinadas a atividade agropecuaria frequentemente apresentam solos contaminados pelo
excesso de elementos toxicos, em especial Zinco (Zn) e Cobre (Cu). Em baixas concentracdes
esses elementos sdo micronutrientes essenciais para as plantas, porém, em excesso podem
causar alteragdes na estrutura e funcionamento vegetal. Cuphea calophylla Cham. & Schltdl.
(Lythraceae) é uma espécie subarbustiva nativa do Brasil popularmente utilizada no tratamento
da hipertensdo e na producao de saponéceos, sendo naturalmente encontrada em areas ruderais
e de pastagem. Esse trabalho teve como objetivo ampliar o conhecimento sobre o sistema
secretor de C. calophylla e investigar a influéncia do excesso de Zn e Cu em aspectos estruturais
e funcionais dos 6rgdos vegetativos da espécie. Individuos ocorrentes em area de pastagem com
excesso de Zn e Cu e em area preservada foram amostrados; plantas também foram submetidas
ao excesso de Zn, Cu e Zn+Cu em condicGes hidroponicas. Amostras de raiz, caule e folhas
foram processadas segundo técnicas usuais em microscopia de luz e microscopia eletrénica de
varredura e transmiss&o; dados morfométricos foram obtidos ao microscopio de luz. indices de
trocas gasosas foram analisados usando analisador de gases por infravermelho (IRGA). O nivel
de estresse oxidativo foi mensurado por meio da quantificacdo de perdxido de hidrogénio
(H202) e peroxidacdo lipidica; moléculas de H20. foram histolocalizadas com 3,3-
diaminobenzidine-DAB. A concentracdo de Zn e Cu nas estruturas secretoras foi detectada
utilizando EDS-MEV. A composic¢ao quimica do extrato produzido pelo eixo vegetativo aéreo
foi analisada por cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Emergéncias glandulares
volumosas produtoras de substancias fendlicas, mucilagem e lipidios foram observadas em
caules e folhas. Células epidérmicas bicompartimentalizadas secretoras de compostos fenolicos
e mucilagem foram observadas no limbo foliar. Hidatodios ocorreram no bordo do limbo foliar
e foram aqui descritos pela primeira vez para o género. Plantas em area de pastagem e
individuos submetidos ao excesso de Zn e/ou Cu em hidroponia apresentaram compactacédo do
mesofilo foliar. Plantas mantidas sob excesso de Zn apresentaram maior densidade de células
epidérmicas secretoras nas folhas, enquanto que plantas sob excesso de Cu produziram
emergéncias glandulares com menor comprimento. Zn e Cu foram detectados nas emergéncias
glandulares e nas células epidérmicas secretoras sugerindo o envolvimento do sistema secretor
na eliminacdo do excesso desses metais. O excesso de Cu promoveu aumento dos espacos
intercelulares nas raizes. Alteracfes nas membranas internas de mitocondrias e cloroplastos
foram observadas em plantas sob excesso de Zn. Marcacdo intensa para H2O> foi detectada em
folhas e raizes de plantas sob excesso de Zn e/ou Cu. Maior nimero de compostos quimicos foi

detectado em plantas sob excesso de Cu, porém a producéo de &cido elagico e acido galico ndo
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foi alterada com o excesso de Zn e Cu. Apesar do indicativo de estresse oxidativo nas raizes,
plantas sob excesso de Zn mantiveram o metabolismo fotossintético, enquanto que plantas sob
excesso de Cu tiverem reducdo na assimilacdo de carbono. Os resultados obtidos sugerem que
C. calophylla é tolerante ao excesso de Zn e suscetivel ao excesso de Cu. Considerando o
aumento exponencial de &reas com solos contaminados por excesso de Cu e Zn devido ao
avanco da agropecuaria no Brasil, nossos resultados se tornam relevantes uma vez que geram
subsidios para predicdes dos efeitos de acdes antropicas na estrutura e funcionamento dos
vegetais, reforcando a importancias dos esforcos para 0 manejo e conservacdo de espécies

vegetais nativas.

Palavras-chave: anatomia vegetal; estresse oxidativo; estruturas secretoras; fotossintese;

metais toxicos; ultraestrutura.



Abstract

Areas used for agricultural activity often have soils contaminated by the excess of toxic
elements, especially Zinc (Zn) and Copper (Cu). In low concentrations these elements are
essential micronutrients for plants, however, in excess they can cause changes in plant structure
and function. Cuphea calophylla (Lythraceae) is a subshrub species native to Brazil, popularly
used in the treatment of hypertension and in the production of saponaceous, being naturally
found in ruderal and pasture areas. This work aimed to expand the knowledge about the
secretory system of C. calophylla and investigate the influence of Zn and Cu excess on
structural and functional aspects of vegetative organs. Plants occurring in pasture areas with
excess Zn and Cu and in preserved areas were sampled; plants were also subjected to excess
Zn, Cu and Zn+Cu under hydroponic conditions. Root, stem and leaf samples were processed
according to usual techniques in light microscopy and scanning and transmission electron
microscopy; morphometric data were obtained under a light microscope. Gas exchange were
measured using infrared gas analyser (IRGA). The level of oxidative stress was measured
through the quantification of hydrogen peroxide (H20.) and lipid peroxidation; H.O2 molecules
were histolocalized with 3,3-diaminobenzidine-DAB. The concentration of Zn and Cu in the
secretory structures was detected using EDS-MEV. The chemical composition of the extract
produced by the aerial vegetative axis was analysed by high performance liquid
chromatography (HPLC). Voluminous glandular emergences producing phenolic substances,
mucilage and lipids were observed in stems and leaves. Bi-compartmentalized epidermal cells
secreting phenolic compounds and mucilage occurred in the leaf blade. Hydathodes were
present at the edge of the leaf blade and were here described for the first time for the genus.
Plants in pasture areas and individuals subjected to excess of Zn and/or Cu in hydroponics
showed leaf mesophyll compaction. Plants under Zn excess showed higher density of epidermal
secretory cells in the leaves, while plants under Cu excess produced glandular emergences with
shorter length. Zn and Cu were detected in glandular emergences and in the epidermal secretory
cells, suggesting the involvement of the secretory system in the elimination of the excess of
these metals. Excessive Cu promoted an increase in intercellular spaces in the roots. Structural
changes in the inner membranes of mitochondria and chloroplasts were observed in plants under
Zn excess. Intense staining for H>O> was detected in leaves and roots of plants under excess Zn
and/or Cu. A greater number of chemical compounds was detected in plants under Cu excess,
however the production of ellagic acid and gallic acid was not altered even with Zn and Cu
excess. Despite the indicative of oxidative stress in the roots, plants under Zn excess maintained

the photosynthetic metabolism, while plants under excess of Cu reduced the carbon



assimilation. The results obtained suggest that C. calophylla is tolerant to Zn excess and
susceptible to Cu excess. Considering the exponential increase in areas with soils contaminated
by excess Cu and Zn due to the advance of agriculture in Brazil, our results become relevant
since they generate subsidies for predictions of the effects of anthropic actions on the structure
and functioning of plants, emphasising the importance of efforts for the management and

conservation of native plant species.

Keywords: oxidative stress; photosynthesis; plant anatomy; secretory structures; toxic metals;

ultrastructure.



Introducéo geral

A expansdo industrial, agroquimica e agropecudria, assim como o0 excesso de materiais
descartados por inddstrias e centros urbanos, aumentam excessivamente a contaminagdo de
solos por residuos potencialmente toxicos. Neste contexto, encontra-se a contaminagdo dos
solos através de metais tdxicos, 0s quais muitas vezes sdo dispersos no ambiente como resquicio
das atividades antrdpicas e podem oferecer riscos aos seres vivos quando em altas
concentragdes (McBride 1994; Nagajyoti et al. 2010). Duffus, desde 2002, em parceria com a
IUPAC (Iternational Union of Pure and Applied Chemistry), defende a utilizacdo da
terminologia “metais toxicos” para se referir a elementos metélicos que, dependo da sua
quantidade, podem ser nocivos aos seres vivos, 0 que faz entrar em desuso a terminologia
“metais pesados”, visto que nem todos os metais que apresentam alta toxicidade sdao elementos
com alta densidade atbmica (maior que 4g/cm3).

Areas rurais envolvidas com a agropecudria sdo, geralmente, caracterizadas pela
presenca de solos contaminados com metais toxicos, em especifico com acimulo de Zinco (Zn)
e Cobre (Cu) (Mantovi et al. 2003; Girotto 2007; Matias et al. 2010; Ambrosini et al. 2016).
Este acimulo se deve a utilizacdo de pesticidas e outros agroguimicos em culturas vegetais
(Marsola et al. 2005; Brunetti et al. 2011; Oliveira 2011; Girotto et al. 2013; Brunetto et al.
2014). Além da fertilizacéo dos solos e dos defensivos agricolas, estudos destacam que regides
utilizadas para pastagem e areas destinadas a agricultura, que fazem uso da adubacdo organica
proveniente de excremento de animais, tendem a apresentar maiores concentra¢des de Zn e Cu
devido a adicdo de sais para a suplementacdo alimentar na racdo dos animais de manejo
(Mantovi et al. 2003; Girotto 2007; Matias et al. 2010; Broetto et al. 2014; Ambrosini et al.
2016; De Conti et al. 2016; Brennan et al. 2019; Scheid et al. 2019).

Zn e Cu sdo micronutrientes importantes para o desenvolvimento e funcionamento do
organismo vegetal (Reeves e Baker 2000; Taiz e Zeiger 2017), atuando como cofatores
enzimaticos em diferentes reacGes essenciais para 0 metabolismo das plantas (respiracao e
fotossintese). Especificamente, o Zn esta associado ao metabolismo de grupos fosfato
(ATPases), atuando na manutencao da estrutura de ribossomos e no funcionamento da RNA-
polimerase. J& o Cu participa diretamente do processo fotossintético através do transporte de
elétrons no fotossistema | (Nagajyoti et al. 2010; Hossain et al. 2018; Chandrasekhar e Ray
2020).

Entretanto, 0 Zn e o Cu em altas concentracBes podem provocar disfungdes no
metabolismo das plantas, alterando o desenvolvimento vegetal (Vangronsveld et al. 1997;

Reeves e Baker 2000; Hossain et al. 2018; Hammerschmitt et al. 2020). A toxicidade causada



pelo excesso desses elementos é evidenciada em alteragdes morfoldgicas, anatdbmicas e
funcionais nas plantas. Estudos demonstram que o excesso de Zn e Cu em solos contaminados
geram especies reativas ao oxigénio (ERO) no corpo vegetal, como o radical superéxido (O2),
hidroxila (OH"), peréxido de hidrogénio (H.O2) e oxigénio singlete (*O2). As ERO sdo
moléculas instaveis que apresentam oxigénio reduzido, portanto, sdo altamente reativas, pois
buscam seu equilibrio energético fazendo ligagcdes com diversas moléculas organicas. Nessas
interacBes, as ERO desconfiguram moléculas estruturais (ex. lipoproteicas) e ativam rotas
enzimaticas levando a distdrbios em vias metabdlicas essenciais como na fotossintese e
respiracdo devido ao estresse oxidativo gerado (Stadtman e Oliver 1991; Parry et al. 1994;
Hossain et al. 2018; Hammerschmitt et al. 2020). Em especifico, o Zn interfere diretamente no
sistema de defesa antioxidante, inativando enzimas antioxidantes e promovendo o estresse
oxidativo no corpo vegetal (Gratdo et al. 2005). J4 0 aumento de Cu no organismo vegetal pode
promover a producdo de ERO de maneira excessiva por meio da rea¢do de Feton, uma vez que
0 Cu” catalisa reacOes que aumentam a concentracdo de OH™ (Briat e Lebrun 1999).

De modo geral, o estresse proveniente do excesso de Zn e Cu pode reduzir as taxas de
crescimento das plantas e promover alteragdes nas folhas como clorose, aparecimento de
manchas, modificacdo da morfologia e da area foliar, aumento na emissao de fluorescéncia das
moléculas de clorofila e aceleracdo da senescéncia, além de modificar rotas enzimaticas
importantes (Taiz e Zeiger 2017; Hossain et al. 2018).

Sabe-se também que o estresse oxidativo em plantas expostas a solos contaminados pelo
excesso de Zn e Cu pode levar a alteragfes anatdmicas e subcelulares no corpo vegetal. Estudos
descrevem que 0 excesso de Zn pode provocar a diminuicao do volume de células epidérmicas
e celulas do parénquima palicaddico e lacunoso, diminuindo os espacos intercelulares,
provocando colapso de feixes vasculares e rompimento de células parenquimaticas do mesofilo,
além de reduzir a quantidade de graos de amido e de amiloplastos (Sridhar et al. 2005, 2007);
em raizes, 0 excesso de Zn pode aumentar os espacos intercelulares do cértex (Kouhi et al.
2016; Somavilla et al. 2018). Ja em situacao de Cu em excesso, as plantas tendem a apresentar
raizes com rupturas na epiderme e alteragdes na organizacdo concéntrica das camadas de células
parenquimaticas do cortex (Guimardes et al. 2016); no limbo foliar pode ocorrer inibicdo do
alongamento de células do parénquima clorofiliano, além do aumento dos espacos
intercelulares no mesofilo e aumento do nimero de cloroplastos nas células fotossintetizantes,
0S guais passam a apresentar grana mais desenvolvido (Bernal at al. 2006; Bini et al. 2012).

Embora os efeitos morfoanatdmicos decorrentes do excesso de Zn e Cu sejam
conhecidos na estrutura de algumas espécies vegetais (Sridhar et al. 2005, 2007; Ambrosini et

al. 2016; Bini et al. 2012; Somavilla et al. 2018), estudos descrevem que as respostas ao excesso
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de metais sdo muito particulares para cada espécie (Bini et al. 2012; Kouhi et al. 2016; Hossain
et al. 2018). Além disso, a maioria dos estudos que avalia a toxicidade proveniente do excesso
de metais é limitada a plantas alimenticias ou plantas modelos (Mantovi et al. 2003; Brunetti et
al. 2011, Girotto et al. 2013; Kouhi et al. 2016; Schwalbert et al. 2019; Hammerschmitt et al.
2020). Neste sentido, pouco se sabe sobre a influéncia do excesso de metais toxicos na
morfologia, aspectos subcelulares e funcionamento de plantas nativas.

Em éareas de pastagens, espécies de gramineas e leguminosas sdo amplamente utilizadas
para o forrageio; entretanto, representantes de mais de 30 familias boténicas sdo encontrados
naturalmente dispersos nessas areas, dentre eles representantes da familia Lythraceae (Penso et
al. 2009). Cuphea P. Browne é o maior género de Lythraceae, com cerca de 250 espécies
distribuidas desde o leste dos EUA até o sul da Argentina (Amarasinghe et al. 1991; Graham e
Graham 2014). No Brasil, espécies deste género sdo popularmente conhecidas como sete-
sangrias e apresentam uma ampla distribuicdo, sendo seu principal centro de diversidade em
areas de Cerrado, muitas delas encontradas em regides ruderais (Cavalcanti 1990).

Espécies de Cuphea produzem substancias com propriedades medicinais (Amarasinghe
et al. 1991; Das et al. 2018; Ramirez et al. 2018) com comprovada funcdo antioxidante, além
de auxiliar na prevencdo de doencas cardiovasculares, hipertensdo e na reducgédo do colesterol
(Lorenzi e Matos, 2002; Das et al., 2018; Ramirez et al. 2018; Santos et al. 2020). Além disso,
essas espécies sao ricas em acidos graxos, sendo fonte de lipideos para a producéo de sabéo,
detergentes e lubrificantes (Thompson 1984; Phippen 2009). Estudos encontrados na literatura
descrevem os sitios de compostos bioativos de espécies de Cuphea como sendo tricomas
glandulares e células epidérmicas secretoras de mucilagem (Amarasinghe et al. 1991; Lusa e
Bona 2011; Klider et a. 2020). Entretanto, faltam estudos detalhados focados na compreenséo
da morfologia e desenvolvimento do sistema secretor em espécies do género.

Cuphea calophylla Cham. e Schitdl. é uma espécie nativa, subarbustiva e ruderal,
facilmente encontrada no cerrado paulista em campos, gramados, bordas de matas e em
ambientes antropizados como pastagens e beiras de estradas (Lorenzi e Matos 2002; Lusa e
Biase 2011). Utilizada na medicina popular para tratamentos de doencas como hipertenséo
(Lorenzi e Matos 2002; Ramirez et al. 2018), as propriedades medicinais de C. calophylla tém
sido relacionadas com a producédo de substancias fendlicas detectadas em extratos do seu eixo
vegetativo aéreo, as quais atuam diretamente como antioxidantes, dentre elas estudos destacam
0 acido elagico e o acido galico (Ramirez et al. 2018; Klider at al. 2020; Santos et al. 2020).
Além disso, ha relatos sobre o potencial comercial dessa espécie para a producéo de saponaceos
(Thompson 1984).



Desse modo, conhecer os aspectos estruturais e funcionais de C. calophylla e a
influéncia do excesso de Cu e Zn no desenvolvimento e funcionamento de seu eixo vegetativo
é de grande relevancia quando se considera: a) sua ampla distribuicdo no Brasil, em especial
em areas antropizadas; b) a importancia do sistema secretor vegetal na produgdo de substancias
bioativas e sua utilizacdo pela medicina popular e industria farmacéutica; ¢) o avango da
agropecuéria e 0 aumento das areas ocupadas por solos contaminados pelo uso de pesticidas e
fertilizantes quimicos ou organicos no Brasil, em especial no interior paulista.

Esse trabalho teve como objetivo ampliar o conhecimento sobre o sistema secretor do
eixo vegetativo aéreo de C. calophylla e investigar a influéncia do excesso de Zn e Cu em
aspectos estruturais e funcionais dos 6rgdos vegetativos. Os resultados obtidos foram
organizados em dois capitulos redigidos no formato de artigos cientificos. O primeiro capitulo
teve como objetivo ampliar o conhecimento sobre o sistema secretor do eixo vegetativo aéreo
de C. calophylla. O segundo capitulo, de cunho experimental, teve como objetivo analisar a
influéncia do excesso de Zn e Cu nos aspectos estruturais, fisiologicos e bioquimicos dos 6rgaos
vegetativos de C. calophylla utilizando individuos ocorrentes naturalmente em &reas
preservadas e areas de pastagem e individuos cultivados em meio hidropénico em casa de
vegetacdo. Nossos resultados geram subsidios para estudos com abordagem ecoldgica,
taxonébmica e farmacoldgica, dentre outras, além de trazerem importantes informagdes para
predicdes dos efeitos de acdes antropicas na estrutura e funcionamento das plantas e para o

manejo de espécies vegetais.
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