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EXTRATO 

 

Reis, Graciele S. M. Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, fevereiro de 2013. 
Toxicidade de Pb em plântulas de Theobroma cacao: respostas moleculares, 
bioquímicas, morfológicas e ultraestruturais. Orientador: Alex-Alan Furtado de 
Almeida. Co-orientador: Carlos Priminho Pirovani.  
 

 
 

O chumbo (Pb) é um metal pesado altamente tóxico para plantas, animais e seres 
humanos. O excesso de Pb nas plantas pode alterar uma série de mecanismos 
fisiológicos, bioquímicos e moleculares, além de interferir  na morfologia em níveis 
tissular e celular. Recentemente, têm-se observado concentrações elevadas de Pb 
em amêndoas de cacau. A contaminação das amêndoas por Pb é atribuída ao uso 
de fertilizantes químicos, principalmente de adubação fosfatada. Objetivou-se, no 
presente trabalho, avaliar as alterações moleculares, bioquímicas, morfológicas e 
ultraestruturais em folhas maduras e raízes primárias de plântulas  de duas 
progênies de cacau, resultantes da autofecunda«o de óCatongoô e do cruzamento 
de CCN-10 x SCA-6, obtidas a partir da germinação de sementes em diferentes 
concentrações de Pb (0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4 0,8 g L-1, na forma de Pb(NO3)2. Pb, 
fornecido via seminal, provocou alterações nos cloroplastos e no núcleo das células 
do mesofilo foliar de plântulas de Catongo, reduzindo o crescimento dos 
cloroplastos, promovendo o rompimento de membranas tilacóides e da membrana 
nuclear; além do aumento no acúmulo de grãos de amido nos cloroplastos, quando 
comparado às plantas controle. Observou-se, em nível tissular, que o Pb provocou 
um aumento nos espaços intercelulares do parênquima lacunoso no mesofilo foliar 
de plântulas de Catongo. Houve acúmulo de substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico, principalmente nas raízes, de ambas as progênies, demonstrando que 
ocorreu peroxidação lipídica. Verificou-se, também, aumento na atividade de 
peroxidases do guaiacol, principalmente em folhas e raízes da progênie de  
Catongo, ao passo que de CCN-10 x SCA-6 houve um aumento expressivo da 
atividade destas enzimas em raízes, principalmente na maior concentração de Pb 
(0,8 g L-1). Na presença de Pb, observou-se aumento na expressão de genes 
associados à sintetase da fitoquelatina, SODcyt e PER, principalmente em raízes de 
ambas as progênies avaliadas. Além disso, o Pb induziu a expressão diferenciada 
de duas proteínas associadas ao metabolismo antioxidativo e uma ao estresse 
hídrico em Catongo (peroxidase do ascorbato, glutationa-S-transferase e osmotina, 
respectivamente); ao passo que em CCN-10 x SCA-6 o Pb induziu a expressão 
diferenciada de uma proteína associada à membrana externa mitocondrial. Pb 
acumulou no sistema radicular de ambas as progênies, principalmente em SCA-6 x 
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CCN-10. Adicionalmente, promoveu alterações na absorção de micro e 
macronutrientes minerais nas progênies estudadas. Houve um incremento nos 
teores de Fe e P na raiz e no caule, respectivamente, em ambas as progênies. 
Observou-se um decréscimo no teor de K e S em folhas de Catongo e um aumento 
no caule e nas folhas de CCN-10 x SCA-6. Em suma, o incremento da concentração 
de Pb via seminal provocou alterações tissular e celular em nível foliar e radicular; 
promoveu  aumento do estresse oxidativo; interferiu na  absorção de nutrientes 
minerais; e na expressão gênica em ambas as progênies de T. cacao. Contudo, 
CCN-10 x SCA-6, mostrou-se mais tolerante ao estresse por Pb, quando comparado 
ao Catongo; uma vez que (i) acumulou mais Pb nas raízes, impedindo sua 
translocação para parte aérea; (ii) apresentou maior atividade de peroxidases em 
raízes, enzimas envolvidas na eliminação do excesso de espécies reativas de 
oxigênio (EROS) e (iii) apresentou maior incremento na síntese de fitoquelatinas, 
peptídeos responsáveis pelo sequestro de Pb em nível de vacúolo, como forma de 
redução de sua toxicidade celular. Além disso, o aumento da expressão dos genes 
de SODcyt e PER, em resposta ao incremento da produção de EROS, promovido 
pelo  acúmulo de Pb na planta, assim também como o acúmulo de proteína do 
estresse, contribuíram para a tolerância de ambas as progênies de T. cacao. 
 

Palavras-chave: Cacau, chumbo, estresse abiótico, microscopias fotônica e 
eletrônica, expressão gênica, estresse oxidativo. 
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ABSTRACT 

 

Reis, Graciele S. M. Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, February, 2013. 
Toxicity of Pb in Theobroma cacao seedlings: molecular, biochemical, 
morphological and ultrastructural responses. Advisor: Alex-Alan Furtado de 
Almeida. Co-advisor: Carlos Priminho Pirovani. 

 

Lead (Pb) is a heavy metal highly toxic for plants, animals and humans. Excess of Pb 

in plants can modify a number of physiological, biochemical and molecular 

mechanisms; in addition interfering in the morphology at tissue and cellular levels. 

Recently, high concentrations of Pb have been reported in cocoa beans. The 

contamination of cocoa beans with Pb is attributed to the use of chemical fertilizers, 

especially those based on phosphate. The aim of the present study was to evaluate 

the alterations at molecular, biochemical, morphological and ultrastructural levels, in 

mature leaves and roots of seedlings originated from two cocoa progenies developed 

by self-pollination of de cultivar 'Catongo' and by crossing accessions CCN-10 x 

SCA-6, obtained from seed germination in different concentrations of Pb (0, 0.05, 

0.1, 0.2, 0.4 and 0.8 g L-1) in the form of Pb (NO3)2. The Pb supplied via seeds 

caused changes in chloroplasts and nucleus of cells from the leaf mesophyll of 

Catongo seedlings, reducing the growth of chloroplasts, promoting the disruption of 

thylakoid and nuclear membranes, besides the increase in the accumulation of starch 

grains in chloroplasts, when compared to control plants. Observations at the tissue 

level suggested that Pb caused increase in the intercellular spaces of the spongy 

parenchyma in the leaf mesophyll of Catongo seedlings. There was accumulation of 

thiobarbituric acid reactive substances, mainly in roots, in both progeny, 

demonstrating that lipid peroxidation occurred. Also, it was found an increase in the 
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activity of guaiacol peroxidase, mainly in leaves and roots of the Catongo progeny, 

while for the progeny for that of CCN-10 x SCA-6 there was a significant increase in 

the enzyme activity in roots, mainly by higher concentration of Pb (0.8 g L-1). In the 

presence of Pb, increase in the gene expression associated to phytochelatin 

synthetase and PER SODcyt, particularly in roots of both progenies was observed. 

Additionally, Pb induced differential expression of two proteins associated to the 

antioxidant metabolism and one with water stress in Catongo (ascorbate peroxidase, 

glutathione-S-transferase and osmotin, respectively); while in CCN-10 x SCA-6 Pb 

induced differential expression of a protein associated to the mitochondrial outer 

membrane. Pb accumulated in the root system of both progeny, especially in CCN-

10 x SCA-6. Moreover, Pb also promoted changes in the absorption of macro and 

micronutrients minerals in both progenies of T. cacao. There was a significant 

increase in the levels of Fe and P in the root and stem, respectively, in both 

progenies. Furthermore, a decrease in K and S content in leaves of 'Catongo' and an 

increase in the stem and leaves of CCN-10 x SCA-6 was observed. In summary, the 

increase in Pb concentration via seeds caused alterations in cells and tissues of 

leaves and roots; promoted increased oxidative stress, interfered in the absorption of 

mineral nutrients and gene expression in both progenies of T. cacao. However, CCN-

10 x SCA-6 progeny was more tolerant to stress caused by Pb, compared to 

Catongo, since (i) accumulated more Pb in the roots, preventing its translocation to 

the shoots, (ii) showed higher peroxidase activity in roots, enzymes involved in the 

elimination of the excess of reactive oxygen species (ROS), and (iii) had greater 

increase in the synthesis of phytochelatins, peptides responsible for the 

sequestration of Pb in vacuole level aiming to reduce its cellular toxicity. Moreover, 

increased t h e  expression of SODcyt and PER genes, in response to increased 

production of ROS, promoted by the accumulation of Pb in the plant, so as the 

accumulation of protein stress have contributed for the tolerance of both progenies of 

T.cacao. 

 

Keywords: cocoa, lead, abiotic stress, photonic and electronic microscopy, gene 

expression, oxidative stress. 
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Figura 2 - (A) Remoção do tegumento das sementes de duas 
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Figura 4 - Secção transversal do mesofilo foliar de plântulas de duas 

progênies de T. cacao.  óCatongoô controle (A); 0,2 g de Pb  L-

1    (B); e 0,8 g de Pb  L-1 (C); e CCN-10 X SCA-6  controle 

(D); 0,2 g de Pb  L-1    (E); e 0,8 g de Pb  L-1 (F),  aplicado via 

seminal, aos 60 dias após a emergência das plântulas. As 

setas indicam células destruídas e espaços intercelulares.  

Ead ï epiderme na face adaxial, Eab ï epiderme na face 
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Figura 12 - Acúmulo de Pb nas raízes  (ǒ), caules ( ǒ ) e folhas (o),   de 

dois genótipos de T. cacao [CCN-10 x SCA-6 (A) e Catongo  

(B)], submetidos a doses crescentes de Pb, via seminal, 60 

dias após a emergência das plântulas. Equações das curvas 

de regressão na Tabela 3. ....................................................... 

 

 

 

 

 

43 
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Figura 15.  Acúmulo dos macronutrientes minerais Ca e S em folhas 

(o), caules (ǒ)   e ra²zes (ǒ) de prog°nies de T. cacao [CCN-
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crescentes de Pb, via seminal, 60 dias após a emergência 

das plântulas. Valores médios de nove repetições (± EP). A 

ausência de barras de erro indica que o tamanho do erro não 
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Figura 16 - Gel bidimensional de proteínas extraidas de raízes de 

progênies de T. cacao submetidas a 0,8 g Pb L-1. Catongo 

(A) e CCN-10 e SCA-6 (B). Cada gel foi carregado com 350 

ug de proteína total e corado com coomassie coloidal G-250 

a 0,08% p/v. Círculos pretos  indicam spots  exclusivos e,ou 
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diferencialmente expressos entre as progênies e  os círculos 

brancos indicam spots em resposta ao estresse por Pb.......... 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O cacaueiro (Theobroma cacao) é uma espécie p e r e n e ,  lenhosa 

preferencialmente alógama, com altura entre 4-8 m, pertencente à família 

Malvaceae, nativa da região tropical das Américas (MONTEIRO; AHNERT, 2012). É 

uma espécie de grande importância econômica, pois as sementes fermentadas e 

secas, chamadas de amêndoas, são a principal fonte de chocolate, com uma 

produção anual aproximada de quatro milhões de toneladas em todo o mundo 

(ICCO, 2010). As estatísticas apresentadas no boletim Trimestral de Estatísticas do 

Cacau (ICCO, 2010) registraram o melhor desempenho dos últimos 18 anos, desde 

1994, com um total de 229.063,4 t. O Brasil se encontra, no momento, na sexta 

posição de países produtores de cacau e possui o quinto maior parque industrial 

chocolateiro do mundo (ICCO, 2010). O sul da Bahia é a principal região produtora 

de cacau do Brasil. Contudo, para manter a produtividade de cacau, é fundamental 

que as condições do solo estejam adequadas para propiciar o desenvolvimento da 

planta. Para isso, o uso de insumos agrícolas, como fertilizantes fosfatados, é 

fundamental para manter ou mesmo ampliar o potencial produtivo. Em estudos 

realizados anteriormente, dos solos que se cultivam e produzem cacau na Bahia, 

relataram-se que o teor de P disponível é baixo, mesmo aqueles considerados 

altamente produtivos para a cacauicultura (SILVA et al.,1967), fazendo-se 

necessário o uso de fertilizantes fosfatados. No entanto, estudos têm relatado que o 

uso crescente de fertilizantes fosfatados tem sido um dos principais meio de 

contaminação do solo por metal pesado, entre os quais se destaca o Pb 

(MCLAUGHLIN; SINGH, 1999).  

A poluição do meio ambiente por Pb é um problema global e tem aumentado 

durante as últimas décadas. Suas principais fontes são o processamento extensivo 

de  mineração, fundição, tintas automotivas, papel e celulose, explosivos (SHARMA 

E DUBEY, 2005) e o uso generalizado de inseticidas e fertilizantes, principalmente 

os fosfatados (KRAMER, 2010). Este elemento metálico é altamente tóxico para as 

plantas, animais e seres humanos (ALMEIDA et al., 2007).  

O excesso de Pb nas plantas pode alterar uma série de mecanismos: (i) afeta 

a germinação de sementes (NAUTIYAL; SINHA, 2012); (ii) causa redução no 

crescimento, promove clorose foliar e escurecimento do sistema radicular (GOPAL; 
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RIZVI, 2008); (iii) reduz a condutância estomática e o tamanho dos estômatos 

(XIONG, 1997); (iv) diminui a atividade de algumas enzimas (PATRA et al., 2004); 

(v) inibe a fotossíntese, devido ao distúrbio na reação de transferência de elétrons 

(BERTRAND; POIRIER, 2005); (vi) reduz a taxa respiratória (ROMANOWSKA et al., 

2008); e (vii) interfere na nutrição mineral e no balanço hídrico, promove mudanças 

no status hormonal e afeta a estrutura e a permeabilidade de membranas (YANG et 

al., 2010; WANG et al., 2011; SINGH et al., 1997).  

As plantas absorvem e acumulam Pb nas raízes, caules, folhas, nódulos 

radiculares, sementes, e esse aumento depende do incremento dos níveis exógenos 

de Pb (PIECHALAK et al., 2008). Grande parte de Pb absorvido pelas plantas se 

acumula nas raízes, sendo uma pequena fração translocada para a parte aérea 

(PATRA et al., 2004). A retenção de Pb nas raízes é baseada em sítios de ligações 

de íons trocáveis e na precipitação extracelular, principalmente na forma de 

carbonatos de Pb, ambos mecanismos ocorrem na parede celular (JARVIS; LEUNG, 

2002). Entretanto, nem sempre o Pb penetra na endoderme radicular e entra no 

estelo. Dessa forma, a endoderme age como barreira à absorção de Pb para o 

interior do estelo e ao seu transporte para a parte aérea (WEIS; WEIS, 2004).  

A tolerância e,ou resistência das plantas ao estresse metálico pode estar 

associada com um ou mais mecanismos, tais como: (i) a excreção de compostos 

quelantes que reduzem a disponibilidade do metal no solo ou na água (SHARMA;  

DUBEY, 2005); (ii) a exclusão do metal por meio da absorção seletiva de elementos; 

(iii) a retenção do metal nas raízes, evitando sua translocação para a parte aérea 

(BRUNET et al, 2009); (iv) a quelação ou sequestro de metais pesados por ligantes, 

biotransformação, compartimentalização e mecanismos de reparação celular 

(ANJUM et al., 2012); (v) o desenvolvimento de enzimas tolerantes ao metal 

(LAMHAMDI et al., 2011); (vi) o aumento da produção de compostos intracelulares 

ligados ao metal (SHARMA; DIETZ, 2006); (vii) a imobilização de metal na parede 

celular (COSIO et al., 2005); (viii) os mecanismos celulares homeostáticos para 

regular a concentração de íons metálicos no interior da célula (BENAVIDES et  al., 

2005); (ix) a indução de proteínas de choque térmico (HECKATHORN et al., 2004.); 

(x) e a liberação de fenóis a partir de raízes. Estudos recentes têm demonstrado que 

o Pb pode induzir a expressão de genes codificadores e alterar a atividades de 

enzimas envolvidas no estresse oxidativo, tais como redutase da glutationa, S-
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transferase da glutationa, peroxidase do ascorbato e superoxido dismutase 

(BRUNET et al., 2009). O estresse oxidativo, induzido por Pb, pode gerar grande 

quantidade de espécies reativas de oxigênio  (EROs) (QURESHI et al., 2005), tais 

como superóxido, hidroxila, peróxido de hidrogênio e oxigênio singlet, que envolvem 

todas as áreas do metabolismo aeróbico e estão usualmente associados também 

aos danos em membranas e a reconstrução da peroxidação de lipídeos e nas 

modificações cromossômicas (WIERZBICKA, 1999). Além disso, estudo da 

expressão de proteínas induzidas pelo estresse por metal pesado tem sido relatada 

em vários trabalhos, como em plantas de Helianthus annuus exposta ao Pb 

(WALLIWALAGEDARA et al., 2010) e plantas de Populus nigra exposta ao Cd 

(KIEFFER et al., 2008) 

Tem-se conhecimento da efetividade de Pb no deslocamento de vários metais 

catiônicos de raízes, sugerindo que o Pb possa desempenhar um papel na 

desestabilização de barreiras fisiológicas para o movimento de solutos nas raízes e, 

dessa forma, limitar a disponibilidade de nutrientes para as plantas (WIERZBICKA, 

1999). O Pb age indiretamente por meio de um desequilíbrio nos elementos minerais 

(PÄIVÖKE, 2002). A lignificação acentuada da epiderme radicular e do parênquima 

cortical externo contribui para este fenômeno (WANG et al, 2011). Vários estudos 

mostram que o Pb e outros metais (Cd, Zn e Cu) no substrato podem decrescer a 

absorção e o transporte de macronutrientes em plantas (TRIVEDI; ERDEI, 1992). A 

deficiência desses elementos nas plantas é, muitas vezes, uma manifestação de 

efeitos tóxicos de metais pesados. Alguns macroelementos, incluindo Ca, Mg e P, 

desempenham um papel protetivo contra os efeitos tóxicos de metais pesados 

(WANG et al, 2011). Além disso, o Pb pode ser transportado através de canais de 

Ca para o simplasto (TOMSIG; SUSZKIW, 1991). 

A presença do Pb em plantas de T. cacao é inevitável devido ao uso periódico 

de adubação fosfatada. Contudo, o desenvolvimento de estudos que avaliem os 

efeitos de Pb em genótipos de cacau, sobre os parâmetros morfoanatômicos, 

fotossíntese e expressão gênica, podem auxiliar na elucidação e na interpretação 

dos efeitos deste metal em plantas de T. cacao, uma vez que na literatura há 

escassez de informações sobre este assunto. 
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1.1. Hipóteses: 

 

Altas doses de Pb, fornecidas via seminal, aumentam a produção de espécies 

reativas de oxigênio, levando ao estresse oxidativo, alteram a expressão de genes e 

de proteínas em plântulas de T. cacao e promove mudanças morfológicas e 

ultraestruturais, principalmente em nível radicular, interferindo na absorção de 

nutrientes minerais.  

 

1.2. Objetivo Geral: 

 

Avaliar as respostas moleculares, bioquímicas, morfológicas e ultraestruturais 

em progênies de T. cacao, contrastantes para tolerância ao Pb e oriundas da 

autopolinização entre óCatongoô  (intolerante) e do cruzamento entre CCN-10 x SCA-

6 (tolerante), submetidas à toxidez de Pb via seminal. 

 

1.3. Objetivos Específicos: 

 

1  Determinar a atividade de enzimas peroxidases do guaiacol (PODs), 

envolvidas no metabolismo antioxidativo, em raízes e folhas de plântulas 

de progênies de T. cacao, contrastantes para a tolerância ao Pb, 

submetidas à toxidez de Pb via seminal. 

 

1  Avaliar as alterações anatômicas e ultraestruturais em níveis tissular e 

celular, respectivamente, em folhas e raízes de progênies de T. cacao, 

contrastantes para a tolerância ao Pb, submetidas à toxidez de Pb via 

seminal. 
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1 Determinar o teor de macro e micronutrientes minerais em raízes, caules e 

folhas de plântulas de progênies de T. cacao contrastantes para a 

tolerância ao Pb, submetidas à toxidez de Pb via seminal. 

 

1  Analisar a expressão de genes envolvidos no metabolismo antioxidativo, 

em níveis radicular e foliar, de progênies de T. cacao contrastantes para a 

tolerância ao Pb, submetidas à toxidez de Pb via seminal. 

 

1  Avaliar a expressão de proteínas envolvidas no metabolismo antioxidativo, 

em nível radicular de progênies de T. cacao contrastantes para a 

tolerância ao Pb, submetidas à toxidez de Pb via seminal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.  REVISÃO DE LITERATURA 
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 2.1 Theobroma cacao L. 

 

O cacau (Theobroma cacao L.) é uma espécie arbórea, perene, 

preferencialmente alógama, existindo, portanto, genótipos autocompatíveis e 

incompatíveis com genoma diplóide (2n= 20) (MONTEIRO; AHNERT, 2011). 

Pertence à família Malvaceae, as suas variedades são divididas em três grupos 

principais, Crioulo, Forasteiro e Trinitário, de acordo com a morfologia e 

características genéticas e origens geográficas (ALMEIDA; VALLE, 2007). Em 

condições de cultivo, geralmente chega a 5 m de altura, podendo atingir até 20m 

quando em condições silvestre. Pertence a classe das eudicotiledôneas, sendo os 

cotilédones a parte economicamente aproveitável. O cacaueiro produz sua primeira 

safra aos 3-4 anos de idade e torna-se adulto com 10 anos; produz de 300 a 1000 

kg ha-1 de amêndoas por cerca de 50 anos.  Esta espécie compreende um grande 

número de populações morfologicamente variável para a maioria dos caracteres, 

especialmente para o tamanho, forma e cor dos frutos e das sementes, e resistência 

a doenças e pragas (BARTLEY, 2005).  

Acredita-se que o Amazonas é o centro de origem do cacau, julgado pela 

grande diversidade morfológica observada nesta região (BARTLEY, 2005). Foi 

domesticado na Mesoamérica, por volta de 3.000 anos atrás.  As propriedades 

comestíveis de Theobroma cacao foram descobertas a mais de 2.000 anos pelos 

povos indígenas da América Central. Grãos de cacau eram tão preciosos que 

apenas a realeza, os guerreiros e os ricos podiam dar-se ao luxo de comer e beber 

chocolate. No entanto, foi em 1528 que os espanhóis, em uma de suas expedições, 

levaram para sua casa o cacau e a receita asteca do xocoatl (bebida de chocolate). 

A bebida foi inicialmente recebida sem entusiasmo, até que o açúcar foi adicionado, 

e tornou-se uma bebida popular nos tribunais espanhóis (HEBBAR et al., 2011). Em 

meados do século VII, o chocolate adoçado e quente era muito popular em toda a 

Europa, especialmente entre a elite. Na primeira metade do século XIX, o cacau já 

existia no Brasil devido aos portugueses, que já o plantavam. Nos primeiros anos do 

século XX, o Brasil se tornou o maior produtor mundial. Os portugueses levaram o 

cacau também para a Guiné, de onde se difundiu para outras colônias europeias 

da África Ocidental e depois para o Sudeste asiático e para a Oceania. No final do 

século XX, as maiores regiões produtoras estavam na África Ocidental.  
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Cacau é a principal fonte de chocolate com uma produção anual de 

aproximadamente quatro milhões de toneladas em todo o mundo (ICCO 2010). As 

estatísticas apresentadas no boletim Trimestral de Estatísticas do Cacau (ICCO, 

2010) mostram um aumento na taxa de crescimento de 257% da produção mundial 

na safra de 2010/11 em comparação à de 1960/61. O continente Africano vem 

liderando esta produção, sendo a Costa do Marfim o maior produtor, seguido por 

Gana, depois Indonésia e Nigéria. Na América Latina a produção de cacau totalizou 

536,1 mil toneladas em 2010/11, sendo o Brasil o maior produtor com 195 mil t. Já 

na safra de 2012 o Brasil produziu um total de 229.063,4 t. Atulamente, do total 

produzido no país, 70% se referem à safra da Bahia, tradicional produtor devido ao 

clima favorável, o restante está distribuído entre o segundo estado produtor, Pará e 

os demais estados como Espírito Santo, Roraima, Amazonas e Mato Grosso. No 

ranking dos países que cultivam cacau, o Brasil entra na sexta posição e já liderou a 

produção há décadas atrás. O decréscimo na produção de cacau no Brasil foi devido 

a uma doença fúngica típica de cacaueiros, ocasionado pelo basidiomiceto 

Moniliophthora perniciosa, conhecida como vassoura-de-bruxa. A disseminação 

desse fungo levou a uma redução severa na produção do cacau no país e provocou 

grandes impactos econômicos e sociais negativos para o país. Todavia, para 

contornar esta situação, o uso de técnicas de melhoramento genético das plantas 

por meio da clonagem, foi uma das alternativas encontradas para aumentar a 

produtividade.  

Contudo, para manter a produtividade dos clones de cacau, é fundamental 

que as condições do solo estejam adequadas para propiciar o desenvolvimento da 

planta. Para isso, o uso de insumos agrícolas, como fertilizantes fosfatados, é 

fundamental para manter ou mesmo ampliar o potencial produtivo. Estudos 

realizados para avaliar a fertilidade dos solos onde se cultivam cacau na Bahia, 

demonstraram a existência de baixo teor de P disponível, mesmo nos solos 

considerados altamente produtivos para a cacauicultura (SILVA et al.,1967), 

fazendo-se necessário o uso de fertilizantes fosfatados. Por outro lado, alguns 

estudos têm relatado que o uso crescente de fertilizantes químicos, tem sido um dos 

principais meio de contaminação do solo por metais pesados, principalmente de Pb 

e Cd (MCLAUGHLIN; SINGH, 1999). 

http://www.infoescola.com/biologia/classe-basidiomycetes-basidiomicetos/
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 Os fertilizantes fosfatados, utilizados como fonte de P na agricultura, são 

oriundos de rochas fosfáticas, e estas, por sua vez, apresentam, naturalmente, 

teores de vários metais pesados em sua composição, a exemplo de Pb 

(GONÇALVES, 2009). Em muitos solos agrícolas, o Pb pode se acumular em 

concentrações superiores ao dobro das encontradas em áreas com vegetação 

nativa, devido ao uso repetitivo e em excesso dos fertilizantes químicos 

(MARCHIORI JR., 2003). Em trabalho realizado com Zea mays foi relatado que o 

aumento das doses dos fertilizantes fosfatados proporcionou maior incremento na 

concentração de Pb na parte aérea das plantas (ERIBERTO et al., 2009).  

 

2.2.  Contaminação por metais  

 

Entre os vários fatores que contribuem para a poluição do meio ambiente, o 

uso crescente de metais pesados pelo homem tem sido motivo de preocupação para 

os seres vivos. Os metais pesados, grupo de elementos com densidade atômica 

maior que 5 g cm-3, são constituintes naturais da litosfera, cujos ciclos geoquímicos e 

bioquímicos foram drasticamente alterados pela atividade humana (SEBASTIANI et 

al., 2004).  

A contaminação do solo, cursos de água, lençol freático e ar atmosférico por 

metais pesados ocorre, geralmente, por ações antrópicas, devido (i) ao crescente 

emprego  de inseticidas e fertilizantes na agricultura, principalmente os fosfatados 

(KRAMER, 2010); (ii) a mineração; (iii) e ao  aumento  das  atividades  industriais, 

em diversos setores como papel e celulose, petroquímica, produtos químicos, 

produção de aço, metais não-ferrosos, peças de reposição de veículos, vidro 

simples, pigmentos, entre outros ( MALAVOLTA,  1994). Além disso, a poluição por 

metais pesados normalmente coincide com o aumento da industrialização numa 

determinada região, e torna-se mais grave quando não existem normas ambientais 

adequadas quanto o uso do metal (ALMEIDA et al., 2007).  

Dentre as 275 substâncias orgânicas e inorgânicas consideradas perigosas 

mencionadas pela Agency for Toxic Substances and Disease Registered (ATS-DR, 

2006), o Pb se encontra presente em segundo lugar. O Pb tem sido destacado como 

um dos maiores poluentes tanto de ecossistemas terrestres quanto aquáticos, sendo 

considerado um importante poluente ambiental. Este elemento metálico não possui 
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nenhuma função biológica, mas é altamente tóxico para seres humanos, animais e 

plantas (ALMEIDA et al., 2007). Nos seres humanos, a exposição ao Pb pode gerar 

distúrbios no sistema nervoso central e gastrointestinais, além de alterar a pressão 

arterial e causar danos no fígado e no sistema renal (ATS-DR, 2006). Nas plantas, o 

Pb pode induzir, direta ou indiretamente, várias características morfológicas, 

fisiológicas, bioquímicas, moleculares e disfunções  como a diminuição na 

germinação de sementes de plantas, crescimento, produção de clorofila (GUPTA et 

al., 2009).  

O Pb é um elemento químico, não essencial, de número atômico 82 e massa 

atômica igual a 207,2 u.m.a, pertencente ao grupo 14 da classificação periódica dos 

elementos químicos. A solubilidade de Pb e de seus compostos em água é bastante 

variável, sendo os óxido e sulfato de Pb considerados praticamente  insolúveis,  

embora,  o  cloreto,  o  nitrato  e  o  acetato  de  Pb  sejam  razoavelmente solúveis 

(WHO, 1989). A galena (sulfeto de Pb) é o mais importante dos minérios que contem  

Pb. Além de processos naturais de intemperismo, as  principais fontes de poluição 

por Pb são gases de escapamento de automóveis, chaminés de fábricas que 

utilizam Pb, efluentes do armazenamento da bateria, a indústria de mineração e 

fundição de minérios de Pb, metal de revestimento e acabamento, fertilizantes, 

pesticidas e aditivos em pigmentos e gasolina (EICK et al., 1999). Dentre os 

fertilizantes que adicionam metais pesados ao solo, destacam-se os fosfatados, 

utilizados como fonte de P, os quais são obtidos das rochas fosfatadas e 

apresentam composições variáveis de Pb e outro metais, dependendo da rocha de 

origem (MCLAUGLIN; SINGH, 1999). Devido ao uso intensivo e em excesso dos 

fertilizantes químicos, o Pb pode se acumular em altas concentrações no solo e 

permanecer em formas biodisponíveis e,ou bioacessíveis por muitos anos 

(ALLOWAY, 1995).  

Normalmente, o Pb se acumula nas camadas superficiais do solo e sua 

disponibilidade depende das condições do solo. O Pb pode se ligar à matéria 

orgânica no solo; fatores como o  tamanho de partícula do solo e a sua capacidade 

de troca catiônica, bem como o tipo de espécie vegetal existente, área de raízes 

superficiais, exsudatos de raízes, micorrização e taxa de transpiração podem afetar 

a disponibilidade e a absorção de Pb (DAVIES, 1995). Estudos têm relatado que em 

solos com pH entre 5,5 e 7,5 a solubilidade do Pb é controlada pelo  fosfato ou 
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precipitados de carbonato, e muito pouco está disponível para as plantas, mesmo 

que tenham a capacidade genética de acumulá-lo (BLAYOCK et al., 1997).  

 

2.2.1. Absorção e transporte de Pb em plantas 

 

Quando disponível no solo, e dependendo da sua concentração, o Pb é 

absorvido pela planta via sistema radicular e pode se acumular em vários tecidos e 

órgãos da planta (SAMARDAKIEWICZ; WOZNY, 2000; JARVIS; LEUNG, 2001). 

Todavia, a raiz dispõe de alguns mecanismos de restrição que, aliados às 

características de Pb, podem restringir sua entrada na planta. Quando em contato 

com a superfície radicular, o Pb se liga aos grupos carboxila da mucilagem e  

restringe a absorção de metais pelas raízes (SHARMA; DUBEY, 2005), 

estabelecendo, portanto, uma barreira importante a entrada de Pb. Porém, em altas 

concentrações de Pb, esta restrição atua parcialmente, e parte de Pb consegue 

entrar na raiz.  

A via de transporte predominante de Pb é a apoplástica (WIERZBICKA, 

1987), pois o Pb pode se ligar aos grupos carboxila dos ácidos galacturônicos e  

glucurônicos e aos polissacarídeos na parede celular (MARMIROLI, 2005),  sendo 

impedido, portanto, de ser transportado para dentro da célula. Esta imobilização do 

metal na parede celular, por sua vez, diminui o efeito toxico de Pb na célula. 

Entretanto, o Pb também pode atravessar a membrana, geralmente por meio dos 

canais de Ca,  se movendo de célula em célula, pela via  simplástica (SINGH et al., 

1997). Este modo de transporte permite facilmente que Pb seja translocado para a 

parte aérea da planta através do cilindro central; ao passo que pela via apoplástica, 

o Pb, ao chegar na endoderme, é impedido de alcançar as células do xilema 

(POLEC-PAWLAK, 2007), pois as estrias de Caspary, presente nas células da 

endoderme, atuam como uma barreira seletiva, favorecendo ou impedindo a entrada 

e saída de  íons para cilindro central da planta. A  eficiência na seletividade da 

endoderme já foi demonstada em vários outros trabalhos, com plantas de Oryza 

sativa, Pisum sativum e Cucumis sativus, onde foram encontradas maiores  

concentrações de Pb nas raízes em relação a parte aérea (SEREGIN et al., 2004; 

MELECKA et al., 2008; GONÇALVES et al., 2009).  
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As concentrações mais elevadas de Pb em raízes causam lesões celulares e 

podem alterar a permeabilidade seletiva da endoderme (SEREGIN et al., 2004), 

modificando, portanto, a absorção e translocação de nutrientes minerais (SINHA et 

al., 2006). Essas alterações, por sua vez, desencadeiam uma série de mudanças no 

metabolismo da planta. 

 

2.2.2.  Toxicidade por Pb: alterações fisiológicas  e bioquímicas  

  

O Pb, quando disponível dentro das células, pode ser encontrado no 

citoplasma, retículo endoplasmático, cloroplastos, mitocôndrios, vacúolos e núcleo 

celular (JARVIS; LEUNG, 2001; SHARM; DUBEY 2005; SENGAR et al., 2009). O 

efeito tóxico deste metal  nas plantas pode resultar na alteração de vários processos 

fisiológicos, desde a inativação molecular de enzimas, bloqueando grupos funcionais 

de importantes rotas metabólicas; no deslocamento ou substituição de elementos 

minerais essenciais; na perturbação da integridade de membranas celulares e no 

aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) (SHAHID et al., 

2011; SENGAR et al., 2009). 

A concentração de vários elementos minerais essenciais às plantas pode ser 

reduzida na presença de Pb. Este elemento compete com outros cátions, como Ca, 

Mg, Cu, Fe e K (GOPAL, 2008), por sítios de ligação para o seu transporte para 

dentro da planta Com isso, algumas enzimas que requerem a presença de  minerais 

essenciais como cofatores, tais como K, P, Ca, Mg, Mn, Cu, Zn e Fe, para serem 

ativadas, podem ser inibidas devido à sua falta. Além disso, a biossíntese de 

clorofila pode ser também prejudicada, devido a alteração na absorção de Mg e Fe 

(BURZYNSKI, 1985). YANG et al. (2004) relataram que Pb inibe o transporte  de  

íons  da  membrana  plasmática  em plantas.  

Verificara-se também que o Pb  afeta  a  atividade  de  várias  enzimas  de 

diferentes rotas metabólicas, as ativando ou inibindo ( GUPTA et al., 2009;  ANJUM 

et al., 2012). Este elemento metálico pode se ligar facilmente às enzimas e proteínas 

que possuem grupos sulfidrílicos, devido à forte atração que o Pb possui com este 

grupo, inibindo a atividade das mesmas (SHARMA; DUBEY, 2005). Em trabalho 

realizado com plântulas de Zea mays, expostas a diferentes concentrações de Pb, 
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foi relatado um decréscimo na  atividade da desidrogenase do ácido ŭ-

aminolevulínico, a qual  desempenha um papel fundamental na regulação da 

biossíntese de clorofila em plantas superiores (GUPTA et al., 2009).  

A fitotoxidade de Pb induz a produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROS) na célula, tais como radical superóxido (O2
-), hidroxila (OH), oxigênio singlet  

(1
O2) e  peróxido  de  hidrogênio  (H2O2) (GRATÃO  et  al.,  2008). EROS, por serem 

instáveis, reagem rapidamente com outras moléculas, desencadeando reações 

peroxidativas que causa danos significativos às membranas e a outras 

macromoléculas essenciais, tais como os  pigmentos,  proteínas,   ácidos  nucléicos  

e   lipídios   (YANG et al., 2010; NIKI, 2009; DRAZKIEWICZ et al., 2004; TEWARI et 

al., 2002).  Injúria causada por EROS é conhecida como estresse oxidativo, o qual é 

um dos principais fatores prejudiciais às plantas expostas ao estresse por metal. 

Muitos estudos têm relacionado Pb ao estresse oxidativo, principalmente à 

peroxidação  de  lipídios (ROSSATO, 2010; VERMA; DUBEY,  2003). A peroxidação 

lipídica causa danos à estrutura e funcionamento das membranas biológicas, 

alterando a sua fluidez, inativando receptores e enzimas da membrana e 

aumentando a sua permeabilidade (NIKI, 2009). Malondialdeido (MDA) é um dos 

produtos da peroxidação lipídica e um indicador de estresse oxidativo em plantas 

expostas a condições de estresse (YAMAMOTO et al., 2001). Estudos têm relatado 

o aumento do conteúdo de MDA em raízes de Kandelia candel expostas a vários 

metais pesados (ZHANG et al., 2007), em plantas tratadas com Cd (METWALLY et 

al., 2003) e em plantas de Pluchea sagittalis expostas ao Pb (ROSSATO, 2010).  

Por outro lado, em nível celular, o cloroplasto é o orgânulo mais 

sensivelmente danificado por EROS, pois na sua presença os elétrons escapam do 

sistema fotossintético de transferência de elétrons e reagem com os EROS 

(BERTRAND; POIRIER, 2005). Este fenômeno pode diminuir as taxas fotossintéticas 

e, consequentemente, o crescimento das plantas. Entretanto, as plantas possuem 

capacidade para lidar com o estresse oxidativo, por meio da eliminação de EROS, 

utilizando-se o metabolismo antioxidativo (XIAO  et  al., 2008).  

 

2.2.3. Mecanismos de defesa enzimáticos e não enzimáticos 
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As plantas dispõem de um eficiente mecanismo de defesa antioxidante 

formado por componentes enzimáticos e não enzimáticos, o qual é responsável por 

manter sob controle a produção de  EROs, evitando  os  efeitos tóxicos de agentes 

tal como o Pb. Algumas das enzimas antioxidantes que atuam na eliminação de 

EROS são a dismutase do superóxido, catalase, peroxidase do guaiacol, peroxidase 

do ascorbato e redutase da glutationa (XIAO  et  al., 2008). 

Dismutase do superóxido (SOD, EC 1.15.1.1) é uma enzima antioxidante 

chave, conhecida como a primeira enzima a atuar, pois dismuta o superóxido a 

peróxido de hidrogênio (H2O2). Existem diferentes isoenzimas de SOD, que são 

classificadas de acordo com seu cofator (metal) e sua localização em distintos 

compartimentos celulares, tais como: Fe-SOD (localizada no cloroplasto), Mn-SOD 

(localizada nos mitocôndrios e peroxissomos) e Cu-Zn-SOD (localizada nos 

peroxissomos, cloroplastos, citosol e, possivelmente, nos espaços extracelulares) 

(ALSCHER  et  al.,  2002). 

O aumento da concentração de H2O2, devido à dismutação do superóxido 

pela SOD, que também é altamente tóxico para célula, deve ser desintoxificado pela 

catalase e,ou  peroxidases, as quais atuam dismutando o H2O2 e formando H2O e O-

2. Trabalhos recentes têm demonstrado que o  Pb  pode induzir  à  expressão  de  

genes  codificadores  das  enzimas  redutase da glutationa, peroxidases  e  

dismutase do superóxido,  além  de alterar  a  atividade das mesmas (MALECKA  et  

al.,  2001;  VERMA; DUBY,  2003;  BRUNET  et  al.,  2009). 

As enzimas peroxidases do ascorbato (APXs) são consideradas como 

importantes antioxidantes, principalmente em plantas expostas a metais pesados, 

(ARAVIND; PRASAD, 2005; ANJUM  et  al.,  2010), pois além de  reduzirem  o  H2O2  

a  H2O + O2, usando  o ascorbato (AsA) como doador de elétrons,  as  APXs  são  

enzimas chave  no  ciclo  da  glutationa ï ascorbato; onde o ascorbato é reciclado 

usando a glutationa reduzida (GSH) como doadora de elétrons. Neste processo, a 

glutationa oxidada (GSSG) é convertida a glutationa reduzida pela enzima redutase 

da glutationa (GR) (NOCTOR; FOYER, 1998). A via ascorbato-glutationa (AsA-GSH) 

é de fundamental importância para a eficiente remoção  de EROS e para a 

manutenção da homeostase celular em plantas sob condições de estresse.  

Entre os tióis de baixo peso molecular, a glutationa (GSH) é o mais abundante 

encontrado na célula de eucariontes (ANJUM, 2012). Trata-se de um peptídeo 
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contendo três aminoácidos (Glu-Cys-Gly), cuja síntese é catalisada por duas 

enzimas dependente de ATP, a sintetase da ד- glutamilcisteina (GSH1) e a sintetase 

da glutationa (GSH2). Em condições fisiológicas normais, a glutationa é envolvida 

numa multiplicidade de processos celulares em plantas, incluindo a defesa contra 

EROS (FOYER; NOCTOR, 2005; RAUSCH, 2005). Além disso, a glutationa é a 

precursora da síntese de fitoquelatina, crucial para a desintoxicação de metais 

pesados (FREEMAN et al., 2004). Gupta et al. (2010) relataram aumento do nível de 

GSH com o incremento de Pb em raízes das plantas de Sedun alfredii. A GSH já foi 

detectada em todos os compartimentos da célula, como citosol, cloroplasto, retículo 

endoplasmático, vacúolo e mitocôndrios. 

Existem várias enzimas que participam do metabolismo da glutationa, as 

quais, direta ou indiretamente, desempenham papéis cruciais na remoção do 

excesso de EROS, como a peroxidase da glutationa (GPXs) e a glutationa-S 

transferase (sulfo ou GSH-S-transferase, GSTs) (MITTLER, 2002; YAN et al., 2008). 

A glutationa-S-transferase pertence a uma família de enzimas multifuncionais, que 

atuam, principalmente, como proteínas solúveis citoplasmáticas (SHEEHAN et al., 

2001), embora alguns estudos já relataram a sua ocorrência em níveis  nuclear e 

apoplástico (FLURY et al.,1996; FROVA 2003). Esta enzima catalisa a remoção de 

peróxidos lipídicos e também a conjugação de GSH com uma ampla gama de 

metabólitos xenobióticos e metais pesados, onde os conjugados são depois 

transportados para os vacúolos (FROVA, 2003). Adamis et al. (2004) demonstraram 

a formação de complexo de GSH-Cd, reduzindo a disponibilidade de Cd na célula. 

Fitoquelatinas (PCs) são pequenos tióis (SH) constituídos por peptídeos (c-

Glu-Cys) n-Gly, considerados como importantes agentes quelantes, devido à 

capacidade de se ligarem aos metais. As fitoquelatinas estão presentes não 

somente em plantas, mas também em fungos, algas e outros organismos 

(PIECHALAK et al., 2002). Estes peptídeos são sintetizados enzimaticamente pela 

sintase da fitoquelatina (PCs, EC 2.3.2.15), usando a glutationa ou os seus 

homólogos como substrato, cuja ativação é realizada por vários metais pesados, 

incluindo Pb (ZENK, 1996; YADAV, 2010). As PCs formam um complexo com 

metais, transportando-os, em seguida, para o vacúolo celular (SAL; RAUSER, 1995), 

diminuindo, portanto, os efeitos deletérios dos metais pesados em plantas. 
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A biossíntese de PCs tem sido estudada em plantas noduladas, como 

Japonicus lotus, onde foi constatado os seus papéis na regulação de metais 

pesados e da GSH intracelular (RAMOS et al., 2008).  Além disso, ao purificar 

parcialmente as PCs, usando cromatografia de exclusão por tamanho, acoplado com 

detector molecular UV e com elementar ICP-MS, em duas espécies vegetais, 

verificou-se a presença de complexos de Pb com PCs (ZAIER et al., 2010).  

Têm-se realizados alguns estudos, utilizando técnicas de manipulação 

genética, relacionando genes da síntese de fitoquelatinas e de glutationa em 

plantas, para analisar a tolerância de plantas a vários metais pesados (YADAV, 

2010). A superexpressão destes genes, em diversas espécies vegetais, tem 

contribuído para uma maior compreensão da tolerância e acúmulo de metais 

pesados em plantas. Em estudos com a espécie Ceratophyllum demersum, exposta 

a diferentes doses de Pb, realizados para avaliar a sua tolerância ao metal,  

observou-se  que PCs foram sintetizadas em níveis significativos, após exposição ao 

Pb, concomitantemente com  a diminuição do nível de GSHs (MISHRA et al., 2006).  

O uso de técnicas para análise de expressão e,ou acúmulo diferenciado de 

proteínas do estresse têm sido bem exploradas atualmente. No caso do estresse por 

metais pesados, muitas proteínas envolvidas em vias específicas de destoxificação 

e,ou na proteção e reparação de vias metabólicas, particularmente vulneráveis a 

danos induzidos por metais, têm sido relatadas por vários autores (BONA et al., 

2007; KIEFFER et al., 2008; WALLIWALAGEDARA et al., 2010). 

 

2.2.4. Toxicidade por Pb: alterações morfológicas e ultraestruturais  

 

Estudos ultraestruturais revelaram que quantidades variáveis de depósitos de 

Pb estão presentes, principalmente, no espaço intercelular, parede celular e 

vacúolos (WIERZBICKA, 1999; ANTOSIEWICZ, 1995; SHARMA; DUBEY, 2005; 

ALMEIDA et al., 2007). A parede celular e vacúolos, em conjunto, representam cerca 

de 96% de Pb absorvido (WIERZBICKA; 1999; ANTOSIEWICZ, 1995). Uma 

pequena quantidade de Pb pode ser encontrada nos núcleos, cloroplastos e 

mitocôndrios (AUSTIN et al., 2006) e exerce seus efeitos tóxicos nestes organelos. 

As folhas das plantas apresentam sintomas evidentes de toxicidade por Pb, através 

da redução do seu número, comprimento, largura e espessura dos parênquimas 
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paliçádico e esponjoso; bem como por alterações na forma, número e tamanho dos 

estômatos e por mudanças em pigmentos fotossintéticos (CENKC et al., 2010).  

A fotossíntese, por sua vez, é considerada como um dos processos 

metabólicos mais sensíveis ao estresse por Pb (BERTRAND; POIRIER, 2005). 

Vários estudos têm relatado a inibição da fotossíntese nas plantas cultivadas em 

diferentes concentrações de Pb (BERTRAND; POIRIER, 2005; LOGAN et al., 2006; 

GRATÃO et al., 2009; HU et al., 2012). A redução na taxa fotossintética, induzida 

por Pb, pode ser devida às distorções nas membranas tilacóides e às 

desorganizações do grana dos cloroplastos, à diminuição dos espaços intercelulares 

e das células do mesofilo foliar, ao aumento no número de plastoglóbulos e 

peroxissomos (SANDALIO  et  al.,  2001;  GRATÃO et al., 2009),  ao fechamento 

estomático, às  alterações nos metabolitos da fotossíntese e à substituição de 

elementos minerais como Mg, Mn e Fe (GOPAL, 2008). 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

3. Materiais e Métodos 
 



17 

 

  3.1. Material vegetal e condições de cultivo 

 

O experimento foi conduzido na casa de vegetação e no Laboratório de 

Fisiologia Vegetal da Universidade Estadual de Santa Cruz ï UESC. Foram 

utilizadas duas progênies de cacau (CCN-10 x SCA-6 e Catongo), contrastantes 

para a tolerância a metal pesado [SCA-6 (autoincompatível) e CCN-10 

(autocompatível) tolerantes e Catongo (autocompatível) intolerante] (Figura 1 A e 

B), as quais foram obtidas a partir de polinização controlada de flores oriundas de 

cacaueiros com 5 a 10 anos de idade, pertencentes ao Banco Ativo de 

Germoplasma de Cacau do Centro de Pesquisas do Cacau (CEPEC), da 

Comissão Executiva do plano da Lavoura Cacaueira (CEPLAC).  

Após a maturação e coleta dos frutos (cerca de seis a sete meses após a 

antese), procedeu-se a retirada das sementes. Em seguida, fez-se a eliminação 

da mucilagem/polpa, utilizando pó de serra, e do tegumento que envolve as 

sementes (Figura 2 A). Logo após, as sementes foram embebidas em soluções 

com concentrações crescentes de Pb (0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4  e 0,8 g L-1), na forma 

de PbNO3 ( Figura 2 B), durante 24 h, visto que a partir deste período já havia 

esgotado todo o oxigênio molecular dissolvido em solução, detectado por um 

eletrodo de oxigênio (dados não mostrados); e poderia se iniciar o processo de 

fermentação (respiração anaeróbica) das sementes, o que comprometeria o 

processo de germinação.  

Logo após o período de embebição, as sementes, já em processo de 

germinação, foram transferidas para tubetes plásticos cônicos pretos de 235 cm3, 

contendo substrato orgânico (casca de Pinus triturada + fibra de coco na 

proporção de 1:1), enriquecido com macro e micronutrientes minerais (Figura 3 A, 

B e C). Aproximadamente sete dias após a semeadura, iniciou-se a emergência 

das plântulas. A partir do 30 dia após a emergência (DAE), iniciaram-se as 

adubações em cobertura, usando fosfato mono-amônio (MAP), KNO3 e ureia, em 

intervalos semanais até a coleta das plântulas, que ocorreu ao 60 DAE, momento 

em que já havia ocorrido a queda de todos os cotilédones das plântulas. 
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Figura 1 ï Genótipos de T. cacao do Banco Ativo de Germoplasma de Cacau 
do CEPEC/CEPLAC, utilizados para realizar a autopolinização de 
óCatongoô (A) e o cruzamento entre os genótipos CCN-10 e SCA-6 
(B). 
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Figura 2 - (A) Remoção do tegumento das sementes de duas progênies de T. 
cacao (`Catongo` e CCN-10 x SCA-6). (B) Sementes embebidas 
em solução contendo diferentes concentrações de Pb (controle, 
0,05; 0,1; 0,2; 0,4 e 0,8 g Pb L-1). 
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Figura 3 ï Vista parcial do experimento, após a embebição das sementes, em 

solução contendo diferentes doses de Pb, germinação e crescimento 
das plântulas de duas progênies de T. cacao (óCatongoô e CCN-10 x 
SCA-6). (A) 1o dia; (B) 15o dia e (C) 60o dia. 
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3.2. Microscopia Fotônica 

 

Para análise da morfologia foliar das duas progênies de cacau, submetidos a 

diferentes concentrações de Pb (controle, 0,2 e 0,8 g Pb L-1), foram cortadas 

amostras do limbo, na região mediana de folhas maduras das progênies, para a 

realização de cortes anatômicos transversais. As amostras foram fixadas em 

glutaraldeído a 3% e em tampão cacodilato de sódio a 0,1M, pH 6,8. Depois, as 

amostras foram desidratadas em série butanólica (50, 70, 80, 90 e 100%), 1 h em 

cada concentração alcoólica e, posteriormente, foi feito os processos de pré-

infiltração e infiltração com parafina. Após a infiltração, foram realizados os cortes 

finos com 7 ɛm de espessura, utilizando micrótomo rotativo Leica RM 2145. Em 

seguida, os cortes foram montados em lâminas de vidro com lamínula, seguido da 

coloração com safranina e azul de Astra a 1%. As análises dos cortes transversais 

foram feitas em microscópio óptico e a documentação dos resultados obtidos em 

fotomicroscópio Olympus BX40. A espessura da lâmina foliar, da epiderme nas 

faces abaxial e adaxial, e dos parênquimas paliçádico e lacunoso, foram calculadas 

com auxílio do programa computacional Anati Quant, versão 2.0, disponibilizado 

pela Universidade Federal de Viçosa (UFV).  

 

3.3. Análise ultraestrutural de orgânulos celulares de raízes e folhas 
em microscópio eletrônico de transmissão (MET) 

 

Amostras de raiz e folhas de plântulas das duas progênies de T. cacao, 

submetidas a diferentes concentrações de Pb (controle, 0,2 e 0,8 g Pb L-1), foram 

coletadas e fixadas em glutaraldeído a 2,5%, em tampão cacodilato de sódio a 0,1M, 

pH 6,8, durante 4 h. Em seguida, as amostras foram submetidas a seis lavagens (10 

min cada) em tampão cacodilato de sódio a 0,1 M, pH 7,2, e pós-fixadas em 

tetróxido de ósmio a 1%, preparado no mesmo tampão, durante 2 h a 4°C. 

Posteriormente, as amostras foram desidratadas em uma mistura crescente de série 

etanólica (30, 50, 70, 80 e 90%), seguido de duas lavagens em etanol a 100%. Logo 

após, as amostras foram embebidas em mistura de etanol a 100% e resina LR White 

(Sigma), nas proporções 3:1 (2 h), 1:1 (2 h), 1:3 (durante a noite), seguido de duas 

mudanças de resina LR White pura, a cada 4 h, sempre sob agitação lenta. 
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Posteriormente, as amostras foram colocadas em cápsulas de gelatina e cobertas 

com resina LR White pura. A polimerização da resina foi completada em 24 h a 

60°C. Os cortes ultrafinos (60-70 nm) foram realizados com faca de diamante, 

utilizando um ultramicrótomo (modelo EM FC6 Leica Microsystems).  Em seguida, os 

cortes foram depositados em grades de cobre, contrastados com acetato de uranila 

em solução aquosa por 25 min, e com citrato de chumbo por 30 min (REYNOLDS, 

1963). Posteriormente, foram observados em microscópio eletrônico de transmissão 

MORGANI ( FEI Company), no Centro de Microscopia Eletrônica (CME) da UESC. 

 

3.4. Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

 

             A extração de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) foi 

realizada segundo o protocolo descrito por Heath e Paker (1968). Aproximadamente 

0,02 g das amostras liofilizadas de folhas e raízes foram trituradas em ácido 

tricloroacético (TCA) a 0,1% e homogeneizadas em 2 mL de solução aquosa de TCA 

a 0,1%. Os extratos obtidos foram centrifugados durante 6 min a 10.000 x g  a 4°C. 

A partir do sobrenadante foram pipetados 0,5 mL de extrato em tubos para a reação. 

Nos tubos de reação foram adicionados 1,5 mL de ácido tiobarbitúrico a 0,5% (TBA) 

em TCA a 20%. Aos tubos do branco foram adicionados 1,5 mL de TCA a 20%. Os 

tubos permaneceram em banho Maria a 95°C durante 30 min e, em seguida, as 

reações foram paralisadas imediatamente em gelo. Após o resfriamento, o conteúdo 

foi centrifugado durante 6 min a 10.000 x g. Logo após, a concentração de TBARS 

acumulada foi determinada por meio de leitura das absorbâncias das reações a 532 

nm. 

 

3.5. Peroxidase do guaiacol 

 

Para análise da atividade da enzima peroxidase do guaiacol (POD), raízes e 

folhas de plântulas de T. cacao, de ambas as progênies submetidas aos tratamentos 

com diferentes concentrações de Pb (0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,4  e 0,8 g L-1), foram 

coletadas 60 DAE, congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas em ultrafreezer 

a -80ºC até o momento da liofilização. Posteriormente, foram macerados 

aproximadamente 200 mg de tecido liofilizado de cada amostra foliar em nitrogênio 
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líquido. Logo após, foi adicionado tampão fosfato (50 mmol L-1, pH 6,0) na proporção 

4:1 (tampão: biomassa seca). Em seguida, cada amostra foi sonicada no Ultrasonic 

processor Gex 130, 130 W, em gelo até o rompimento total dos tecidos, com pulsos 

de 8 s, a intervalos de 10 s e amplitude de 70%, repetindo o procedimento com uma 

amplitude de 80%. Logo após, as amostras foram centrifugadas por 5 min a 10.000 x 

g. Imediatamente após, coletou-se uma alíquota de 200 µL da fase aquosa, que foi 

diluída em 800 µL de tampão fosfato (50 mmol L-1, pH 6,0) e armazenada, 

temporariamente, em gelo. 

Para o ensaio enzimático, foi utilizado microplacas de 96 poços contendo 140 

µL de tampão de reação POD 2 x [40 mmol L-1 de guaiacol, H2O2 a 0,06% e fosfato 

de sódio (20 mmol L-1, pH 6.0)],139 µL de tampão fosfato (50 mmol L-1, pH 6,0) e 1 

µL de extrato enzimático, que foi previamente diluído. A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro de microplacas (VERSAmax). A atividade da peroxidase do 

guaiacol foi expressa com o aumento do consumo de guaiacol em µmol h-1 g -1 de 

matéria seca. A conversão dos dados obtidos em valores de absorvância a 470 nm 

min-1 g-1 de matéria seca, para o consumo de guaiacol em mmol h-1 g-1 de matéria 

seca, foi feita com o uso da equação y= 0,0189 + 0,1284 x (R2= 0,99), originada a 

partir da curva padrão para POD-guaiacol (REHEM et al., 2011). 

 

3.6.  Expressão gênica 

 

Foram coletadas raízes e folhas das plântulas aos 60 DAE de ambas as 

progênies de T. cacao avaliadas. Imediatamente após a coleta, as amostras foram 

colocadas em nitrogênio líquido e armazenadas em ultrafreezer a -80 °C e depois 

liofilizadas. O RNA foi extraído a partir de folhas e raízes em três diferentes 

tratamentos (controle, 0,2 e 0,8 g Pb L-1) com RNAqueous kit (Ambion ®). Em 

seguida, a pureza e a integridade do RNA foram testadas por eletroforese em gel de 

agarose a 1%. As amostras de RNA foram utilizadas para a síntese do cDNA 

usando Revertaid H-Minus Transcriptase Reversa (Fermentas), de acordo com as 

instruções do fabricante. As reações foram incubadas a 65°C por 5 min, 37°C por 5 

min, 42°C por 60 min e 70°C por 10 min.  

O PCR em tempo real quantitativo relativo (qPCR) foi realizado em um 

termociclador ñReal Time PCRò (Applied Biosystems, modelo 7500), usando 
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sequência de detecção (fluoróforo) não específica, SYBR Green I (Roche). A 

abundância de transcritos foi analisada por meio de primers específicos, conforme a 

Tabela 1, dos genes que codificam para as enzimas sintetase da glutationa, sintase 

de fitoquelatina, peroxidase do guaiacol e dismutase do superóxido, desenhados a 

partir da análise das sequências de genes conhecidas da biblioteca de T. cacao, 

(http://cocoagendb.cirad.fr). Para testar a qualidade desses primers, a especificidade 

e a identidade dos produtos da transcrição reversa, os produtos da RT-PCR, foram 

monitorados após cada PCR por uma curva de análise de produtos da reação, 

capaz de distinguir produtos de PCR gene-específico daqueles não-específico.  

A mistura de reação consistiu em: molde de cDNA (500 ng), 0,5 uM de cada 

iniciador, e 10 µL fluoróforo SYBR Green I (Fermentas) num volume de reação final 

de 20 µL. A temperatura dos produtos de PCR foi elevada de 55 para 99°C a uma 

taxa de 1°C/5s, e os dados resultantes foram analisados utilizando o software 

LightCycler. Apenas uma única banda com um ponto de fusão característico foi 

observada para cada amostra, indicando que a qPCR produziu um produto 

específico de iniciadores utilizados. Valores para o Ciclo Threshold (CT) foram 

determinados utilizando o software LightCycler. Números da expressão relativa de 

genes foram como uma porcentagem das progênies controle, utilizando o método 2-

ȹȹCt (Livak; Schmittgen, 2001) e ɓ-Tubulina como controle endógeno, a fim de 

detectar alterações na abundância de transcritos (Tabela 1).  Todas as reações 

foram preparadas em triplicata e realizadas duas vezes. Para cada tratamento, três 

réplicas biológicas foram utilizadas para cada avaliação. 
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Tabela 1 - Pares de primers gene-específicos que foram utilizados nas análises de 

qRT-PCR. 

 

Gene Primer 

 PCs        Forward; 5ô-  TTCAGGCACGGTAATTAGTAATGG -3ô 

Reverse; 5ô- GGATGCATGCCACAACAATTAT -3ô 

Cu-Zn SODCyt Forward; 5ô GATGATGGCTGTGTGAGTTTCTCT 3ô 

Reverse; 5ô CAACAACAGCTCTTCCAATAATTGA 3ô 

PER Forward; 5ô CAGGTGTCGTGGGATCAAGA 3ô 

Reverse; 5ô TGGAAAAACTACGCCAAATATGC 3ô 

ɓ -Tubulina Forward; 5ô-TGCAACCATGAGTGGTGTTCA- 3ô  
Reverse; 5ô-CAGACGAGGGAAGGGAATGA- 3ô 

 

 

3.7. Nutrientes minerais  

 

Os teores de macro e micronutrientes minerais, bem como o teor de Pb, 

foram determinados na matéria seca das diferentes partes das plântulas (raiz, caule 

e folha) de ambas as progênies de T. cacao avaliadas, submetidas às diferentes 

concentrações de Pb via seminal. Os diferentes órgãos das plantas de ambas as 

progênies foram lavados em água de torneira (1x), HCl a 3% (1x) e água destilada 

(2x). Para a obtenção da biomassa seca, os diferentes órgãos foram armazenados 

em sacos de papel e colocados numa estufa com temperatura de 75 °C por 72 h. As 

amostras secas foram trituradas em um moinho tipo Wiley e analisadas 

quimicamente, após a digestão ácida em bloco digestor, usando ácido nítrico e 

peróxido de hidrogênio (30%) na proporção de 1:1. As concentrações de Cu, Fe, Mn, 

Zn, Mg, K, Ca e Pb foram analisadas na biomassa seca de raízes, caules e folhas, 

usando  a técnica de espectrometria de  emissão  óptica por plasma indutivamente 

acoplado (ICP OES), Modelo Varian 710-ES, de acordo com a metodologia descrita 

por Anuciação et al. (2011). 
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3.8. Análise proteômica  

 

3.8.1. Extração de proteínas 

 

As proteínas totais de raízes de plântulas de duas progênies de T. cacao 

(CCN-10 x SCA-6 e Catongo), oriundas de sementes germinadas em concentração 

elevada de Pb (0,8 g L-1) e na ausência de Pb (controle), foram obtidas por extração 

com fenol, seguida por precipitação com acetato de amônio a 0,1 M em metanol, 

como descrito por Pirovani et al. (2008) e adaptado para raízes. Inicialmente, foi 

macerado 1,0 g de biomassa liofilizada de raízes, usando nitrogênio líquido, com 

almofariz e pistilo. Em seguida, foi adicionado à amostra polivinilpolipirrolidona (PVP) 

a 7% p/p, resuspensa em 10 mL de TCA a 10% em acetona (a frio) e 0,07% de 2-

mercaptoetanol. Logo após, foi sonicada em gelo (três pulsos de 5 s, amplitude de 

70%, em intervalos de 10 s) no ultraprocessador (Gex 130, 130 W). Este processo 

foi repetido quatro vezes em intervalos de 10 min. Posteriormente, a mistura foi 

incubada durante a noite, a -20 °C, para a precipitação completa das proteínas. Em 

seguida, foi centrifugada a 10.000 x g a 4°C, durante 10 min. O sobrenadante foi 

retirado e o sedimento lavado três vezes com o mesmo volume de acetona fria e 2-

mercaptoetanol a 0,07%. Logo após, o sedimento foi completamente resuspenso por 

sonicação em gelo (três pulsos de 5 s, amplitude de 70%, com intervalos de 10 s), e, 

em seguida, foi centrifugada a 10.000 x g, durante 10 min, a 4°C; e o pellet final foi 

seco a temperatura ambiente. Posteriormente, o pellet foi resuspenso em 10 mL de 

tampão de extração SDS denso [30% de sacarose, SDS a 2%, Tris-HCl (0,1 M e pH 

8,0) e  2-mercaptoetanol a 5%]. Em seguida, a amostra foi submetida a sonicação 

em gelo (quatro pulsos de 10 s, amplitude de 70%, com intervalos de 10 s), seguida 

da adição de 5 mL de fenol saturado, pH 8,0. Logo após, a amostra foi centrifugada 

a 10.000 x g a 4°C, durante 15 min. O sobrenadante foi então transferido para um 

tubo novo e armazenado em gelo. As proteínas foram extraída duas vezes com um 

volume de tampão de SDS denso e fenol. As fases de fenol, a partir dos três ciclos 

de extração, foram agrupadas e incubadas durante a noite a -20°C, com cinco 
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volumes de acetato de amônio a 0,1 M em metanol. O sedimento foi gerado por 

meio de centrifugação a 10.000 x g a 4°C, durante 20 min. Em seguida, as proteínas 

foram lavadas duas vezes com acetato de amônio a 0,1 M em metanol, duas vezes 

com acetona e uma vez com etanol a 80%. Durante cada ciclo de lavagem, a 

amostra foi centrifugada a 10.000 x g a 4°C, durante 5 min. Finalmente, os pellets 

foram secos à temperatura ambiente.  

 

3.8.2 . SDS-PAGE Bidimensional 

 

Para o gel bidimensional, a primeira  dimensão foi realizada num sistema 

Ettan IPGphor (GE Healthcare). A amostra de proteína (350 ng) foi aplicada em 250 

µL de solução de reidratação, juntamente com strip  tipo Immobiline DryStrip 

Reswelling (pH 3-10, GE Healthcare) de 13 cm, durante 12 h e, posteriormente, foi 

realizada a focalização no mesmo aparelho. Logo após, as strips foram 

armazenadas a -80°C até a análise de segunda dimensão. Antes de realizar  o gel 

SDS-PAGE, as strips foram incubadas durante 15 min em uma solução tampão de 

equilíbrio [uréia a 6 M, Tris-HCl (7,5 mM e pH 8,8), glicerol a 29,3%, SDS a 2% e 

azul de bromofenol a 0,002%] e com DTT a 1% (p/v), por um outro período de 15 

min, num tampão de equilíbrio com iodoacetamida a 2,5% (p/v). A segunda 

dimensão (SDS-PAGE) foi executada num sistema SE600 Ruby (GE Healthcare): 15 

mA, durante 45 min, 40 mA, durante 30 min, e 50 mA por gel, por 3 h, para cada 

strip, a uma temperatura constante de 11°C. O marcador de peso molecular  usado 

foi o GE Healthcare. Após a eletroforese, as proteínas foram coradas com 

Coomassie coloidal a 0,08% p/v de G-250 (Neuhoff et al., 1988). Os géis foram 

digitalizados via ImageScanner II (Amersham) e analisados utilizando o 

ImageMaster Platinum 2D 6,0 software (GE Healthcare). 

 

3.8.3 Análise de Espectrometria de Massas 

  

Os spots de proteínas selecionados foram excisados do gel bidimensional, 

equilibrados com acetonitrilo a 50%, contendo 25 mM de bicarbonato de amônio, 

para remover a mancha azul de Coomassie, e enxaguados com água destilada. 

Logo após, os géis excisados foram desidratados com acetonitrilo a 100%, secos em 
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vácuo, digeridos com 4 µL de tripsina Promega Gold (25 ng/mL), 40-50 µL 

bicarbonato de amônio (25 Mm), e incubados durante a noite a 37 °C. 

Posteriormente, os fragmentos trípticos foram eluídos a partir de gel de sílica com 

acetonitrilo a 50% e ácido fórmico a 5% (YIN et al., 2005). Os extratos foram secos 

sob vácuo até atingir um volume de 15 µL. A solução proteica digerida foi então 

fracionada numa coluna de permuta iônica. Mais tarde, os fluidos de digestão foram 

fracionados numa coluna de fase inversa C18, utilizando duas fases móveis: fase A, 

contendo H2O e ácido fórmico a 0,1%, e fase B, com acetonitrilo e ácido fórmico a 

0,1%. Para a separação do peptido, foi usado um gradiente linear de acetonitrilo a 5-

95%. Finalmente, os peptídeos eluídos foram diretamente introduzidos a um 

Espectrômetro de Massa Micromass Q-TOF Micro System (Waters, Manchester, 

Reino Unido) através da sua sonda de membrana electrospray. Os íons mais 

abundantes observados no espectro de MS foram automaticamente selecionados 

para dissociação induzida por colisão, usando o software Masslynx, gerando 

espectros MS/MS. Argônio gasoso foi usado para o peptido de colisão de 

dissociação induzida. Os espectros resultantes foram processados pelo algoritmo 

MaxEnt3 de software Masslynx ProteinLynx para gerar uma lista de massas que 

correspondem aos picos dos espectros obtidos na análise. A lista dos picos gerados 

por Proteinlynx 2,4 foi procurada em bancos de dados de genoma T. cacao e NCBI. 

Nesta pesquisa, foi utilizada a versão 2.1.0 do MASCOT (Matrix Science). A 

identificação foi realizada por Mass Fingerprint Peptide e sequenciado por meio de 

MS/MS. 

 

3.9. Análise estatística 

 
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 

cinco repetições de 50 sementes, em arranjo fatorial 2 x 6, composto de duas 

progênies de T. cacao (CCN-10 x SCA-6 e Catongo ) e seis concentrações de Pb (0; 

0,05; 0,1; 0,2; 0,4  e 0,8 g L-1). Foi realizada análise de variância (ANOVA), 

comparação de médias (intraprogênica x doses) pelo teste de Tukey (p<0,05) e 

comparação de médias (interprogênica) pelo teste-t (p<0,05). Além disso, foram 

efetuada análise de regressão para macro e micronutrientes minerais. 
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4. RESULTADOS 
 

4.1.  Anatomia foliar  

 
Ao analisar medições a espessura da epiderme nas faces adaxial (EAd), 

abaxial (EAb), dos parênquimas paliçádico (PP) e lacunoso (PL)  e da espessura do 

mesofilo (M)  das progênies de Catongo e de CCN-10 x SCA-6 constatou-se pouca 

alterações intraprogênie, entre o controle e as doses de 0,2 e 0,8 g L-1 de Pb, e  

maiores alterações interprogênie (Tabela 2). Na progênie de Catongo não houve 

diferenças significativas (p< 0,05) entre os tratamentos em relação às espessuras de 

EAd e EAb (Tabela 2). Porém, observou-se um aumento significativo (p< 0,05) na 

espessura de EAd  em Catongo  de 9% e 12% para plantas submetidas aos 

tratamentos de  0,2 e 0,8 mg L-1, respectivamente, quando comparado com a 

progênie  CCN-10 x SCA-6 . 

Observou-se que não houve alterações na espessura de PP com o 

incremento das doses de Pb para a progênie  CCN-10 x SCA-6. Em contrapartida, 

para a progênie de Catongo, houve diferença significativa (p< 0,05) entre os 

tratamentos em relação ao controle, com aumento de 19% e 9% na espessura de 

PP nas doses correspondentes a 0,2 e 0,8 g Pb L-1, respectivamente. Já entre as 

progênies, constatou-se diferenças significativas entre os controles e os demais 

tratamentos, com um incremento na espessura de PP para Catongo de 20%, 47% e 

48% para o controle, 0,2 e 0,8 g Pb L-1, respectivamente.  

Verificou-se, para o Catongo, um aumento significativo (p< 0,05) na espessura 

de PL de 36%, na dose de 0,2 g Pb L-1, em relação ao tratamento controle; ao passo 

que na dose de 0,8 g L-1 houve um pequeno aumento, porém não significativo (p< 

0,05) (Figura 3 B ). Por outro lado, para a progênie CCN-10 x SCA-6, observou-se 

uma diminuição na espessura de PL de 25% e 30%, respectivamente, nas doses de 

0,2 e 0,8 g Pb L-1 em relação ao controle. Entretanto, com relação às progênies, o 

Catongo apresentou um incremento na espessura de PL de 70% e 44%, nas doses 

de 0,2 g L-1 e 0,8 g Pb L-1, respectivamente, quando comparado com o CCN-10 x 

SCA-6 (Tabela 2). 
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Para o Catongo, houve um aumento significativo (p< 0,05) da EM apenas para 

o tratamento de 0,2 g Pb L-1, cujo incremento foi na ordem de 18% em relação ao 

controle. Entretanto, para a progênie CCN-10 x SCA-6, verificou-se diminuição da 

EM, na ordem de 15% e 18% em relação ao controle, para os tratamento de 0,2 e 

0,8 g Pb L-1, respectivamente. Ao comparar as duas progênies de T. cacao, 

constatou-se um aumento significativo (p< 0,05) da EM para o Catongo, 

correspondente a 36% e 40% nos tratamentos de 0,2 e 0,8 g Pb L-1, 

respectivamente (Tabela 2). 

 

 

Tabela 2 - Análise anatômica do mesofilo foliar de plântulas de progênies de T. 

cacao submetidas a doses crescentes de Pb, aplicadas via seminal, 60 dias após a 

emergência das plântulas. 

 

 

 Médias intraprogênies com as mesmas letras minúsculas não diferem entre si pelo teste de 

Tukey (p<0,05). A significância estatística interprogênie foi obtida pelo t-test. (*) p< 0,05; (**) 

p< 0,01; (***) p< 0,001; (ns) não significativo. Valores médios de três repetições (± EP). 

Epiderme adaxial (EAd), epiderme abaxial (EAb), parênquima paliçádico (PP), parênquima  

lacunoso (PL) e espessura do mesofilo (EM).   

 
 
 
  

Genótipo Pb (g. L
-1

) EAd (µm) EAb (µm) PP (µm) PL (µm) EM (µm)

Catongo Controle    21,8 ± 0,5 
a (ns)

12,1 ± 0,4 
a **

25,2 ± 1,0 
a ***

 42,3 ± 1,4 
a (ns)

  99,4 ± 1,7 
a (ns)

0,2  22,1 ± 0,5 
a ***  

  13,0 ± 0,2 
a (ns)

30,1 ± 1,6 
b ***

 57,6 ± 3,4 
 b ***

117,8 ± 4,2 
b ***

0,8 22,3 ± 0,5 
a **

  13,0 ± 0,3 
a (ns)

 27,7 ± 0,9 
ab ***

45,4 ± 2,0
 a ***

 99,3 ± 2,4
 a ***

Controle 22,7 ± 0,5
 b

13,6 ± 0,3 
a

20,3 ±  0,4 
a

44,4 ± 1,6 
b

102,0 ± 2,0 
b

0,2 20,3 ± 0,3 
a

13,4 ± 0,3 
a

20,4 ±  0,4 
a

33,7 ± 1,1
 a

86,8 ± 1,0 
a

0,8 19,8 ± 0,4 
a

13,2 ± 0,3 
a

18,7 ±  0,4 
b

 31,5 ± 0,6 
a

83,8 ± 1,9 
a

CCN-10 x 

SCA-6
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Figura 4 - Secção transversal do mesofilo foliar de plântulas de duas progênies de T. 
cacao.  Catongo controle (A); 0,2 g Pb  L-1    (B); e 0,8 g Pb  L-1 (C); e CCN-10 x SCA-
6  controle (D); 0,2 g Pb  L-1    (E); e 0,8 g Pb  L-1 (F),  aplicado via seminal, aos 60 
dias após a emergência das plântulas. As setas indicam células destruídas e 
espaços intercelulares.  Ead ï epiderme na face adaxial, Eab ï epiderme na face 
abaxial, PP ï parênquima paliçádico, PL ï parênquima lacunoso 
 
 
 
 

4.2. Análises ultraestruturais de células do mesofilo foliar e de raízes 

 

Houve mudanças nas ultraestruturas celulares do mesofilo foliar das 

progênies de Catongo e CCN-10 x SCA-6 submetidas à dose 0,8 g Pb L-1 via 

seminal (Figura 5 D-F; Figura 6  B e D). Observou-se, tanto para Catongo quanto 

para CCN-10 x SCA-6, depósitos eletrodensos entre as paredes celulares do 

mesofilo foliar, nas plantas submetidas à maior dose de Pb (0,8 g L-1) (Figura 5 D e 6 

D). Pôde-se verificar também desorganização das membranas tilacoidais nos 

cloroplastos das células do mesofilo foliar de Catongo, na dose correspondente a 0,8 

g Pb L-1 (Figura 5 E), cujos cloroplastos se apresentaram mal desenvolvidos. Além 

disso, nesta mesma dose de Pb, houve rompimento da membrana nuclear (Figura 5 

F).   
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Observou-se, também, na dose correspondente a 0,8 g Pb L-1, um incremento 

no número de grãos de amido nos cloroplastos das células do mesofilo foliar de 

óCatongoô, quando comparado ao controle (Figura 5E e B), ao passo que na 

progênie CCN-10 x SCA-6 houve um decréscimo (Figura 6B).  Na ausência de Pb 

(controle), as progênies Catongo e CCN-10 x SCA-6 apresentaram células do 

mesofilo foliar com aspecto normal, mantendo a integridade das membranas dos 

cloroplastos, mitocôndrios e do núcleo, sem evidências de alterações 

ultraestruturais. Os cloroplastos apresentaram formato alongado, com grãos de 

amido de diversos tamanhos e plastoglóbulos de formatos característicos (Figura 5 

A-D e 5 A e C).   
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.  

 
Figura 5 - Micrografias ultraestruturais de células do mesofilo foliar do genótipo 
Catongo controle (A), (B) e (C), e submetido a dose de 0,8 g Pb  L-1 (D), (E) e (F) 
aplicada via seminal, aos 60 dias após a emergência das plântulas.  am - amido; cl - 
cloroplasto; mi - mitocôndrio; p - plastoglóbulo;  t - tilacóide.  Barras: 1,0 µm;   
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Figura 6 - Micrografias ultraestruturais de células do mesofilo foliar do genótipo CCN-
10 x SCA-6 controle (A e C) e submetido a dose de 0,8 g Pb  L-1 (B e D) aplicada via 
seminal, aos 60 dias após a emergência das plântulas.  am - amido; cl - cloroplasto; 
p -  plastoglóbulo;  t - tilacóide; seta- deposição de compostos eletrodensos. Barras: 
1,0 µm;   

 

 
 

 

Por meio das análises ultraestruturais das células dos tecidos radiculares das 

progênies de Catongo e CCN-10 x SCA-6, observou-se, na ausência de Pb 

(controle), que ambas as progênies avaliadas apresentaram células com 

características ultraestruturais normais (Figuras 6 A e C e  7 A e C). Já nas plantas 

de ambas as progênies de T. cacao, submetidas à dose de 0,8 g Pb L-1, verificou-se 

a presença de depósitos eletrodensos no interior das células do xilema (Figura 6B e 

D). Em contrapartida, na progênie derivada do cruzamento entre CCN-10 x SCA-6 

houve alterações nos mitocôndrios e rompimento da membrana nuclear (Figura 7 B 

e D). 
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