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Os sonhos ndo determinam o lugar onde vocés
vao chegar, mas produzem a forca necesséria

para tird-los do lugar em que vocés estéo.

Augusto Cury



RESUMO

Objetivou-se, com este trabalho, avaliar o poténgiara a
fitorremediacdo da espécie arboBzhinus molle quando exposta a diferentes
concentracbes de Cadmio (Cd) e os mecanismos apatra fisioldgicos
relacionados com a tolerancia. Foram montados ewxpetos com plantas d&
molle com sete meses de idade, expondo-as a diferenteentracdes de
cadmio [0, 10, 20, 50, 125 e 250 uM de Cd¢NPP por um periodo de 90 dias.
Ap6s o periodo experimental, foram avaliadas agweis relacionadas com:
fotossintese, crescimento, tolerancia, estadociel das plantas e anatomia
de raizes e folhas. Os dados foram submetidoslideadé variancia e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott ou submetidegressdo. A espécte
molle possui indice de tolerancia acima de 80% para ctregdes até 20 pM
de Cd. O principal mecanismo de tolerancia ao € fcompartimentalizacédo
desse elemento nas raizes e a diminuicao da tcagslo para a parte aérea, por
meio da formacado de barreiras apoplasticas. A ematdas folhas d&. molle
até 20 uM de Cd apresentam caracteristicas basgiomo o espessamento do
mesofilo, no entanto, a partir de 50 uM a espesgonmesofilo diminui e essa
espécie apresenta diminuicdo do tamanho e dengidadestdmatos na presenca
de Cd. A concentracdo de Cd na parte aérea se md#i&a e o indice de
toler&ncia menor que 100%, pode indicar §uemollendo apresenta um bom
desempenho para a fitoestabilizacdo, em locaisnafiee contaminados. No
entanto, devido a moderada tolerancia apresentldaeppécie, sdo necessarios
trabalhos de campo para avaliar o potencial da m@sma a fitoestabilizacédo de

areas contaminadas com Cd.

Palavras-chave: Aroeira. Plantas lenhosas. Mpé&siados. Fitoestabilizag&o.



ABSTRACT

This work aimed at evaluating the potential for tohgmediation of the
Schinus mollewoody species when exposed to different concéntrstof
Cadmium (Cd), in addition to the anatomical and spbiggical mechanisms
related with tolerance. Experiments were assembi¢id seven month oldb.
molle plants exposing them to different concentratiohsaamium [0, 10, 20,
50, 125 and 250mM Cd (N{] for a period of 90 days. After the experimental
period, we evaluated variables related to: phottbggis, growth, tolerance,
nutritional status of the plants and root and laaBtomy. The data were
submitted to analysis of variance and the meanspaosd by the Scott-Knott
test or submitted to regressiofhe S. mollespecies presents tolerance index
above 80% for concentrations up to 20mM of Qtie main Cd tolerance
mechanism was the compartmentalization of this efénn the roots and the
decrease in the translocation to the shoots by snedinthe formation of
apoplastic barriersWith up to 20uM of Cd theS. molleleaves presented
beneficial characteristics, such as thickenindefrnesophyll. However, starting
at 50mM, the thickness of the mesophyll decreasdstlais species presents a
decrease in size and stomata density in the pres#r@d. The Cd concentration
in the shoot remains low and the tolerance indésvihd00% may indicate that
S. molledoes not present a good performance for phytdligiion in highly
contaminated sites. However, due to the moderdégatce displayed by the
species, field studies are necessary in orderdtuate the potential of the same
for the phyto-stabilization of areas contaminatéith i2d.

Keywords: Pepper tree. Woody plants. Heavy metats/to-stabilization.
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1 INTRODUCAO

A emissédo de residuos no solo que contaminam ggaréas com altas
concentracBes de metais pesados e poluentes @mg@ngausada por atividades
industriais e agricolas. Na Europa, por exemplimasse que mais de 16% das
areas, sao afetadas por algum nivel de degradagdmsolb (PEUKE;
RENNENBERG, 2005). Os metais pesados, como o ca@dd depositados
no ambiente podem causar problemas sérios a saduh e aos ecossistemas
devido a uma variedade de efeitos toxicos sobraetgda animais e outros
organismos (DEMBITSKY; REZANKA, 2003).

O Brasil, na condicao de pais emergente, destasa-senario mundial
pelo aumento de suas atividades agricolas e imgigstNesse contexto, um dos
principais desafios para o Brasil € o de assoeandogias ambientais que
permitam seu desenvolvimento sustentavel, consideraspectos sociais e
ambientais. Novas tecnologias de descontamina¢&oldacomo, por exemplo,
a fitorremediacdo tem atraido grande interessetificen e comercial. Essa
técnica consiste na utilizacdo de plantas ou posduégetais, que possuem a
capacidade de crescer em solos contaminados paisnpetsados e incorporar
ou adsorver grandes quantidades desses metaisaehiostassa (MCINTYRE,
2003; SALT; SMITH; RASKIN, 1998).

Além de plantas herbaceas, que s&do normalmenigadtb, varias
espécies lenhosas sdo consideradas de interease fiftarremediacdo. O uso de
espécies lenhosas para remediar ambientes contheiréa conhecido como
dendrorremediacdo (GONZALEZ-OREJA et al., 2008)déndrorremediacéo
possui grande potencial para a fitoextracdo e ditdmlizacdo de é&reas
contaminadas com metais pesados. Isso estéd radoaom o fato de que as
espécies lenhosas apresentam uma elevada prodeid@iondassa, um sistema

radicular profundo e alta taxa de crescimento, gptencializam as técnicas de
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fitorremediacdo (CAPUANA, 2011; GONZALEZ-OREJA etl.,a 2008;
MCINTYRE, 2003).

Devido ao fato de as espécie arbdéreas serem peissp@edaz com que
essas possuam a capacidade de reter em sua bi@ssasanetais por um longo
periodo de tempo, sem que haja a necessidade dedendessas plantas e
também, ap6s o estabelecimento da vegetacdo, esgésies evitam que 0s
metais presentes no solo sejam lixiviados parasidtreas (MCINTYRE, 2003).

Dentre as plantas utilizadas em fitorremediacgmrtadas na literatura,
a maioria delas é herbacea terrestre ou aquatigeagi@eno porte (PRASAD,
2003). Atualmente, poucas plantas lenhosas sédpadtils em fitorremediacdo
de metais pesados e esse nimero fica ainda memsiderando-se apenas as
gue possuem algum grau de toleréncia ao Cd. Ess¢ @séa entre os poluentes
que possuem o maior grau de importancia ambiet¢aldo a sua toxicidade e
ao intenso uso desse elemento pela indlstria eutigra (PRASAD, 2004;
SALT; SMITH; RASKIN, 1998). Dessa forma, o estudiredionado ao
potencial de espécies arbéreas para serem utidizada fitorremediacao de
solos, como o Cd, possui grande importancia pdieagpes ambientais.

Schinus molleL. (Anacardiaceae), é popularmente conhecida como
aroeira mansa. Essa espécie ocorre em regide®pichts da América do Sul
como, por exemplo, Argentina, Bolivia, Chile e Blrascorre ainda em regides
da india, Africa e Australia como planta exdticdML 2012; SILVA-LUZ;
PIRANI, 2013). O seu sucesso como planta cultivaddribuido a sua elevada
tolerancia a seca, a altas temperaturas, a cor@pgigr nutrientes e luz, bem
como a elevada taxa de crescimento e producaoameabsa (DEMELASH,;
TIGABU; ODEN, 2003; IPONGA; MILTON; RICHARDSON, 2@).

As espécies do géneBthinussdo amplamente utilizadas em programas
de restauracdo de areas degradadas devido a saereidsticas ecoldgicas que

permitem que essas espécies se adaptem em difesmt#entes (ARAUJO;
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CASTRO; ALBUQUERQUE, 2007; IPONGA; MILTON; RICHARD®N,
2008). Além disso, segundo Doganlar et al. (2@L.2nholleé capaz de acumular
niveis elevados de Cu, Zn e Pb em localidades ofiaéncia antropica.

A forma com que as plantas toleram altas conceigsmge metais, tem
sido alvo de intensa investigacdo. A desintoxicad@sistemas vegetais pode
ser caracterizada por mecanismos fisiolégicos oatbamcos que estdo
envolvidos na quelagdo, compartimentalizacdo, dmsfiormacéo e absorgéo
desses elementos (HALL, 2002; RASCIO; NAVARI-1Zz#011; VACULIK et
al., 2012).

Os efeitos dos metais pesados podem ser, portieiérios em fungéo
da fitotoxicidade desses elementos ou podem resiitaalteracdes anatdmicas
e fisiolégicas que podem atribuir tolerancia. Ddssma, além da avaliagdo do
potencial das espécies para remediar metais pesadogcessario que se
elucidem quais mecanismos estdo relacionados dmterancia dessas plantas,
no intuito de promover o correto manejo e, possieate melhoramento.

A espécieS. molleapresenta caracteristicas biolégicas e ecoldgjoas
permitem que essa espécie possa ser uma boa tlenpara ser utilizada em
fitorremediacdo no Brasil e em outros paises osda ecorre. Dessa forma, a
avaliacdo da tolerancia & mollea metais pesados como, por exemplo, o Cd
pode auxiliar na caracterizacdo da tolerancia desgécie e avaliar o potencial
da mesma para ser utilizada em fitorremediacamtBidisso, objetivou-se, com
esse trabalho, avaliar os mecanismos anatémigsmiddicos relacionados com
a tolerAncia ou sensibilidade dB. molle, quando exposta a diferentes
concentracdes de Cd e, assim, determinar o potahessa espécie para ser

utilizada em fitorremediacéo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Metais pesados

A expressdo “metal pesado” engloba metais, semigetanesmo néo
metais, como é o caso do selénio, pois essa efipraptica-se a elementos com
peso especifico maior que 5 g tou que possuem ndmero atémico maior que
20. A maioria dos metais pesados é classificadaoctiricos, como por
exemplo, o Cd e outros elementos como o cromo (ajcurio (Hg) e chumbo
(Pb), no entanto, muitos micronutrientes catibnomso o Cobalto (Co), cobre
(Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), niquel (Ni) e mirfZn) sdo metais pesados,
mas nao pertencem a categoria dos téxicos (MALAVALA006).

2.2 Cadmio no ambiente

O Cd é um elemento do grupo 2B na tabela peridgicasui nimero
atbmico igual a 48 e massa atbmica de 112,41 ¢ Eksnento apresenta
similaridade quimica com outros elementos do g&Bpcespecialmente o Zn e o
Hg (HASAN et al, 2009). Na classificacdo geoquami®@ Cd é,
normalmente,considerado um elemento Calcoéfilo & astociado ao Zn, devido
ao fato desses elementos possuirem eletronegatévskmelhante. No entanto,
0 raio ibnico do Cd é similar ao do Ca e isso fam gue esse elemento esteja
presente nos fosfatos de calcio e apatitas, pkntinente aquelas apatitas que
formam certas rochas fosfaticas sedimentares,zadéis na producdo de
fertilizantes agricolas (GARRETT, 2000).

As fontes naturais de Cd para o solo e para asasagémentares séo as
rochas que deram sua contribuicdo, ao longo daegsos de formacdo do solo.



14

A concentracdo média de Cd na crosta terrestre gxdtan de 0,1 mg Kgde
matéria seca e as fontes naturais mais abundamt€sl dd0 os sulfetos de Zn
(ZnS), esfarelita, wurtzita e rochas fosfaticas (MWYOLTA, 2006).

2.3 Cadmio, um poluente ambiental

Desde a revolugdo industrial, a atividade humatradnziu processos
adicionais que aumentaram a taxa de redistribuigdometais, entre o0s
compartimentos ambientais (GARRETT, 2000). Entrenetais pesados, o Cd é
um dos principais contaminantes industriais pdditnente em areas associadas
com a extracdo e fundicdo de Zn e esta entre ogniels que possuem o maior
grau de importancia ambiental (SALT; SMITH; RASKINY98). Além disso, o
Cd ¢ utilizado em baterias, pigmentos, galvanoplasintas e em ligas com
varios outros metais (HASAN et al., 2009; SALT; ISM; RASKIN, 1998).

O Cd no ambiente pode provocar problemas séri@ides como por
exemplo, o acidente ambiental ocorrido, em 1968paaa do rio Jinzu em
Toyama, Japéo, onde a contaminag¢do com Cd caudoenga conhecida como
"Doenca de “ltai-Itai" (KAWANO et al., 1986).

No Brasil, para a prevencdo da contaminacdo doss spbr Cd, a
Resolugdo N° 420 do Conselho Nacional do Meio Antbie(CONAMA)
(BRASIL, 2009) determina que a concentracdo de @Gdsalo ndo deve
ultrapassar 1,3 mg Kgde massa seca. Para areas industriais, segundsraam
resolucéo, esse valor pode chegar até 20 mgl&gnassa seca.

A concentracdo de Cd na solugéo do solo ndo poltdda de 4,49 mg
kg' a 35,9 mg kg (HASAN et al., 2009). A concentracdo de base (eotracéo
encontrada em um tempo particular durante um estmudoprograma de
monitoramento), para o Cd no solo do bioma cerradgundo Campos et al.

(2013), pode chegar a 2,45 pg'lde massa seca. No entanto, a concentracdo de
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Cd normalmente encontrada em solos pode ser muaitornpois quase toda a
superficie terrestre ja foi influenciada por algtijpo de atividade antrpica, que
causa a contaminacao dos solos por Cd e outrossnpetsados (CAMPOS et
al., 2013).

O uso de fertilizantes fosfatados pode causar &eonacéo do solo por
metais pesados tais como Cd, Mn, Zn, Pb, Cu e Niagtdo naturalmente
associados as rochas fosfaticas (SARWAR et alQ)2@s adubos fosfatados,
0s estercos e compostos e o lodo de esgoto s&inopais insumos agricolas
gue podem conter Cd, e sua utilizagdo constituirigzo, tanto para saude
animal, quanto para o homem devido a grande caregint de Cd que pode
entrar na cadeia alimentar (MALAVOLTA, 2006).

A adicdo de metais pesados nos adubos e corretsaros no Brasil,
segundo Malavolta (2006), estd muito abaixo do pEfonem outros paises
como, por exemplo, o Canada, que permite adica&®0 mg kg enquanto

que, nos adubos comercializados no Brasil, esse nab ultrapassa 5 mgkg

2.4 Absorcao do Cadmio pelas plantas

Considerando a baixa concentracdo no solo e o lmirficiente de
difusdo do Cd, acredita-se que o contato desseeatentom a raiz seja por
fluxo de massa (LUX et al.,, 2011). A absorcdo do @Has plantas é
determinada pela concentracdo desse elemento aoesslia disponibilidade
biolégica. A biodisponibilidade do Cd é influencé@agela presenca de matéria
organica, por exsudatos radiculares, presenca cernaas, potencial redox do
solo, temperatura, concentracio de outros elemenfis (PAL et al., 2006).
Esse Ultimo é o principal fator que governa a difmtidade do Cd no solo,
devido ao seu efeito na adsorcédo e na especiagégeEal, ocorre diminuicao

na solubilidade com o aumento do pH e pode haviermacao de espécies
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hidroxiladas como o Cd(Okl) Cd(OH) e compostos com fosfato §EO,),
(DIAS et al., 2001; MALAVOLTA, 2006).

O Cd, assim como outros elementos sdo absorvidas/jgesimplastica
ou apoplastica e sdo transportado radialmenteémtrduo cortex da raiz até o
xilema, onde seguem para a parte aérea. O Cd edmrcao xilema pela via
simpléstica através do citoplasma de células iddais do cértex, ligadas por
plasmodesmata. As espécies de Cd transportadogsatdo simplasto sédo
desconhecidas, mas essas espécies poderiam i@cflirou quelatos de Cd
(LUX et al., 2011). A maioria dos ions Cd absorvjullas plantas permanece
nas raizes e somente uma pequena parte desséstfansportada para a parte
aérea. Em geral, a distribuicdo de Cd nos difesefitgdios das plantas diminui
na seguinte ordem: raiz > folhas > frutos > senseftiASAN et al., 2009).

Os mecanismos de absorcdo do Cd pela raiz, gergmemvolvem a
competicdo por sitios de absor¢do entre 0s metsiadps e varios nutrientes
gue compartilham propriedades quimicas semelhames.entanto, outros
nutrientes minerais que nao compartilham caratimtsquimicas similares com
0 Cd também podem ser afetados por esse metal (NA8Aal.,, 2009;
SARWAR et al., 2010). A absorcao de Cd é diminuagresenca de P, Cu, Ni,
Se, Mn e Zn. Com excecdo do fésforo € possivel @udeito ndo seja na
disponibilidade, mas na absorcdo propriamenteed#asa diminuicdo pode ser
devido a inibicdo competitiva (MALAVOLTA, 2006). @sforo pode diminuir
a mobilidade e biodisponibilidade de Cd em solesjduos e outros sistemas
por meio da formacdo de compostos insolUveis destal. No entanto, para a
formacdo de fosfatos de metal, é preciso que otéjaepresente como ion
fosfato livre, HPQ*, na solucéo do solo (PIERANGELI et al., 2004).
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2.5 Efeitos téxicos do Cadmio nas plantas

Uma visdo mais holistica sobre o efeito da exposigACd nas plantas
foi realizada por Sanita di Toppi e Gabbrielli (2899Esses autores dizem que a
exposicdo das plantas ao Cd evoca rapidas mudéisipddgicas que ocorrem
em paralelo com processos morfolégicos lentos, cada mecanismo pode ser,
ao mesmo tempo, causa e efeito das alteracBes Gliedsb que estdo
diretamente ou indiretamente relacionados comresss ao Cd.

Os metais pesados como o Cd, em altas concentregdsam efeitos de
toxicidade para as plantas. Esses efeitos podentaerados por meio da
competicdo com nutrientes minerais, perturbandatacdo mineral ou, apos a
absorcdo pela planta esses metais se acumulam ec@ost vegetais e
compartimentos celulares, dificultando o metabadisyaral da planta (HASAN
et al., 2009).

Devido a interagdo do Cd com enzimas e proteinascqatém grupos
sulfidrila (Figura, 1), a contaminacdo por Cd caasaeducdo da atividade
enzimatica em diversos processos metabolicosgdai® na sintese de clorofila,
na foto-oxidacao da agua, na fixacdo de,C0 ciclo de Calvin e na reducéo do
nitrato (NQ") (SEREGIN; IVANOV, 2001). Segundo Malavolta (2006)Cd
tende a se acumular nas raizes e os principa@sstde toxicidade séo: folhas
com margens pardas, clorose, peciolos e nervuersnalhadas, enrolamento

das folhas e raizes pardas.
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SH S
Enzima<| + Cd"—> Enzima<
SH S

Figura 1 Mecanismos de ac¢édo do cadmio, causanaalagdo dos grupos sulfidrila de
duas cisteinas de uma enzima ligadas por pontelfdiss

Cd +2H

\_/

A exposicao a metais pesados como o Cd, pode cestsasse oxidativo
por meio de varios mecanismos de acdo. Os meta&ipg podem inativar ou
ativar enzimas do sistema antioxidante (peroxidasatalases, superéxido
dismutase), responsaveis pela desintoxicacao tlaaxéAlém da inativacdo de
enzimas antioxidantes, os metais pesados poderarlpartvias metabdlicas
especialmente na membrana tilacéide e resultarunteato da formagdo de
radicais livres e espécies reativas de oxigéniocQ§RO aumento de radicais
livres e EROs causam danos aos tecidos pelo aundmt@rocessos de
senescéncia e peroxidacao lipidica (BHADURI; FULEKAR012).

Outra consequéncia da exposi¢cdo a metais pesadas & acumulo
desses elementos nos tecidos vegetais pode rezaltieplecdo de antioxidantes
ndo enzimaticos de baixo peso molecular, tais cargtutationa (GSH), que é
consumida na sintese de fitoquelatinas (PCs) (BHRDWULEKAR, 2012).
As PCs reduzem atividade do Cd no citossol, poronda formacédo de
complexos Cd-PCs. Esses complexos séo transportpdms o vacuolo
possivelmente por meio de transportadores espesifiresentes no tonoplasto
(SARWAR et al., 2010).

O principal sintoma de toxicidade do Cd é a redutdarescimento,
pois esse elemento pode interferir na fixacdo dboo® de diversas formas,
como, por exemplo: inibir a cadeia de transportesléérons nos cloroplastos,
inibir as enzimas do Ciclo de Calvin, provocar ménfacdo do cloroplasto
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devido ao empilhamento anormal do granum e redlainimero e o tamanho
do grana (DELMAIL et al., 2011; GUIMARAES et al 0@3).

Na anatomia da raiz, o Cd pode acelerar o deseémamo da
endoderme e exoderme, pode causar a lignificacigaeedes das células de
tecidos corticais internos e de tecidos perifériaoscilindro vascular. Essas
alteracdes causam a diminuicdo da translocacae dd#smento para a parte
aérea (LUX et al., 2011).

Em relagdo & acumulacdo do Cd e outros metais @eszl raiz, o
cortex representa um importante tecido de acumola¢S8EREGIN;
KOZHEVNIKOVA, 2008), pois 0s metais pesados podem Igar em
guantidades consideraveis nas paredes das cébit@sis e limitar a entrada de
metais para dentro do citoplasma. Dessa forma, rntexcéage como um
mecanismo de desintoxicacdo morfofisioldégica, qequestra 0 metal num
compartimento celular de baixa atividade metabOliSEREGIN;
KOZHEVNIKOVA, 2008).

Nas folhas deArachis hypogaed.., o Cd pode causar aumento da densidade
estomatica e diminuicdo do tamanho dos estomatds; (SAI, 2009). Em
Genipa americand.., Souza et al. (2011) observaram aumento doacesp
intercelulares no parénquima esponjoso. Essesesutdyservaram ainda que
altas concentracdes de Cd promoveram alteracodsfiaimiogicas nas folhas,

causada pela morte celular programada.

2.6 Fitorremediacéo

A poluicdo do solo e da agua representa um gramglema para a
salude humana e para o0 ambiente, sendo que esskEnmolpode ser
parcialmente resolvido pela tecnologia emergentétai@memediacdo. O uso de

plantas para conter, sequestrar, remover ou degmalaentes organicos e
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inorganicos do solo é conhecido coletivamente cfitoaremediacdo (TSAO,
2003). Esse conjunto de técnicas aproveita asithatids naturais de plantas em
acumular, armazenar ou degradar substancias osganiu inorganicas
(MCINTYRE, 2003). Os contaminantes, que sao oscfpais alvos desse
conjunto de técnicas, sdo 0s metais pesados elwsnpEs organicos (SALT;
SMITH; RASKIN, 1998).

As técnicas de fitorremediacdo possuem vantagensredgpdo aos
métodos tradicionais de descontaminac¢do do sols,g®oplantas que crescem
em ambientes contaminados podem ser colhidas ejuntorcom os poluentes
gue se acumularam em seus tecidos e, dependengmadte contaminagéo, as
plantas podem ser eliminadas ou eventualmente t8zadas em processos
alternativos, tais como producédo de energia e ogeftamento dos elementos
retirados do ambiente (PEUKE; RENNENBERG, 2005; FALSMITH,;
RASKIN, 1998).

Entre o conjunto de técnicas aplicados em fitordhaggio, as principais
estratégias para remediar locais contaminados miaisnsdo a fitoextracéo
rizofiltracdo e a fitoestabilizacdo. A fitoextragéia utilizacédo de plantas que séo
capazes de acumular grandes quantidades de elaméxitns na parte aérea da
planta (2 a 5% por kg de massa seca), essas pladtasdenominadas
hiperacumuladoras (MCINTYRE, 2003; SALT; SMITH; RKIBI, 1998). A
rizofiltracdo é a utilizacdo de plantas que possaerapacidade de absorver ou
precipitar poluentes da agua ou residuos aquossa. tEécnica funciona melhor
onde os contaminantes estdo presentes em cond@estrbgixas e em grandes
volumes de efluentes (MCINTYRE, 2003; SALT; SMITRASKIN, 1998). A
fitoestabilizacdo é a utilizacdo de plantas patabdizar areas contaminadas
(MCINTYRE, 2003).

Areas contaminadas, geralmente, sdo desprovidaggitacio e isso

resulta em processos de lixiviagdo e erosdo da &mses processos podem
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causar a circulacdo dos poluentes dessas areasytasa ambientes que néo
estdo contaminados, agravando ainda mais o probl&easa forma, a
fitoestabilizacdo ajuda a minimizar esses efeitos, entanto, essa técnica
depende da tolerancia das plantas aos poluenteSIARIAN et al., 2007).
Mesmo se as plantas possuem baixa capacidade decaenfisica de
contaminantes, ainda sim, essas podem ser Uteiso cagentes de
fitoestabilizagdo, desde que sejam capazes de ecreem ambientes
contaminados (MCINTYRE, 2003).

2.7 Schinusmolle L. (Anacardiaceae)

Com excecdo d&chinus molld.., que possui distribuicdo do México
até a América do Sul, a distribuicdo natural doeg@ischinusé limitada a
America do Sul. No entanto, esse género se estalbeltas regides temperadas,
no novo e velho mundo, onde varias espécies fonarmdiuzidas como plantas
ornamentais (BARKLEY, 1944) A distribuicdo natudd S. molleno Brasil é
limitada aos estados do Parana, Rio Grande do Saehta Catarina, ocorrendo
no Pampa em vegetacdo de campo limpo (SILVA-LURANI, 2013). No
entanto, como mencionado anteriormente, essa espéde ser encontrada em
todo o Brasil como planta cultivada, utilizada nacgizacéo urbana.

S. molleé uma arvore de 3 a 15 m de altura, possui trondo, casca
marrom escura, flores pequenas e amarelo-palides,sq desenvolvem em
inflorescéncias indeterminada do tipo panicularémemo composto). Os frutos
sdo pequenas bagas de cor avermelhada quando sadarfolhas do género
Schinussdo sempre alternas e existe uma consideravelc@arino tamanho,
forma e contorno das folhas ou foliolos. As folbadoliolos possuem tricomas
ndo ramificados ou tricomas glandulares e é comupresenca de canais

secretores esquizo-lisigenos no floema (BARKLEW4)9
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Esta espécie € popularmente conhecida como ammeinga, arvore de
pimenta e pimenta peruana. E conhecida como adeopémenta, devido ao fato
de seus frutos conterem sementes com sabor acentisadlo na culinaria como
um substituto da pimenta (ORWA et al., 2013). Oesgo deS. mollecomo
planta exotica é atribuida a sua elevada tolerénsieca, a altas temperaturas, a
competicdo por nutrientes e luz, bem como a elevaxia de crescimento e
producdo de biomassa (DEMELASH; TIGABU; ODEN, 200BONGA,;
MILTON; RICHARDSON, 2008). As espécies do géne8chinus sédo
amplamente utilizadas em programas de restauragaceds degradadas devido
a suas caracteristicas ecolégicas e rusticidade A(MR; CASTRO;
ALBUQUERQUE, 2007; IPONGA; MILTON; RICHARDSON, 2008

Em um trabalho realizado por Doganlar et al. (2G&Rpbservado que
S. molle acumulou niveis elevados de Cu, Zn e Pb, em tmdds com
influéncia antropica. Esse resultado, segundo dsres) tem relagdo com
diferentes mecanismos fisiolégicos ou genéticosalespécie para tolerar altos
niveis de metais pesados, pois neste trabalho aéweehcorrelacdo entre os
niveis de peroxidase e conteldo de pigmentos (idtore carotendides), em
funcdo da acumulacdo de metais nessa espécie.nt®prta avaliacdo da
tolerancia deS. mollea metais pesados pode auxiliar na melhor caraatgd
da toler&ncia dessa espécie e avaliar o potergcimlasma para ser utilizada em

fitorremediacao
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de execucgéo

Os experimentos foram realizados no Laboratéridumomia Vegetal,
no Laboratdrio de Microscopia Eletronica e no Lal@rio de NutricAo Mineral
de Plantas da Universidade Federal de Lavras (URIGA-

3.2 Condig¢bes de cultivo

Plantas deS. molle ,obtidas por meio da germinacdo de sementes
coletadas de uma populagcdo localizada em AlfenasadMGerais, foram
cultivadas por um periodo de dez meses, em cagege¢acdo com temperatura
de 25+2°C, plantadas em sacos plasticos com direend@ 10x7x5, com
capacidade para 0,350 L de substrato. O substtéizadio foi vermiculita e
areia lavada na proporc¢éo 1:1. Durante o periodmuli®o, essas plantas foram
irrigadas em intervalos de 15 dias com solucédo aaegtdnd e Arnon (1950), a
40% da forca ibnica. Quando as plantas completssat@ meses de idade
ocorreu a exposicao das mesmas as concentrac8esries de Cd.

Para montagem do experimento das 300 plantas pdaduz4 foram
escolhidas e uniformizadas com base em critéridardanho e fitossanidade. O
experimento foi montado, utilizando-se canos deécjooeto de vinila (PVC),
com inclinagéo de 3%, para evitar que a solucada#gland contaminada com

0 Cd se espalhasse no ambiente (Figura, 2).
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Figura 2 Sistema de coleta da solugdo de Hoaglantaminada com cadmio dos
diferentes tratamentos utilizando canos PVC.

3.3 Planejamento experimental

Os experimentos foram montados utilizando seis aunacbes
crescentes de Cd(NR (0, 10, 20, 50, 125 e 250 uM), totalizando seis
tratamentos com nove repeticdes. As parcelas empetais foram definidas de
acordo com cada caracteristica avaliada, sendoitdssgos topicos especificos.
As concentragdes foram estabelecidas com baseolagao 420 do CONAMA
(BRASIL 2009) que estabelece critérios e valorésntadores de qualidade do
solo quanto a presenca de substancias quimicas.

O periodo experimental foi de 90 dias, sendo raddis trés avaliacdes
em intervalos de 30 dias.
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3.4 Andlise de crescimento e indice de tolerancia

Para a realizacdo das avaliacdes de crescimertsteripr calculo dos
indices fisiologicos, as folhas foram digitalizadam Scanner e por meio de
analise de imagem, utilizando software ImageJ,d&ierminado a area foliar
total (AF) de cada planta e o nimero de folhas ganta (NF). Apds a
determinacdo da area foliar, as folhas, juntamemnite 0 caule e as raizes foram
secas em estufa a 60°C por 72 h e, em seguidassansaca (MS), de cada
orgdo, foi determinada em balanca analitica (AY,22imadzu, Sdo Paulo,
Brazil) As andlises de crescimento foram realizaddizando seis avaliacdes,
com parcela experimental de uma planta. Depoigaé&adas essas medidas de
crescimento, foram calculadas de acordo Hunt et(2002), a taxa de
crescimento relativo (TCR), taxa assimilatéria idgu(TAL).

O indice de tolerancia (IT) para as diferentes eotra¢gdes de Cd e para
cada orgao foi calculado, segundo Wilkins (195#)lizando-se a seguinte
formula: IT = (massa seca da planta na solugdo@dmmassa seca da planta
na solucdo controle x 100). Foram feitas 15 avadiagara as concentracdes e
25 para os 6rgaos, sendo a parcela experimentglastende uma planta.

3.5 Andlise das trocas gasosas

A fotossintese liquida (A), a transpiracdo (E)padutancia estomatica
(gs), foram avaliados utilizando um sistema portéatilfdtossintese LI-6400 (Li-
Cor, Nebraska, EUA), equipado com camara de Beronte artificial de luz
(6400-02 B Red Blue). A densidade de fluxo de fétdotossinteticamente
ativos (DFFFA) foi fixada para 10Q0nol m* s*. As avaliacdes foram feitas no
periodo entre as 8h e 10h da manha. A parcelaimgmnl foi de um foliolo,

sendo avaliadas duas folhas diferentes de noveaplgmor tratamento. As
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leituras foram realizadas em folhas completamexparalidas, posicionadas no
segundo no, a partir do apice.

As curvas de fotossintese liquida por concentrag@ocelular de C
(A/Ci) foi realizada utilizando um sistema portaté fotossintese LI-6400 (Li-
Cor, Nebraska, EUA) com as mesmas caracteristieasriths acima. No
entanto, esse foi equipado com um sistema de mjegfomatica de CQLI-
6400-01, Li-Cor) e as medi¢Bes foram realizadasaclrdo com o método
proposto por Long e Bernacchi (2003), com algumadificacdes. Para garantir
gue a ativacdo da Rubisco fique constante, primeinde o aparelho foi
programado para injetar 400 umofra' de CQ, durante aproximadamente 2
min. (até o aparelho estabilizar). Em seguida,nfor@alizadas as demais leituras
em 16 niveis de C{Q(400, 300, 200, 100, 50, 500, 600, 700, 800, 9000,
1100, 1200, 1300, 1400 e 1500 pmdl gt). Todas as leituras foram realizadas
somente quando cv faf 0,5%. Foram feitas trés avaliacdes, utilizands tré
plantas por tratamento, com parcela experimentahdéoliolo por planta.

Ap6s a realizagdo das curvas A/Ci foram calculasegundo Farquhar,
Caemmerer e Berry (1980), a taxa maxima de cardogddl (\ma) da ribulose-
1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) exa maxima de transferéncia
de elétrons (y).

3.6 Medicéo indireta de clorofila e caracterizacada clorose

A medicdo indireta do teor de clorofila nas folhtg realizada
utilizando o medidor portatil de clorofila SPAD-5QRonica Minolta, Tokyo,
Japan). A parcela experimental foi de um foliolendo avaliadas duas folhas

diferentes de nove plantas por tratamento.
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Para a caracterizacdo da clorose foi realizadoatisandos niveis de
cinza das folhas de nove plantas por tratamengasSelhas foram digitalizadas
em Scanner e utilizando software de andlise de ema¢imageJd). Foram
determinados os niveis de cinza, utilizando nowntps por tratamento e
realizando 180 avaliacdes por tratamento a pasticahjunto total de folhas de

cada planta, a parcela experimental foi compostardeampo na imagem.

3.7 Andlise nutricional

Para a andlise nutricional, raizes, caules e fotleaseis plantas por
tratamento, foram lavados em agua corrente e snasstufa a 60°C por 72h.
Em seguida a massa seca de cada 6rgao foi triteradaoinho de facas tipo
Willye. Depois de triturado, 500 mg de massa setapésada em balanca
analitica. Apds esse procedimento o material vedetdevado para digestédo
nitroperclérica, segundo método proposto por SarreigHaag (1974). Dessa
forma, foram misturados 10 mL de HhEbncentrado, deixando-se as amostras
em repouso durante 12 h. A digestéo foi feita a temgperatura de 150 °C por
30 minutos até a redugdo de aproximadamente a enei@d/olume de acido
nitrico adicionado. Depois desse periodo foi adieito 1,0 mL de HCIQP.A. e
a temperatura do bloco digestor aumentada paraC2@6f 20 minutos, até o
clareamento da solucao.

O produto da digestédo (amostra) foi transferida pgmalédo volumétrico
de 25 mL, acrescentado 10 mL de agua destiladaaglds para leitura em
Espectrometro de Absorcdo Atdmica, modalidade chafazendo trés
avaliacbes para cada 6rgdo com parcela experimeetaima aliquota do
produto da digestdo. Foram determinados o teor dalm® (Cd),

macronutrientes [Magnésio (Mg), Calcio (Ca), Fé&sfdP), Enxofre (S) e



28

Potassio (K)] e micronutrientes [Zinco (Zn), Feffe), Manganés (Mn) e Cobre

(Cu)], nas raizes, caule e folhas.

3.8 Andlise anatdmica quantitativa

Para a realizacdo da andlise anatdmica das rafipfisas, essas foram
fixadas em F.A.Aqy por 72 horas (JOHANSEN, 1940). Na coleta dasafalh
tomou-se o cuidado de se coletar somente as gdessavolveram no periodo
de exposicdo, para isso os primoérdios foliaresnforaarcados no inicio da
exposicao.

As caracteristicas anatdmicas foram avaliadas ge@aepilifera das
raizes e regido mediana dos foliolos. Na raiz,nfoevaliadas as seguintes
variaveis: espessura da epiderme (EP), espesswerodarme (EX), espessura
do cortex (CT) e espessura da endoderme (ED). daas, foram avaliadas, para
as seccOes paradérmicas, a densidade e o indiceatisb, os diametros polar,
equatorial, o comprimento do ostiolo e funcionalelados estébmatos. Nas
seccOes transversais foi avaliada a espessurassigilo.

As secc¢bes paradérmicas das folhas foram realizada&o livre, com
auxilio de uma lamina de aco e coradas com safafin%. As seccles
transversais foram realizadas com auxilio de miendt manual de mesa
(modelo LPC) e coradas com azul de toluidina 0,0Q8%DER; O'BRIEN,
1968). Foram montadas laminas semipermanentesndeguétodo proposto
por Kraus e Arduim (1997) e, em seguida essas foohservadas em
microscoépio trinocular (CX31, Olympus Tokyo, Japamm sistema de captura
acoplado, sendo digitalizadas para posterior anélis software de andlise de
imagem (ImageJ).

Para as seccdes transversais das raizes, foraipadnal trés plantas e

seis raizes de cada planta, fazendo uma laminacpdearaiz e analisando trés
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campos por lamina, totalizando 54 avaliacdes patammento. Nas seccdes
transversais e paradérmicas das folhas, foramsadak em trés plantas e seis
foliolos de cada planta, por tratamento. Para esdss transversais das folhas
foram feitas uma lamina por foliolo e avaliadosst@ampos por lamina,
totalizando 54 avaliacdes. Para as secc¢Oes traasvdoram feitas uma lamina
por foliolo e avaliados dois campos por laminatabitizando 36 avaliagdes. A
parcela experimental para essas avaliacdes foi astmpde um campo por

imagem.

3.9 Microanalise de raios-X (EDS)

Foram realizadas avaliacbes nas folhas ,utilizaridonicas de
microscopia eletrénica de varredura (MEV), comesist de microanalise de
raios-X. Dessa maneira, as folhas foram coletadfisadas em Karnovsky
modificado (Glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5% tmmpao cacodilato de
sédio 0,05 M, pH 7,2, Cagl0,001 M), desidratadas em concentracles
crescentes de acetona (25, 50, 75, 90 e 100%)apenando cerca de 10 min
em cada uma. Em seguida, as amostras foram lepatlassecagem ao ponto
critico CPD - 030 (Baltec, Fuerstentum, Liechteindtemontadas em stubs,
cobertas de carbono (ALVES, 2006), em evaporadocatbono CED - 020
(Baltec, Balzers, Liechtenstein) e observadas env MIEO Evo 40 XVP (Leo
Electron Microscopy, Cambridge, England), com simstede microanalise de

raios-X (Bruker) acoplado.
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3.10 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utiliassed o software
SISVAR 5.0 (FERREIRA, 2011). Antes da realizacdo dema analise
paramétrica, os dados foram testados quanto a uaalidade e os que nédo
apresentaram distribuicdo normal, foram transfoosadOs dados foram
submetidos & andlise de variancia em delineametgivzamente casualizado e as
médias comparadas pelo teste de Scott-Knott , ondé&robabilidade de erro,

ou submetidos ao teste de regressao.

3.11 Tratamento de residuos contaminados

O substrato e partes de plantas contaminadas com fo@imn
encaminhadas ao Laboratério de Gestao de Residiiogd@s da UFLA, para o

correto tratamento e disposi¢édo final desses residu
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Crescimento e indice de tolerancia de plantag &chinus molle exposta
ao Cadmio

A exposicdo ao Cd causou reducdo de forma lineaarea foliar
(Figura, 3 A), no numero de folhas (Figura, 3 B),mmassa seca total das plantas

(Figura, 3 C) e na massa seca das raizes e pegte(&éura, 3 D).
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Figura 3 Area foliar (A), nimero de folhas (B), saseca total (C) e massa seca da raiz
e parte aérea (D) de plantasSlemolleexposta a concentragdes crescentes de
cadmio por um periodo de 90 dias.

A reducdo da area foliar e do nimero de folhasufBig3 A e B)

provavelmente exerceu grade influéncia na dimirud@ massa seca da raiz e
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da parte aérea (Figura 3 C e D). A reducéo do icnesto, em plantas expostas
ao Cd, pode ser atribuida diretamente ao Cd, dévglm interacdo com grupos
Sulfidrila (GUIMARAES et al., 2008) ou inducéo dafidiéncia Zn e outros
micronutrientes (SARWAR et al., 2010). A interagémm grupos Sulfidrila
causa a reducdo da atividade enzimatica em divprsoessos metabolicos, tais
como, na sintese de clorofila, na foto-oxidacadglaa, na fixacdo de GOno
ciclo de Calvin e na reducdo do nitrato (NQSEREGIN; IVANOV, 2001).
Por outro lado, a diminui¢do da absorcdo de Znyziukh pela exposi¢do ao Cd,
pode causar reducdo na sintese de proteinas, de@yideticipacdo do Zn no
metabolismo dos acidos nucléicos e na estabilidads ribossomos
(BROADLEY et al., 2012).

Os indices fisiolégicos de crescimento apresentapaeala significativa
com comportamento linear, em funcdo do aumentacdasentra¢des de Cd. O
indice fisiolégico mais influenciado pela exposidaoa TAL (Figura, 4 A),
apresentando uma diminuicdo de 63,30% em relacamataomento controle,
seguido pela TCR (diminui¢cdo de 55,97%) (Figur, 4
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Figura 4 Taxa assimilatéria liquida (A) e taxa descimento relativo (B) de plantas de
S. molleexpostas a concentracdes crescentes de cadmiampoeriodo de 90
dias.
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A TAL representa o balangco entre a massa seca znidaduela
fotossintese e a consumida através da respiragdimiAuicdo da TAL, da TCR
e de caracteristicas das trocas gasosas, segumadia] ¥ al. (2007), pode estar
relacionada a perturbacdes na assimilacdo de aagbniirogénio. Dessa forma,
a diminuicdo desses indices ilustra a interferédoidd nas caracteristicas do
crescimento da espécie estudada.

Plantas com indice de tolerancia menor que 100%saptam redugcdo do
crescimento. Esse indice igual a 100% significaapiplantas ndo demonstram
reducdo na producdo de massa seca, e indices edé@nth maior que 100
indicam aumento na producdo de biomassa com aiefipaso metal. O indice
de tolerancia d&. molleao Cd nas concentracdes de 10 e 20 uM estédo deima
80 %, nas maiores concentragfes esse indice dimemi média para 60 %

(Figura, 5 A). As raizes e caules possuem indicéodeancia maior que as
folhas (Figura, 5 B).
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Figura 5 indice de tolerancia ao cadmio para camt@entracdo (A) e para cada 6rgéo
(B) de plantas d&. molleapés 90 dias de exposicds médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste det-Boott a 5% de
probabilidade de erro.
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Segundo Utmazian et al. (2007), espécies que aypeeseindice de
tolerancia menor que 100% podem nado apresentaroumdiesempenho para a
fitorremediacdo, em locais altamente contaminaBomolleapresenta indice de
tolerancia acima de 80 % exposta a uma concentohe20 UM ,por 90 dias. As
concentragfes de Cd, utilizadas neste trabalh@o esuito acima das utilizadas
em trabalhos com espécies lenho@dsZOVKINA; KNEE; QUIGLEY, 2004;
LUKOVIC et al., 2012; LUNAKOVA et al., 2003; PILIPOVIC et al., 2005; STOLTZ;
GREGER, 2002; UTMAZIAN et al., 2007; VACULIK et al.2012; WATSON;
PULFORD; RIDDELL-BLACK, 1999) Além disso, o periodo de exposi¢do neste
trabalho, foi muito maior do que os periodos relasana literatura. Como
espécies lenhosas possuem ciclo de vida longopasig&o por de 90 dias ou
mais, talvez seja necessaria, para avaliar ososfdid Cd no crescimento.No
entanto, concentracBes mais baixas de Cd reprodomdhor as condi¢des de
campo.

O indice de tolerancia para cada 6rgdo revelou ajém das raizes
possuirem maior capacidade de acumular Cd (Fidurg),lesse 6rgdo apresenta
maior indice de tolerancia em relagéo as folhase Essultado pode indicar que
as raizes d&. mollepossuem um mecanismo eficiente de compartimeatd
de Cd. Essa compartimentalizacdo faz com que o&G¢armaneca no citossol
ou fique inativo em um compartimento celular oucglilar de baixa atividade
metabdlica (GEFFARD et al., 2010; SANITA DI TOPBIABBRIELLI, 1999).

Durante o periodo de exposicdo as concentracdesddmao houve
mortalidade das plantas & molleNo entanto, essas apresentaram sintomas de
toxicidade, como: reducd@o do crescimento aos 9 diaexposicdo (Figura, 6
A), necrose da regido apical dos foliolos e clom®eera nas folhas jovens nos
tratamentos com maiores concentragbes de Cd (Figur®), perda da

dominéncia apical nos tratamentos de 10 e 20 plvgsaptando numerosas
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brotacGes laterais (Figura, 6 C), clorose das margos foliolos de folhas

jovens e necrose na regido apical dos foliolosu(Bigs D).

- C

Figura 6 Principais sintomas visuais de toxicidadecadmio em plantas d&& molle
apés 90 dias de exposicdo. Na imagem (A) é possivela reducdo do
crescimento das plantas. A imagem (B) mostra paetpostas a 250 pM de
Cd apresentando clorose severa e necrose da rapiéal dos foliolos de
folhas jovens (seta). Em (C) as plantas apresentgerda da dominancia
apical nas concentra¢des de 10 e 20 pM, havendgitrento de numerosas
brotag@es laterais (seta). Em (D) nas plantas éxp@s menores concentragdes
de cadmio algumas folhas jovens apresentaram reed@gegido apical dos
foliolos (seta), e clorose nas margens dos foliges).

A diminuicdo de crescimento e perda da dominargizahsao sintomas
tipicos de deficiéncia de Zn. Isso se deve a aaigéo do Zn no metabolismo
das auxinas, em particular, o acido indolacétictAJABROADLEY et al.,
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2012). Portanto, a perda da dominancia apical eamtgd deS. molle,
possivelmente, pode estar relacionada com a digdiouda absor¢cdo de Zn
(Figura, 10 B), causada pela exposi¢cédo ao Cd.

As necroses observadas principalmente na regiaalagos foliolos
podem ter sido provocadas pelo estresse oxidatvsatlo pela exposicdo ao
Cd. Embora muitos metais sejam essenciais parkaatag, todos os metais sao
toxicos em altas concentra¢des, uma vez que caasesiresse oxidativo, por
meio da formacao de radicais livres (BHADURI; FULAKR, 2012).

Os metais pesados podem causar estresse oxidativagio de varios
mecanismos de acdo como, por exemplo, perturbas wgetabdlicas,
especialmente na membrana tilacoide, que resul@uneento da formacado de
espécies reativas de oxigénio (EROs). Além dissometais pesados podem
inativar ou ativar enzimas antioxidantes (peroxédascatalases, superéxido
dismutase), responsaveis pela desintoxicacdo tidaséor fim, o acimulo de
metais pesados resulta na deplecdo de antioxidadte®nzimaticos de baixo
peso molecular tais como a glutationa (GSH), quersumida na sintese de
fitoquelatina (BHADURI; FULEKAR, 2012).

Utmazian et al. (2007), trabalhando com 20 espédesalgueiro e
alamo expostas a 4,45 uM de Cd observaram, na immaas espécies, uma
consideravel diminuicdo da biomassa radicular. datst o Cd interfere no
crescimento das plantas, mesmo em espécies t@sranmo o salgueiro e 0
alamo. Existe uma grande variacdo em relacdo acicue das plantas
tolerantes crescerem em ambientes contaminaddsdyd?or exempldrassica
juncea pode tolerar exposicfes ambientais de 2500 uM dies€dn mostrar
efeitos de fitotoxicidade ou reducéo no crescimé¢BRIDHAR et al., 2005).

A reducdo das caracteristicas de crescimento, ioeirnde tolerancia
menor que 100%, e também devido ao fato de nabatédo mortalidade das

plantas significa que a espécie em estudo possigrada tolerancia ao Cd.
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4.2 Comportamento fotossintético de plantas d8chinus molle expostas ao
Cadmio

As trocas gasosas d& molleforam modificadas pelo aumento das
concentracbes de Cd. A fotossintese liquida (A) @aaspiracdo (E) nas
concentracbes de 10 e 20 pM, apresentaram um anndent28% e 18%
respectivamente, em relac@o ao tratamento conkgertir da concentragéo de
50 uM, tanto a A, quanto a E apresentaram uma;&dumas essa diminuicdo
foi para niveis semelhantes ao controle (Figura, & B). A g foi diminuida
pela exposicédo ao Cd, a partir da concentraca® ¢gevb Os tratamentos a partir
dessa concentracdo apresentaram, em média, va@®esmenores,para essa

variavel (Figura, 7 C)
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Figura 7 Trocas gasosas foliares em plantasSdenolle expostas a concentragdes
crescentes de cadmio por um periodo de 90 diasfofossintese liquida, B -
transpiragcdo, C - condutancia estomatica. As méstigsidas de mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ed8Y%robabilidade de erro.

Devido a interagdo do Cd com enzimas e proteinascqatém grupos
sulfidrila, esse elemento pode interferir na fouese de diversas formas,
como, por exemplo: inibir a cadeia de transporteld&ons nos cloroplastidios,
inibir as enzimas do Ciclo de Calvin (DELMAIL et.,aR011), provocar ma
formacgé&o do cloroplasto, devido ao empilhamentograabdo granum e reduzir
do nimero e o tamanho do grana (GUIMARAES et #1082 Além disso, a
eficiéncia com que a energia radiante é conveeiddormas quimicas depende
das propriedades anatdmicas das folhas (LANDSBESRBIDS, 2010).
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Desta forma, o aumento da A e E nas concentraghd® @ 20 uM de
Cd, provavelmente, estdo relacionados com as eaist@tas anatdmicas das
folhas, que podem ser modificadas pela exposicdtda@-igura, 15), como, por
exemplo, o espessamento da lamina foliar, do pamérq palicadico, do
parénquima esponjoso, aumento na densidade estant{&tdl; CAIl, 2009) e
aumento dos espagos intercelulares no parénquipajeso (SOUZA et al.,
2011). A modificacdo dessas caracteristicas anesdniomo, por exemplo, o
aumento de espagos intercelulares, pode aumengéaeaade superficie dos
cloroplastos expostos ao ar e facilitar o acesg0@oaos sitios de carboxilacao,
causando o aumentando da fotossintese (EVANS &0ay).

Para a A e para a E ndo houve diferenca signifcantre o controle e
os tratamentos, a partir na concentracdo de 50Ndventanto, reducdes na g
com o intuito de diminuir a perda de agua, també&duzem as taxas
fotossintéticas (JONES, 1998). Portanto, a redudao g ,a partir na
concentracdo de 50 pM pode ter contribuido paraingndicdo da A e
consequentemente do crescimento.

A atividade fotossintética diminui ,significativante, com o aumento
das concentracdes de Cd, e assim essa carackefdstie ser considerada um
indicador sensivel do estresse causado por essergle (SOUZA et al., 2011).
Dessa forma, na espécie estudada, o Cd provavelnientresponsavel por
diminuir as taxas fotossintéticas, pois houve rédugo crescimento (Figura, 3,
4 e 6), no entanto, os resultados das trocas gasosm influenciados pela
anatomia da folha, que também sofreu alteracoemirdi 15 e 16, p. 59 e 61)
com a exposicdo as concentracdes crescentes de Cd.

A taxa de carboxilacdo da Rubisco.fy) e a taxa de regeneracdo da
Rubisco ,via transporte de elétrong.fJfoi maior nos tratamentos de 10 e 20
UM (Figura, 8). A partir da concentracdo de 50 fbljve uma queda, tanto na

Vemax quanto na . Em relacdo ao tratamento-controle, as concergsacd
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seguintes de 125 e 250 uM apresentaram uma reduééia de 42,62% na
Vemax € 46,16% naky (Figura 8).
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Figura 8 Caracteristicas bioquimicas que influencés trocas gasosas em plantaSde
molle exposta a concentracdes crescentes de cadmiamppeniodo de 90 dias.
Vemax — taxa maxima de carboxilagcag,J— taxa maxima de transferéncia de
elétrons. As médias seguidas de mesma letra paratamentos nao diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de prolukzuie de erro.

Sob concentracdes baixas e intermediarias de &dotossintese é
limitada pela capacidade de carboxilagdo da RujNscaentanto, sob altas
concentracOes, a fotossintese é limitada pela whukec do ciclo de Calvin de
regenerar a molécula aceptora ribulose-1, 5-bifosfgue depende da taxa de
transportes de elétrons (TAIZ; ZEIGER, 2004). Defssma, as curvas A/Ci
fornecem informac®@es sobre as limitaces bioguisnieafotossintese.

Segundo Long e Bernacchi (2003), a interpretacadticarda curva A/Ci
€ que essa permite a particdo entre bioquimicdimiacdes para a difusao de
CO, no mesofilo. No presente trabalho, a limitacdooraedtica para a
fotossintese ndo foi a responsavel pelo aument®,d&, Vcmax € Jhax NAs
concentracdes de 10 e 20 uM de Cd, pois as cdsdics estomaticas d&
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molle foram modificadas de modo a aumentar a resistgraria a difusdo de
CO, (Figura, 16) e esse aumento da resisténcia podazireas taxas
fotossintéticas (LARCHER, 2006). Dessa forma, nuaa vez 0 espessamento
do mesofilo (Figura, 15) influenciou os resultadas trocas gasosas.

NoO caso da Wnax € a Jax 0 aumento da espessura do mesofilo causou o
aumento da quantidade da Rubisco por unidade de iafienciando as taxas
de carboxilacdo, pois segundo Larcher (2006),déefita e a quantidade de
enzimas de carboxilacdo exercem grande influérasaaxas fotossintéticas. Por
fim, os aumentos ocorridos nas variaveis citadamamas concentracdes de 10
e 20 uM, estéo relacionados com a maior capacigadenidade de area de o
mesofilo realizar a fixagdo do carbono, mas namifii@ que houve um
aumento global nas taxas fotossintéticaS d@olle hessas concentragdes.

Nas maiores concentragfes de 125 e 250 uM de Crkdagbes da
Vemax € da dax para valores abaixo do tratamento- controle estBwionadas
com os efeitos toxicos do Cd que podem variar desd@bicdo enzimatica
(SEREGIN; IVANOQV, 2001) até a geracdo de EROs cquesam a oxidacdo de
biomoléculas, tais como proteinas e lipideos, Egs®rssua vez, causam lesao
oxidativa a membranas e as estruturas subcellutapestantes para a realizacdo
da fotossintese (BHADURI; FULEKAR, 2012).

As leituras SPAD apresentaram decréscimo em fudodaumento das
concentracdes de Cd, com comportamento quadr#gigorg, 9 A). Os niveis de
cinza das imagens apresentaram comportamento énaess dados das leituras
SPAD, sendo que as plantas expostas as menoresnt@gpdes apresentaram
clorose e as expostas as maiores concentracOesemjai@am clorose severa
(Figura 9 B).
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Figura 9 Leitura SPAD (A) e niveis de cinza (B) émhas de plantas d&. molle
exposta a concentracdes crescentes de cadmio pperiado de 90 dias. As
médias seguidas de mesma letra ndo diferem ersdosteste de Scott-Knott a
5% de probabilidade de erro.

O menor teor de clorofila em plantas expostas aoéCatribuido a
inibicdo de sua sintese que, frequentemente, nséaige como clorose. A
exposicdo ao Cd também pode induzir a deficiéneiMd e Fe e, dessa forma ,
causar diminuicdo nos teores de clorofila (SEREGIMANOV, 2001).
Portanto, a diminuicdo dos valores das leiturasBBAumento da clorose nas
plantas podem estar relacionados a interferénc@addioa sintese de clorofila ou
na inducdo de deficiéncia de nutrientes como, gemglo, o Fe, que patrticipa
da biossintese dessa molécula.

A espécieBrassica junced. (Brassicaceae) é considerada uma planta
tolerante a exposicdo ao Cd (MOHAMED et al., 20EXsa espécie exposta a
50 uM de Cd pode apresentar clorose (EBBS; UCHWO082 Dessa forma, a
clorose em plantas expostas ao Cd é um sintonea tijei toxicidade, mesmo em
plantas tolerantes.

E conhecido que o Cd pode inibir a biossinteselatefda através da
inibicdo da enzima desidratase do delta-aminoleatdi §-ALA-D) e a
protoclorofilida redutase, devido a sua interagdim grupos sufidril, levando a

menor producdo de acido-delta-aminolevulinico (ALAjue € o primeiro
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precursor comum para todos os tetrapirréis (ARAVINIRASAD, 2004). O Cd
pode provocar a conversdo da clorofila b para filara emBrassica juncea
tendo um efeito semelhante a resposta mediadaspelescéncia, onde essa

conversao ocorre naturalmente (EBBS; UCHIL, 2008).

4.3 Nutricdo de plantas deschinus molle expostas ao Cadmio

O teor de Cd nas raizes de plantasSdenollefoi maior do que nos
caules e folhasH= 10,93 eP < 0,01). O aumento das concentracbes de Cd na
solugdo promoveu um aumento linear no teor de Gchadb nas raizes, sendo
que esse valor chegou a atingir 458 mg" kg massa seca, na maior
concentracdo (Figura, 10 A). Nas folhas e caulsscancentracdes de Cd
permaneceram baixas, apresentando média de 5,588emd kg' de massa
seca, respectivamente. O teor de Cd nos cauleswrdentou em funcdo do
aumento das concentracGes de Cd na solU€&d03,49 eP = 0,09) e também
nao houve aumento no teor de Cd nas folRas%,72 &P = 0,07).
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Figura 10 Teor de cadmio (A), zinco (B), fésforg @correlacé@o entre o teor de zinco e
caddmio (D) na massa seca da raiz de plantasS.demolle expostas a
concentragdes crescentes de cadmio por um perio@® dlias. MS - massa
seca.

De acordo com Kramer (2010), o nivel critico pate quma planta
exposta ao Cd apresente sintomas de toxicicidatde6éa 10 mg kKjde massa
seca da parte aérea. A concentracdo média de ddllnas e caules d&. molle
ndo ultrapassa os limites que s&o consideradosoge isso pode ter sido
causado porgue a translocacéo de Cd para a pegtefaédiminuida em funcéo
do aumento da concentra¢do na solucdo (Figura).11 A

Segundo Douchiche et al. (2010), a compartimeigdia nas raizes
contribui para a tolerancia ao Cd, pois ao limgtaranslocacdo para a parte area

a planta evita o acumulo de Cd nas folhas e faz @aeno Cd néo interfira nos
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processos metabdlicos que ocorrem nesse 6rgao cporo,exemplo, a
fotossintese. Portanto, a compartimentalizacaodlods raizes e a manutencéo
de teores baixos desse elemento nas folhas, pod&teo principal fator que
determinou a sobrevivéncia das plantas Sle molle durante a exposi¢cédo
prolongada, caracterizando, portanto, uma esteatégtolerancia ao Cd.

Em relacéo a capacidade de acumular Cd nas f@hasplleapresenta
baixo potencial quando comparado com espécies |daes@ e 4lamo, pois a
concentracdo de Cd nessas espécies variam enfrat€1315 mg Cd Kgde
massa seca. A capacidade de acumulacédo de Cdmas éon espécies lenhosas
parece exercer efeito sobre a toleréncia dessaciesp Por exempldSalix
dasycladogode acumular nas folhas até 315 mg Clrkgssa seca.No entanto,
essa espeécie, quando comparada com outras 20essplécsalgueiro e alamo,
possui baixo indice de tolerancia ao Cd nas fqldas1AZIAN et al., 2007).

Comparando a capacidade 8emollede acumular Cd nas raizes com
outras espécies lenhosas consideradas com potgarial ser utilizada em
fitorremediacdo, a espécie em estudo acumula wabpe sdo frequentemente
encontrados nessas espécies. Por exemplo, Utnmetzan (2007), trabalhando
com 20 espécies de salgueiro e alamo observarandegieacumularam nas
raizes valores abaixo de 500 mg Cd' kgassa seca. Dessa forn®, molle
apresenta capacidade similar de acumular Cd nessrajuando comparado com
outras espécies lenhosas com potencial para fitedi&acéo.

Devido a moderada tolerancia e a baixa capacidadgedmular Cd, na
parte aéreaS. molle possui potencial para a fitoestabilizacdo.No dntan
trabalhos com menores concentracfes de Cd e estiedoampo, devem ser
realizados para melhor caracterizacdo da toleréofeisa espécie e também,
para avaliar, na prética, a capacidade de fito#igetéreas contaminadas.

Os teores radicular e foliar de Zn apresentaramndigéo linear em

funcdo do aumento das concentragbes de Cd na eo(&ggura, 10 B). A
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regressao entre o teor radicular de Zn e o tedacuiad de Cd demonstrou que
existe uma correlacad (= 8,62 eP = 0,01) negativa entre a absor¢céo de Zn e
Cd (Figura, 10 D). A diminuicdo da absorcéo de évpcada pela exposicdo o0s
Cd pode estar relacionada a inibicdo competitieés p Zn e o Cd apresentam
similaridades quimicas (eletronegatividade sem&f)anpodem competir pelos
mesmos sitios de absor¢do na raiz (HASAN et al92MALAVOLTA, 2006)
Além disso, a perda da dominéncia apical das paxpostas as concentragbes
de 10 e 20 uM, observada na sessdo 4.1, podem rektaionadas com a
diminuicdo da absorcéo de Zn, pois 0 Zn participantetabolismo do AlA
(BROADLEY et al.,, 2012). Devido a interacdo do Gamcgrupos sulfidrila
(GUIMARAES et al., 2008), esse elemento pode istérha biossintese de AIA
e, possivelmente, pode causar a perda da domirepici.

Nas raizes houve reducdo do teor de P em funcdaudwnto das
concentracbes de Cd (Figura, 10 C). Devido a cedpdei do &anion di-
hidrogenofosfato (KPQy) formar sais e complexos pouco soltuveis com o Cd
(CdPQ), esse anion diminui a disponibilidade do mesmaaiacédo (PAIM et
al., 2006). Dessa forma, a diminuicdo dos teoresstde P nas raizes de plantas
de S. mollepode estar relacionada a esses fatores, pois stmartempo em que
o P diminui a disponibilidade de Cd, o contrarial@ser verdadeiro.

A porcentagem de translocacdo de Cd para a pame aéminuiu de
forma linear em funcdo do aumento das concentradée€d, na solugéo
(Figura, 11 A). Esse resultado pode estar reladmr@om a suberificacdo e
lignificacdo da endoderme e exoderme que atuam dmamneiras apoplasticas
nas raizes e diminuem a translocacao do Cd paageagérea (DOUCHICHE et
al., 2010).
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Figura 11 Translocacao de cadmio (A) e fésforodB) plantas d&. molleexpostas a
concentracdes crescentes de cadmio por um peréo€0 dias.

Como mencionado anteriormente, o teor foliar den@a aumentou em
funcdo do aumento da concentragcdo na solucdo. Quémidcalculada a
porcentagem de translocacdo de Cd para a parie eéothas, observou-se uma
relagdo negativa entre essa porcentagem e 0 aungentconcentracdo na
solugcdo. A reducdo da translocacdo de Cd para & pafrea e a
compartimentalizacdo nas raizes pode auxiliar lemétacia dessa espécie, pois
esse comportamento funciona como um mecanismo depestsacdo ao
aumento da concentracdo de Cd na solucgéo.

A translocacdo de P para as folhas foi aumentadsedida que as
concentracbes de Cd aumentaram. No entanto, ne essh porcentagem de
translocacgéo foi diminuida (Figura, 11 B) O P é acronutriente que mais
limita o crescimento das plantas em campo, send®egu principal papel é o de
armazenar e transferir energia, além de comporamagéculas como o DNA,
RNA e biomembranas (BROADLEY et al., 2012).

O fésforo estd envolvido na biossintese de glutati(GSH), que é
comumente sugerido como um precursor na sintesttadgielatinas (PCs).
Essas PCs auxiliam na compartimentalizacdo do Gdvaciolos, por meio da
formacéo do complexo Cd/PC (SARWAR et al., 201@nfs tratadas com P
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podem aumentar o conteldo de GSH (WANG; WANG; ZHAIRG09). Dessa
forma, o aumento da translocacdo de P para assfplbde estar relacionado
com a sintese de PC, que exerce o papel de comeatdlizar o Cd nos
vacuolos.

Por outro lado, segundo Cakmak e Marschner (138@gficiéncia de
Zn nas folhas pode aumentar a taxa de absorcdoedsuR translocacéo para a
parte aérea devido as interacBes zinco-fosforo.sdewaneira, a maior
porcentagem de translocagdo de P para as folhasjvelmente, pode estar

associada ao baixo contetido de Zn nas plantastagpars Cd.
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Os teores totais de Fe, Mn e Cu nao foram modifisasm nenhum

6rgdo, pela exposicdo ao Cd (Figura, 12 A, B e C)
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Figura 12Teor de ferro (A), manganés (B) e cobre (C) nagemtaule e folhas de
plantas deS. molleexpostas a concentra¢des crescentes de cadmisnpor
periodo de 90 dias. MS - massa seca. As médiasdssgde mesma letra
para os tratamentos com cddmio ndo diferem entpelsi teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade de erro
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O Cd pode competir com o Fe pelo mesmo transpardelonembrana
e, dessa maneira, causar deficiéncia de Fe emapl@@BARWAR et al., 2010).
No entanto, nesse trabalho ndo foi observada digdiounos teores de Fe,
embora, na raiz tenha havido diminuicdo no valodiméara os tratamentos
com maiores concentracdes de Cd, essas nao fagaificsitivos.

A nutricdo adequada com Fe pode minimizar os efettixicos
provocados pelo Cd. Os efeitos toxicos podem seimmdados, devido ao fato
do Fe ser um importante cofator de enzimas antotés$, tais como, a catalase
(CAT) e peroxidase do ascorbato (APX). Assim, pBde aumentar a atividade
dessas enzimas e atuar como um mecanismo de defpsetante contra as
EROs geradas durante a exposi¢do ao Cd (SARWAR 2040).

O Mn é responsével pela ativacdo de enzimas qaenaba glicolise e
no ciclo do &acido citrico, participa da fotélise&tpua (reagéo de Hill), funciona
como cofator na regulacdo do sistema e oxidagdal8pdo metabolismo do
nitrogénio, na lignificacdo e etc (MALAVOLTA, 2006p Cd e Mn competem
pelos mesmos transportadores de membrana (GOMERQWAES; SOARES,
2013). Dessa forma, é esperado que o aumento dzertcecdo de Cd, na
solucéo, provoque a diminuicdo da absorcao de Mn.

O Cd aumenta a absor¢édo de Cu, mas restringeasoracao para a
parte aérea (OBATA; UMEBAYASHI, 1997). No entanttfo se observou,
neste trabalho, alteracéo no teor de Cu na rambém nao houve diferenda (
= 0,66 eP = 0,65) na porcentagem de translocacédo para a parea, em
nenhuma concentracao testada.

O Cu exerce varias funcbes na planta e entre eadestacam: é
componente estrutural de proteinas (Cu-proteinesno, por exemplo, a
plastocianina € um componente da cadeia de traesm® elétrons do
fotossistema |, comp6e isoforma da enzima supeoddismutase (CuZnSOD)

do sistema antioxidante, faz parte da estruturaitdaromo-oxidase na cadeia
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mitocondrial de transporte de elétrons e etc (BROBD et al., 2012).
Portanto, os niveis constantes de Cu em plant&s me@lleexpostas ao Cd, pode
auxiliar na tolerancia dessa espécie devido a itApoia do Cu, no crescimento
das plantas.

Entre os macronutrientes analisados, somente @é&Bre o S no caule
e folhas foram modificados pelas diferentes comagéies de Cd (Figura, 13 B e
C). O teor Mg tanto na raiz, caule e folhas naesgmtou diferenca significativa
em funcdo da exposi¢do ao Cd (Figura, 13). O Mgréponente estrutural da
molécula de clorofila e atua como cofator de muiazimas que ativam
processos na fosforilagdo (GOMES; MARQUES; SOARE®L3). Segundo
Gomes, Marques e Soares (2013), a manutencéo dec@absie Ca e Mg pode
ser uma estratégia de tolerancia para aliviar ittade ao Cd. A absorcao e
transporte de Mg para a parte aérea pode ajudaramty a biossintese de
clorofila, evitando maiores danos, além dos progtosadiretamente pelo Cd
(ARAVIND; PRASAD, 2004).
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Figura 13Teor de macronutrientes na raiz (A), caule (B) lads (C) de plantas d&.
molle expostas a concentragdes crescentes de cadmiorpperiodo de 90
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<0,01; *** p<0,001)
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Para o teor de Ca nas raizes, caule e folhaS. drolletambém nao
houve diferenca significativa (Figura, 13). Comongienado anteriormente, a
manutencdo da absorcdo de Ca pode auxiliar naancier das espécies aos
efeitos toxicos do Cd. O calcio pode aliviar a takdde do Cd, pois esse
compete por canais de Ca na planta. E possivelogusitios de ligacdo de
céations nos transportadores e canais tenham unwa afaiidade por jons Ga
do que por metais pesad(BEREGIN; KOZHEVNIKOVA, 2008) Portanto, a
presenca de Cd na solucdo néo influenciou altesagd@bsorcéo de Ca, devido
a esses fatores.

O teor de P no caule, nas concentragtes de 128 pM5foi menor em
relacdo aos demais tratamentos (Figura, 13 B). Esseltado pode estar
relacionado com a diminuicdo da absorcdo de Paiass (Figura, 10 C). Nas
folhas, as concentracdes de 50 e 125 pM de Cseapgeram as maiores médias
para o teor de P (Figura, 13 C). Como mencionatieriarmente, o P participa
da biossintese de GSH, que atua como um precuidosimtese de PC
(SARWAR et al., 2010). Dessa forma, o aumento do tie P nas folhas, nas
concentracdes supracitadas, pode estar relaciacmdoa sintese de PC, que
reduz a reatividade do Cd no citossol, exercendo pamel importante na
desintoxicacao das células e compartimentalizagdoddnos vacuolos.

A andlise do teor de S no caule (Figura, 13 B)sg®u um aumento, a
partir da concentracdo de 20 uM. O teor adequad® delhora a sintese de
GSH que é considerada um importante mecanismo fésadeontra o estresse
metdlico. Plantas expostas ao Cd podem apresesfiaiédcia de S ,devido a
utilizacdo desse na sintese de PCs (SARWAR e2Gil0). Metais como o Cd
possuem alta afinidade por agentes quelantes cdhTasque parecem exercer
um importante papel na desintoxicacdo metalicalantas (PAL et al., 2006).

Alem disso, em plantas de arroz expostas ao Cd tedams com
diferentes formas de nitrogénio [(WHSO,, NH,NO; e Ca (NQ),], Hassan et
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al. (2005) observaram que a adicao de {0, na solucédo de cultivo causou
inibicho minima de crescimento, e a maior taxa skitgética nas plantas.
Assim, 0 S ndo sO exerce um papel importante pararescimento e
desenvolvimento das plantas, mas também é neaepséa a desintoxicacao de
Cd, por meio da sintese de PCs. Portanto, o aumerti®or de S no caule pode
estar relacionado ao papel do S na desintoxicag&ula

O teor de K ndo apresentou diferenca significativa funcdo do
aumento das concentragBes de Cd em nenhum O6rghadavéFigura, 13) O
potassio esta estritamente ligado a atividade raktab exercendo varias
funcbes na ativacdo enzimética, na sintese deipastena fotossintese, na
osmorregulacdo e na abertura e fechamento dos as®itHAWKESFORD et
al.,, 2012). Dessa forma, a manuten¢do do teor daraizes, caule e folhas
pode ajudar a diminuir a toxicidade do Cd, devidan@ortadncia do K em

diversos processos relacionados com o crescimento.
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4.4 Anatomia de plantas deschinus molle expostas ao Cadmio

A raiz em estrutura primaria d& molleé tetrarca, com presenca de
canais secretores esquizo-lisigenos no floema (BARK 1944) (Figura, 14

A). O cortex possui exoderme (Figura, 14 B) e erdo@, que apresentaram

alteracfes qualitativas com a exposicéo ao Cd (&id4 C e D).

Figura 14 Caracteristicas anatdmicas radiculareplaletas deS. molleexpostas ao
cadmio por 90 dias. ep - epiderme, ex - exoderete ¢ortex, ed —endoderme
e cs - canal secretor. As setas em C indicam i@agfio ectépica e em D
indicam as estrias de Caspary. Em D é possived vemsicdo da endoderme
primaria (com presenca de estrias de Caspary)@aredoderme secundaria
(com presenca de lamelas de suberina).
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O desenvolvimento da endoderme e exoderme é agdeleranuitos
outros aspectos da anatomia radicular sdo alteragi@ndo as raizes estdo
expostas a concentracdes elevadas de Cd (LUX, é20dll; VACULIK et al.,
2012). A endoderme sob estresse do Cd, em algsos,czhegou a apresentar
lignificacdo ectépica (Figura, 14 C) e, na maionaantracao de Cd foi possivel
observar a transicdo da endoderme em estdgio imaom presenca de
estrias de Caspary para a endoderme em estagitdgeicude desenvolvimento,
com presencga de lamelas de suberina (SCHREIBER &889) (Figura, 14 D).

A lignificacdo das paredes das células de teciddicais internos e de
tecidos periféricos ao cilindro vascular (lignifgé® ectépica) pode restringir o
movimento radial via apoplasto do Cd e diminuir saaslocacédo (LUX et al.,
2011). Dessa forma, além da endoderme e exodemmaecat como barreiras
apoplasticas ao fluxo de Cd para a parte aéreapdssivel observar, nesse
estudo, alteragBes como a lignificacdo ectépicatgqodém atua uma barreira
fisica contra o movimento extracelular de Cd e tsaaslocacdo para a parte
aérea. Além disso, o maior indice de toleranciasgmtado pelas raizes reforca
a hipétese de que a formacdo de barreiras conahsarcdo (exoderme) e
translocacdo (endoderme) do Cd foi um fator detwante para atribuir
tolerancia.

Para as caracteristicas quantitativas da anatcadiautar, somente a
espessura da epiderme ndo foi modificada pelasedits concentra¢bes de Cd.
A espessura da exoderme foi menor nas concentrdedss, 125 e 250 uM. No
coértex, a espessura diminui nas concentracfes,d&¥125 uM, no entanto, a
espessura da endoderme aumentou nessas mesmasgragdes (Tabela 1).
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Tabela 1 Caracteristicas da anatomia radicular ldatgs deS. molle expostas a
concentracdes crescentes de cadmio por um peréo€l® dias — Brasil - 2013.

Cd uMm
Caracteristica Controle 10 20 50 125 250
EP 10,14 a 09,43 a 09,78a 09,43a 09,31a 09,36a
EX 19,00 a 17,41 b 1994a 1894a 1595b 17,98b
ED 12,93 b 15,12 a 13,23b 14,86a 14,19a 1341b
ET 2209a 201,3b 2242a 166,4c 209,8b 224,6a

As médias seguidas de mesma letra na linha nameudifentre si pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade de erEP - espessura da epiderme (um), EX - espessura
da exoderme (um), ET - espessura do cértex (um),&pessura da endoderme (um).

A exoderme é, muitas vezes, considerada como umeirBaapoplastica
contra a absor¢cdo de metais, no entanto, estudesnd&ram que 0s metais sao
capazes de passar parcialmente através das paesieglulas modificadas da
exoderme (SEREGIN; KOZHEVNIKOVA, 2008). No presergstudo, essa
variavel diminuiu nas maiores concentracGes de Qe pode ter causado
maior acumulo desse metal nas raizes.

O papel de barreira da endoderme é devido a psEGuberina na
composicdo das estrias de Caspary, bem como pedascteristicas
ultraestruturais das células maduras da endodefimendoderme atua como
barreira de exclusdo para Cd, em diversas plan@adumcao de barreira da
endoderme depende das vias de transporte (sinepl@atiapoplastica), que, por
sua vez, dependem de caracteristicas fisioldgieaspibntas e propriedades
fisico-quimicas dos ions (SEREGIN; KOZHEVNIKOVA, @). Segundo
Seregin e Kozhevnikova (2008), o papel de barddrandoderme em relacdo a
compostos transportados via apoplasto é univeragh podas as espécies

vegetais. O Cd é absorvido pela via simplasticaapoplastica (LUX et al.,



58

2011) e, dessa maneira, pode ser que as caracsrigtiantitativas (espessura)
da endoderme néo reflita as propriedades de barapioplastica desse tecido
contra a absorcdo de Cd. Os resultados da espeks@radoderme mostraram
gue esse tecido pode espessar na presenca de €disea variavel ndo se
correlaciona claramente com o aumento da concéatideg Cd na solucéo.

No caso de ions de metais pesados, transportadugésatio simplasto, o
papel do cortex é aparentemente reduzido para spem@nsporte, enquanto
que, no caso de ions de metais pesados transporsdeés do apoplasto, 0
cértex representa o mais importante tecido de alagho. Nas paredes das
células corticais, os metais pesados podem se lgar quantidades
consideraveis. Essas ligacdes podem limitar a datde metal para dentro do
citoplasma e funcionar como um mecanismo de destapAo
morfofisiolégica, que sequestra o metal num conparito celular com baixa
atividade metabolica (SEREGIN; KOZHEVNIKOVA, 2008).

Embora a espessura do cortex tenha diminuido enumalg
concentracfes, em outras, esse ndo sofreu alteeatdoncdo do aumento da
concentracdo de Cd. Dessa forma, devido a graratgidqade de Cd acumulado
nas raizes (Figura, 10 A) e ao fato do cortex swcmo mais abundante nas
raizes em estrutura primaria, esse tecido podattexdo como um local de
acumulacao de Cd.

Nas secc¢des transversais das folhas, a espessumasddilo aumentou
nas concentracfes de 10 e 20 uM, no entanto, meemvacdes seguintes a

espessura do mesofilo diminui (Figura, 15).
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Figura 15 Espessura do mesofilo e seccdes tramsvels folhas d&. molleexpostas a
concentragdes crescentes de cadmio por 90 diasnésias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste det-Bowoit a 5% de
probabilidade de erro

Esse resultado pode explicar os resultados obtma as trocas
gasosas, onde a fotossintese e a transpiracaonaagrésentaram aumento nas
concentracbes de 10 e 20 puM (Figura, 3). O aumeatoespessura do
parénquima palicadico na presenca de concentrag@ssentes de Cd, foi
observado por Lukoviet al. (2012) em espécies de salgueiro e alangun@e

esses autores, esse aumento foi atribuido & expaedélar causada pelo

aumento do vacuolo, que tem como funcdo compartatiear o Cd.
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Pereira et al. (2011), trabalhando c&ihhornia crassipegxposta ao
arsénio verificaram aumento da fotossintese, tiatEim e condutancia
estomatica. Nesse mesmo trabalho, os autores tawdficaram aumento da
espessura do mesofilo e do parénquima esponjoscseggendo eles, foram os
responsaveis pelo aumento nas trocas gasosas.pOdgdafetar a turgescéncia,
bem como a elasticidade da célula e também podeerdamos espacgos
intercelulares no parénquima esponjoso (BARCEL@.et1986; SOUZA et al.,
2011). Portanto, o aumento da espessura do mesdifilfiolhas des. mollenas
concentracBes de 10 e 20 uM de Cd pode ter sidspmnsavel pelo aumento da
fotossintese.

O aumento das concentra¢cfes de Cd, na solucaamgmownodificacdo
nas caracteristicas estoméaticas. A densidade e#tama superficie adaxial foi
diminuida e na superficie abaxial somente o tratéande 10 pM apresentou
diminuicdo em funcdo da exposicdo (Figura, 16 An Eelacdo ao indice
estomatico o tratamento de 20 uM nado apresentoeredifa para essa
caracteristica, em relacdo ao tratamento contnode,entanto, nas demais
concentracbes o indice estomatico foi menor (Figliéa B). Os estdbmatos
apresentaram diminuicdo do diametro polar, do di&@mequatorial e do
comprimento do ostiolo (Figura, 16 C, D e E). N¢aato, a funcionalidade

estomética foi aumentada com a exposi¢éo ao Cdréid6 F).
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16 Caracteristicas estométicas de planteS. aeolleexpostas a concentracdes
crescentes de cadmio por 90 dias. As médias segmdama letra para os
tratamentos nao diferem entre si pelo teste det-Romtt a 5% de
probabilidade de erro.
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Os estbmatos estdo intimamente relacionados comramsessos de
fotossintese e transpiracdo na planta, pois esdals exercem um papel-
chave, tanto na regulacdo da perda de agua ,quantntrada de CGOno
mesofilo. Dessa forma, € assumido que os estdonfatoscem o principal
controle em curto prazo, tanto para a transpiragéanto para a fotossintese
(JONES, 1998).

A diminuicdo da densidade estomética em plantpsstas ao Cd foi
observada por Ahmad et al. (2005) e o autor atelssa reducdo a diminui¢@o
da éarea verde (pela reducédo da é&rea foliar), qiwiria uma menor densidade
de estbmatos. Como o0s estdmatos sdo células dzaetdia em realizar as
trocas gasosas, a densidade estomatica pode raodifamto a fotossintese,
guanto o uso eficiente da dgua (LAKE et al., 200Bssa forma, a diminuigédo
da densidade e do indice estomaticos podem ekteioreado com a diminui¢éo
da fotossintese, transpiracéo e condutancia estanambora o teste de média
aponte para um aumento dessas variaveis, nas ¢@ud@s de 10 e 20 uM,
sendo esse aumento observado devido ao espessaoentesofilo (Figura,
15).

A diminuicdo do didmetro polar, equatorial e commanto do ostiolo
podem estar relacionados a diminuicdo da fotossniiguida, transpiracdo e
conduténcia estomatica (DELMAIL et al., 2011). Qdmam&o ha aumento da
densidade estomatica, a diminuicdo do tamanho élatas estomaticas pode
contribuir na reducéo das caracteristicas dasdrgasosas, devido ao aumento
da resisténcia a difusdo de £@ara dentro da folha (SHI; CAI, 2009). A
diminuicdo da fotossintese em folhas mais velhat fginalizar para as folhas
em formacdo (LAKE et al., 2001) uma menor quantdde estbmatos por
unidade de area, menor investimento na producdestiimatos bem como
reducdo do tamanho desses (AHMAD et al., 2005).
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A funcionalidade estomética (DP/DE) representa gpadmente o
formato das células-guarda. De acordo com Khah €G02), a forma eliptica é
caracteristica de estbmatos funcionais, enquantdorena arredondada,
frequentemente, € associada a estdmatos que ndsemf@m funcionamento
normal. Quanto maior a relacdo (DP/DE), mais elgmseé o estbmato, podendo
resultar em maior funcionalidade. Dessa forma, mesio da funcionalidade
dos estbmatos em funcdo do aumento das concergrggie auxiliar na
tolerancia deS. mollea contaminacédo por Cd, pois estdbmatos mais fuaison

podem auxiliar na regulacdo da transpiragéao.



64

4.5 Microanalise de raios-X (EDS) em folhas déchinus molle expostas ao
Cadmio

Nas avaliacdes ultraestruturais por microscopia@liza de varredura,
com sistema de microanalise de raio-X (EDS), tardinalise em linha, quanto o
mapeamento nao detectaram a presenca de Cd nassallis oxalato de calcio
(Figura, 17).
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Figura 17 Eletromicrografia de varredura com sigtel® microanalise de raios-X (EDS)
em plantas d&. molleexposta a 50 pM de cadmio por um periodo de % dia
A- microandlise de raios-X em linha do cristal dealato, B — cristal de
oxalato de calcio, C — microanalise de raios-X papeamento do cristal de
oxalato de célcio.

Em algumas espécies de plantas, a tolerancia aisnpeaados esta
relacionada a utilizac@o de acidos organicosc@iso malato, citrato e oxalato.
Sao conhecidos dois mecanismos de utilizagdo déssdss, 0 mecanismo de

exclusdo e o mecanismo interno. O mecanismo deisgelenvolve a excrecdo
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de oxalato pelas raizes,o0 que provoca a quelagEesienetais na rizosfera.No
entanto, 0 mecanismo interno envolve o sequesteedemetais na forma de
quelato, nas partes internas da planta. Quandomefsis pesados séo
complexados a acidos como o oxalato, esses qualatofransportados para o
vacuolo e depositados na forma de cristais de uxdkacalcio (FRANCESCHI,
NAKATA, 2005). Dessa forma, a andlise da composigéaristais de oxalato
de célcio pode ajudar a entender como as plan@enpaliminuir a toxicidade
de metais como o Cd (CHOI et al., 2001).

Nas folhas dé&. molleo Cd ,provavelmente, ndo esta sendo depositaftrma
de cristais, pelo menos em grandes quantidadespdgie ser por causa da baixa
translocacdo do Cd (Figura, 11 A) para a parteaaégaee faz com que a

concentracdo do Cd nas folhas permaneca baixarfi3@" de massa seca).
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5 CONCLUSAO

* A espécieS. mollepossui moderada tolerancia as concentracées de Cd,
utilizadas nesse estudo, e também a longos perétedesposicao.

* A espécie em estudo compartimentalizou nas raiz€sl @bsorvido,
diminuindo a translocacdo para a parte aérea efasséoi 0 responsavel por
atribuir grande parte da tolerancia.

» Os sintomas de toxicidade ao Cd estéo relacioneglmsalteracdes na
absorcdo de nutrientes e modificagbes na fisiolggi@ estdo correlacionados
com alterac@es na anatomia de folhas e raizes.

* A concentracdo de Cd nas folhas e caules de plaigeS. molle
mantém-se baixa em relacdo a valores considerégico®s para plantas e esse
metal ndo é acumulado em grandes quantidades mo®loa das células do
mesofilo.

» Schinus mollepode n&do apresentar um bom desempenho para a
fitoestabilizagdo em locais altamente contaminatlwsentanto, devido a sua
moderada tolerancia a esse elemento sdo necestata¢hos que visem o
melhoramento dessa caracteristica e também trabdhcampo para avaliar o
potencial dessa espécie para a fitoestabilizacao.
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