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RESUMO

Objetivou-se, neste trabalho, avaliar os mecanismos anatdmicos e
fisiologicos relacionados a tolerancia de Echinodorus grandiflorus, quando
exposta a diferentes concentracdes de chumbo (Pb), pois a identificacdo desses
mecanismos podem direcionar estudos para fins fitorremediadores. Foram
realizados experimentos com plantas de E. grandiflorus, expondo-as a diferentes
concentragdes de chumbo [0, 0,75, 1,5, 3,0, ¢ 9,0 uM de Pb(NOs),], conduzido
por um periodo de 90 dias. Ap6s o periodo experimental, foram avaliadas: as
trocas gasosas foliares, caracteristicas de crescimento, concentracdo de chumbo,
macro e micro nutrientes na biomassa das plantas e as modifica¢cdes na anatomia
de raizes e folhas. Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott, ou submetidos a regressdo. A espécie E.
grandiflorus ndo apresenta modificacdes na alocacdo de biomassa, produgéo de
massa fresca e no crescimento do sistema radicular na presenga de chumbo. O
chumbo também ndo modifica a condutancia estomatica, taxa fotossintética,
relacdo Ci/Ca e aumenta a transpiracao das plantas. A planta acumula o chumbo
até valores de 113,74 mg kg' e esse elemento fica compartimentalizado,
principalmente nas raizes com reduzida translocacdo para a parte aérea.
Ocorreram modificacGes nas concentracGes de macro e micro nutrientes mas
sem restricdes nutricionais e com evidente intensificacdo da absorcao de calcio.
A anatomia da espécie ndo demonstra necrose ou evidéncias de toxicidade do
chumbo. Ocorrem modificagdes no xilema das folhas e raizes otimizando a
conducdo de agua e nutrientes e espessamento da endoderme e do cortex
radicular, que restringem o fluxo de chumbo para a parte aérea. Portanto, E.
grandiflorus é tolerante aos efeitos do chumbo devido a manutencdo do
crescimento, auséncia de necrose e melhorias na funcionalidade de seus tecidos
radiculares e foliares, manutencdo da fotossintese e nutrigdo mineral, mesmo
acumulando chumbo em seus tecidos.

Palavras-chave: Chapéu-de-couro. Macrofitas aquéticas. Fitorremediag&o.
Metais pesados. Ecofisiologia vegetal. Anatomia vegetal.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the anatomic and
physiological mechanisms related to the Echinodorus grandiflorus tolerance
when exposed to different concentrations of lead (Pb), since identifying these
mechanisms may direct studies in phytoremediation. We conducted experiments
with E. grandiflorus plants, exposing them to different concentrations of lead [0,
0.75, 1.5, 3.0, and 9.0 uM of Pb(NOs),] for a period of 90 days. After the
experimental period, we evaluated: leaf gas exchanges, growth characteristics,
lead concentrations, macronutrient and micronutrient levels in plant biomass and
the modifications in root and leaf anatomy. The data were submitted to analysis
of variance and the means were compared by the Scott-Knott test, or submitted
to regression analysis. The E. grandiflorus species did not show any
modifications in biomass allocation, fresh mass production and in the root
system growth under lead contamination. Lead also did not modify stomatal
conductance, photosynthetic rate, Ci/Ca ratio, but increased plant transpiration.
The plant accumulates up to 113.74 mg kg™ of lead and this element is mainly
compartmentalized in the roots with reduced translocation to the shoots.
Modifications occurred in the concentrations of macronutrients and
micronutrients, however, without any nutritional restrictions and with evident
increase in calcium absorption. The specie’s anatomy does not demonstrate
necrosis or evidence of lead intoxication. Modifications also occurred in leaf and
root xylem optimizing water and nutrient conduction as well as thickening of
endodermis and radicular cortex, which limits the flow of lead to the shoot.
Therefore, E. grandiflorus is tolerant to the effects of lead due to growth
maintenance, absence of necrosis and improvement in the functionalities of its
radicular and foliar tissues, photosynthesis maintenance and mineral nutrition,
even accumulating lead in the tissues.

Keywords: Large Burhead. Water macrophytes. Phytoremediation. Heavy
metals. Plant ecophysiology. Plant anatomy.
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1 INTRODUCAO

Um dos fatores que afetam o equilibrio ambiental é a poluicdo causada
pela deposicdo de metais pesados nos ecossistemas, decorrente da intensificacdo
das atividades industriais, de mineracdo e do uso de pesticidas e fertilizantes
(MALAVOLTA, 1994).

Segundo Glick (2003), a contaminagdo por metais pesados é decorrente
das atividades industriais que geram residuos e que por problemas no transporte,
armazenamento e descarte desses residuos atingem o solo, ou pelos processos
naturais como a lixiviacdo de minério que liberam metais e também contribuem
com a poluicdo ambiental.

O uso de plantas na remediacdo ambiental tem aumentado nos ultimos
anos. O conjunto de técnicas conhecida como fitorremediacéo se baseia no uso
de plantas associada a sua microbiota, para imobilizar ou remover o
contaminante do solo ou da &gua (PILON-SMITS, 2005). Essas técnicas
tornaram-se alternativas emergentes para a restauracao de sitios contaminados
(XIAO et al., 2008).

No entanto, a fitorremediagcdo exige a compreensdo de varios fatores
intrinsecos que contribuem para o seu éxito. O uso de macréfitas aquaticas em
programas de fitorremediacdo tem sido amplamente pesquisado. Pois essas
apresentam grande adaptacdo a condi¢des adversas do meio e possuem
crescimento rapido. S&o importantes para a manutencdo e equilibrio dos
ecossistemas aquaticos, pois fazem parte da cadeia alimentar, além de
fornecerem constantemente material para a ciclagem de nutrientes (POMPEO;
MOSCHINI-CARLQS, 2003).

As macrdfitas aquaticas também possuem capacidade filtradora e

despoluidora, servem de refgio, alimento e sitio de reprodugdo para muitas
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espécies de animais (VELASQUEZ, 1994). Sdo importantes para fins
econbmicos, ornamentais, téxteis, alimenticios (POTT; POTT, 2000).

Espécies das familias Brassicaceae, Eufhorbiaceae, Asteraceae,
Laminaceae e Scrophulariaceae tém sido reportadas na literatura apresentando
um potencial para a fitorremediacdo, especificamente para areas contaminadas
por chumbo. Apesar da familia Alismataceae ndo possuir nenhuma espécie
fitorremediadora, Sagittaria ssp. vem sendo usada em programas de filtro
bioldgico em programas de fitorremediagdo, apresentando sucesso por possuir
um sistema radicular bastante ramificado (BHATIA; GOYAL, 2014).

Diante da importdncia da fitorremediagdo como técnica para
descontaminacgdo de &reas deterioradas, criou-se a necessidade de estudos que
relacionem a tolerancia de espécies de clima tropical, principalmente para buscar
conhecer e explorar o potencial de espécies nativas, que ainda é muito pouco
estudado. O entendimento das respostas fisioldgicas de espécies nativas ainda é
incipiente com relacdo a tolerdncia aos niveis crescentes de contaminantes,
sendo fundamental considerar sua possivel utilizagdo em sistemas de
fitorremediacéo.

E. grandiflorus foi escolhida por ser uma macréfita enraizada com
sistema radicular ramificado bastante denso, por ser uma espécie nativa e pela
auséncia, até momento, de estudos com essa espécie para fins remediadores em
areas contaminadas por chumbo. Objetivou-se, no presente trabalho, investigar
0s mecanismos fisioldgicos e anatbmicos relacionados a tolerancia da espécie
Echinodorus grandiflorus ssp. grandiflorus (Chamisso & Schlechtendal)
Micheli (Alismataceae) e fornecer informagdes para futuros estudos para fins

fitorremediadores.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Metais pesados

Metais pesados ocorrem naturalmente no ambiente, mas as atividades
humanas tém contribuido com um aumento significativo de sua concentracdo em
muitos ecossistemas terrestres e aquaticos, tornando-os biodisponiveis. A
definicdo de metal pesado é muito variavel. As definigdes baseiam-se em varios
pardmetros como: a densidade dos elementos, a massa atbmica, 0 nimero
atdbmico, a toxicidade e outros pardmetros quimicos (MACEDO, 2002)

A expressdo "metais pesados"”, mesmo sendo comumente usada, ndo €
muito bem definida, podendo-se utilizar como sinénimos, "metais traco",
"elementos trago", "micronutrientes”, "microelementos", entre outros. Para
Malavolta (1994), define-se metal pesado como os elementos que tém peso
especifico maior que 5 g/cm®ou que possuem nimero atémico maior que 20.
Essa expressdo engloba metais, semimetais e mesmo ndo metais, ou metaloides,
como selénio. Alloway (1995) inclui o arsénio e o selénio ao termo.

Alguns metais como Cu, Zn e Co s&o essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento das plantas. No entanto, o Cd, o Pb e 0 As ndo possuem
funcdes fisioldgicas conhecidas, e podem exercer efeitos deletérios sobre varios
componentes da biosfera, quando s&o concentrados a valores acima de seus
niveis considerados de referéncia (MAGNA, 2013).

2.2 O Chumbo (Pb)
O chumbo (Pb) ocorre naturalmente na crosta terrestre, mas atividades

antrdpicas promovem sua acumulacdo nos ecossistemas, ocasionando impactos

ambientais. Esse elemento pode ser um dos maiores contaminantes do solo
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(GRATAO et al., 2005). E um dos maiores problemas ambientais da atualidade
(SHEN et al., 2002).

Quimicamente o chumbo é um metal cinza que pertence a coluna 4A na
tabela periddica, possui nimero atémico 82 e peso atdbmico 207,2 g (WIESER;
COPLEN, 2011). No entanto, esse metal ndo possui henhuma funcéo biolégica
conhecida, é extremamente persistente no solo e na gua. A intoxicacdo ocorre
principalmente através das vias respiratdria e digestéria. O chumbo inorganico
distribui-se inicialmente nos tecidos moles e posteriormente, sofre redistribui¢éo
e deposicao nos 0ssos e cabelos (SADAO, 2002).

As principais fontes de poluicdo do Pb s&o: fumaca de automoveis,
chaminés de fabricas, industria e armazenamento de baterias, galvanoplastia,
fundicdo de minérios de Pb, pesticidas, tintas e aditivos de gasolina (SHARMA,
DUBEY, 2005). Sua permanéncia no ambiente pode durar de 150 a 5000 anos
(SAXENA et al., 1999).

Efeitos neuroldgicos como a encefalopatia pelo chumbo ou saturnina,
representam varias doencas que afetam o cérebro (PAOLIELLO; CHASIN,
2001). E considerada a manifestacdo mais grave da intoxicacdo pelo chumbo,
sendo mais comum em criancas. Nessas, a exposi¢do ao metal resulta, algumas
vezes, em nitida deterioracdo mental progressiva, pois as criangcas sdo mais
suscetiveis ao chumbo, cujo sistema nervoso, nas menores de seis anos, ainda
estd em desenvolvimento (LASAT, 2002).

Os efeitos da exposicdo ambiental ao Pb em criancas de 3 a 6 anos que,
mesmo em concentra¢es sanguineas em torno de 100 ml/L, apresentaram danos
oxidativos, provocando deficiéncia intelectual (JIN et al., 2006).

De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(EPA), o chumbo é classificado como primeiro lugar na lista de 275 substancias

perigosas, j& a Agencia de Substancias Toxicas e Registro de Doencgas ele é
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classificado como segunda substancia mais perigosa, (AGENCY FOR TOXIC
SUBSTANCES AND DIASE REGISTRY, 2007).

A ocorréncia de areas degradadas por chumbo, no Brasil, torna-se cada
vez mais frequente e preocupante pois, de acordo com o Ministério da Salde,
foram identificadas cerca de 220 &reas contaminadas por metais pesados, dentre
eles o chumbo esta presente (BRASIL, 2006).

2.3 Efeitos Fitotoxicos do Chumbo (Pb)

Apesar de ndo ser um elemento essencial, o Pb é facilmente absorvido e
acumulado em diferentes partes das plantas. A absor¢do de Pb é regulada pelo
pH do substrato, tamanho de particulas e capacidade de troca de cétions dos
solos (CTC), assim como pela exsudatos de substancias organicas pelas raizes e
outras caracteristicas fisico-quimicas. A absor¢cdo de tal metal do solo pelas
raizes ocorre atravésda membrana plasmatica, provavelmente envolvendo canais
cationicos (ROMEIRO et al., 2007).

Devido aos seus efeitos fitotoxicos, o Pb pode reduzir drasticamente a
produtividade de diversas culturas, trazendo danos para agricultura e para a
vegetacdo nativa. Muitos sdo os sintomas toxicos nas plantas causados pela
exposicdo ao Pb. Esse metal pode induzir direta e indiretamente diversas
alteracbes morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas, tais como inibicdo da
germinacdo de sementes, diminuicdo do crescimento da planta, diminuicdo da
producdo de clorofila, peroxidacéo lipidica, estresse oxidativo, danos ao material
genético, alteracdes da atividade enzimatica e produgdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (SHAHID et al., 2012).

A exposicdo ao chumbo também pode promover clorose em folhas,
escurecimento do sistema radicular, inibicdo da fotossintese, alteracbes das

relagdes hidricas, modificagdes hormonais e alteragdes anatdmicas. Disturbios
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no metabolismo celular ou rompimento de alguma estrutura da célula podem
acontecer devido & interferéncia do Pb sobre algum elemento essencial.
(SHARMA,; DUBEY, 2005).

2.4 Mecanismos de defesa contra o chumbo a nivel molecular e celular

apresentado pelas plantas

Em resposta aos efeitos causados pelo Pb, as plantas tém desenvolvido
algunsmecanismos de tolerancia.A primeira estratégia de defesa encontra-se
nasraizes. Em Lemna minor L. respondem rapidamente a presenca do elemento,
formando em uma berreira mecénica com aformacgéo e a deposicdo de calose
entre a membrana plasmatica e a parede celular (SAMARDAKIEWICZ et al.,
2012).

A retencdo de Pb nas raizes envolve a ligacdo a parede celular e
precipitacdo extracelular, principalmente sob a forma de carbonato de chumbo.
Em baixas concentracdes, o Pb pode mover-se através dos tecidos da raiz,
principalmente através via apoplastica e radialmente através do cortex proximo
onde se acumula na endoderme (MEYERS et al., 2008).

Estudos sugerem que a absorc¢éo e tolerancia ao Pb dependem do tipo do
sistema radicular. A resposta de células do sistema de raizes priméarias em
Lemna minor L. foi diferente daquelas que possuem sistema de raizes
adventicias, essas, apresentaram mecanismos contra a absorcdo do metal,
evitando assim danos oxidativos, sendo mais tolerantes. Entretanto, esses
mecanismos envolvidos ndo estdo claros (MICHALAK; WIERZBICKA, 1998).

Uma revisdo realizada por Inoue et al (2013) concluiu que a capacidade
dos metais se ligarem a parede celular est& correlacionada com a quantidade de

polissacarideos e grupos carboxilicos presentes nessa estrutura.
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Segundo Kumar et al. (1995), 90% do total de Pb absorvido pelas
plantas é acumulado na raiz. Esse metal é localizado na parte insoltvel da parede
celular, sendo esse fato interpretado como um mecanismo de desintoxicacdo .As
raizes sdocapazes de acumular quantidades significativas desse metal pesado e
simultaneamente impedir sua translocacdo para a parte aérea (ROMEIRO et al.,
2006).

Algumas espécies apresentam a formacdo de plaquetas de ferro (Fe) e
manganés (Mn) na parte superficial da rizosfera que podem impedir a absorgédo
do metal (HANSEL, 2002).

Estudos ultraestruturais tém demonstrado que o Pb se acumula
principalmente nos espacos intercelulares, perede celular, deposita-se em
pequenos vacuolos, reticulo endoplasmatico, dictiossomos e pequenas vesiculas
derivadas dos dictiossomos (ROMEIRO et al., 2006).

Processos endociticos e exociticos estdo envolvidos na desintoxicacao
do metal. A membrana plasmatica atua como uma barreira. Invaginagdes da
membrana e a formagdo de algumas vesiculas derivadas do dictiossomo e
reticulo endoplasmatico sequestram e previnem a circulagdo livre do Pb no
citoplasma (CLEMENS, 2006). Este autor ainda menciona que o vacuolo € o
altimo compartimento de armazenamento do Pb. Em niveis elevados de Pb
Meyers et al. (2008), sugere que ha um aumento significativo na producdo de
vacuolos, isso pode ser uma estratégia de defesa. Em contrapartida, o Pb pode
ser transportado para parte aérea via xilema (HANC et al., 2009).

Um dos efeitos fisiologicos a exposi¢do ao Pb séo os disturbios causados
nas membranas dos tilacoides, induzindo a formagdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS), como superdxido (O%), perdxido de hidrogénio (H,0,) e
hidroxila (HO"). A presenca do Pbfaz com que a quantidade dessas formas

reduzidas de oxigénio sejam produzidas de forma desiquilibrada (LIU et al.,
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2010). Esse estresse oxidativo pode causar peroxidacao lipidica e danificar as
membranas comprometendo a integridade celular (SHARMA; DIETS, 2009).

Para se protegerem contra injarias nas células e tecidos, as plantas
possuem um sistema antioxidante enziméatico como a catalase (CAT), redutase
da glutationa (GSH) e a dismutase superdxido (SOD). Em adicdo ha
antioxidantes ndo enzimaticos de baixo peso molecular, tais como a prolina,
cisteina, acido ascorbico, carotendides, flavonoides, fenodis, glutationa
(MALECKA; PIECHALAK; TOMASZEWSKA, 2009; HERNADEZ et al.,
2009). As respostas a toxicidade do metal envolvendo sistema antioxidante
enzimatico e ndo enzimatico depende da espécie, do tipo de tecido e do tipo e
concentragdo do metal (HUANG; HUANG, 2008).

2.5 ModificacGes anatdmicas causadas pelo Pb.

Fitoxicidade causada pelo chumbo pode afetar a morfologia e anatomia
dos 6rgaos das plantas. As raizes sdo o primeiro 6rgdo a entrar em contato com o
contaminante e essa estrutura pode apresentar modificacbes como: 0 aumento da
espessura da exoderme e endoderme e também pode haver lignificacdo e
suberizacdo dessas estruturas. A formacao desses tecidos servem como barreiras
apoplasticas e servem para impedir a penetracdo de agua, ions, podendo
desempenhar um papel importante de prote¢do contra estresses provocados por
metais pesados (CHENG et al., 2012).

Como observado por Oliveira (2010), os tecidos das raizes como
epiderme, exoderme e endoderme podem apresentar um aumento na espessura.
Esses tecidos podem reduzir a translocacdo do Pb para a parte aérea
(OLIVEIRA, 2010).
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Pode haver diminui¢do no cortex e na propor¢do dos tecidos vasculares,
no entanto o aumento do comprimento e didmetro das fibras pode ocorrer
(AHMAD et al., 2005)

As folhas sdo oOrgdos extremamente plasticos e respondem bem as
variacGes ambientais. Dentre as disfuncdes morfoldgicas e anatdmicas causadas
pelo chumbo estdo: reducdo do tamanho das células epidérmicas, reducdo da
cuticula, alteracdo no numero de tricomas e estdmatos, alteracdes do tamanho
das células-guarda. Esses efeitos podem afetar a fotossintese, transpiracéo e
balanco energético nas folhas (WERYSZKO-CHMIELEWSKA; HWIL, 2005).

O Pb também pode promover a diminui¢éo na densidade de tricomas em
ambas epidermes.Modificagdes em tecidos como o parénquima paligadico,
parénquima esponjoso, e nos tecidos vasculares podem ocorrer (CASTRO;
PEREIRA; PAIVA, 2009).

2.6 Fitorremediacao

A deposicdo de metais pesados nos ecossistemas tem se agravado pelo
aumento das atividades industriais e agricolas. Dessa forma, a sanidade humana
e de outras espécies tém sido comprometidas, ao passo que esses avangam
nacadeia alimentar. Tecnologias para remediar ambientes contaminados vém
sendo usadas. As técnicas tradicionais para a remediacao de solos contaminados
com metais apresentam custo elevado, trazem danos aos ecossistemas e podem
afetar a salde de pessoas diretamente envolvidas no processo (JADIA et al.,
2009). Neste contexto, a busca por outras técnicas, de baixo custo e mais simples
de serem executadas como a fitorremediacdo, surge como uma estratégia
interessante para a descontaminacdo de ambientes poluidos (ALI; KHAN;
SAJAD, 2013).
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Esta técnica pode ser definida como uma engenharia que utiliza plantas
verdes para remover, conter ou minimizar, em quantidades inofensivas, 0s
contaminantes do ambiente tais como: metais pesados, elementos-traco,
compostos organicos e radioativos do solo e da dgua. Nessa defini¢cdo incluem-
se 0s processos bioldgicos, quimicos e fisicos que sdo usados pelas plantas para
absorver, sequestrar, degradar e metabolizar o contaminante (TANGAHU et al.,
2011).

A fitorremediagdo apresenta elevado potencial de utilizacdo, devido as
vantagens que apresenta em relagcdo as outras técnicas tradicionais pois essa tem
sido considerada menos onerosa do ponto de vista econémico, ja que a fonte de
energia utilizada é a solar. E considerado um método ecologicamente correto,
pois 0 emprego de plantas é mais favoravel esteticamente, e pode ser aplicado
com o minimo de disturbio ambiental (PILON-SMITHS, 2005).

No entanto, apesar de todas as potencialidades , a fitorremediacéo
apresenta algumas limitacGes e dificuldades: a selegdo de espécies tolerantes é o
principal fator limitante, o contaminante deve estar dentro da zona de alcance do
sistema radicular, o clima e as condi¢cbes edaficas podem restringir o
crescimento das plantas, a presenca do contaminante na espécie pode favorecer a
contaminacdo da cadeia alimentar, o tempo de despoluicdo pode ser longo, as
plantas devem ser retiradas das areas contaminadas para receber destinagdo
correta ( PILON- SMITHS, 2005; PROCOPIO et al., 2009).

Os mecanismos pelo quais as plantas removem o0s contaminantes do
ambiente variam conforme as caracteristicas dos compostos e propriedades das
plantas. S&0 mecanismos utiizados: fitoextracdo (absor¢do e acumulagdo de
poluentes nos tecidos da planta), fitodegradacdo (degradacéo dos poluentes pelas
plantas e microorganismos associados), fitoadsor¢éo (adsor¢édo dos poluentes no
sistema radicular, imobilizando os contaminantes), fitoestabilizacdo (liberacdo

de compostos que podem imobilizar os poluentes); fitovolatizacdo (volatizacdo



22

dos poluentes para a atmosfera por intermédio das plantas) e rizofiltragdo
(absorc¢do dos poluentes pelas raizes de plantas em ambiente aquéatico) (PILON-
SMITS, 2005; YAO et al., 2012).

E importante ressaltar que a destinagdo do material utilizado na
fitorremediacdo nem sempre é a incineracdo. Dependendo da espécie, a
capacidade de acumulacdo e risco ambiental apresentado, o material pode ser
depositado em aterro, coprocessado na fabricagéo de cimento, ou na producéo de
fibras. Ha também a possibilidade de recuperar-se 0o metal, ap6s a colheita da
espécie (ANDRADE; TAVARES; MAHLER, 2007).

Apesar de a fitorremediacdo apresentar grande versatilidade, para que
sua aplicacdo seja efetiva, o contaminante ndo pode ser fitotoxico para a espécie
em questdo. Esta, deve produzir grandes quantidades de biomassa, manter seu
metabolismo mesmo em grandes concentracfes do metal, ser capaz de adaptar-
se as condi¢bes do ambiente impactado, ser de facil colheita, reprodugdo
vegetativa e resisténcia a pragas e doencas (OLIVEIRA, 2006).

Nesta perspectiva, a fitorremediacdo é considerada uma técnica
promissora e inovadora na descontaminagdo ambiental, mas estudos a fim de
avaliar a tolerancia de espécies nativas com o potencial fitorremediador ainda

séo incipientes.

2.7 Macrdfitas

A partir de estudos com plantas que crescem desde locais encharcados
até ambientes totalmente submersos, surgiu o termo macrofitas aquaticas, aceito
e adotado pelo International Program of Biology. No entanto, vale ressaltar que
as macrofitas aquaticas enraizadas sdo eficazes na absor¢do de nutrientes das

camadas profundas do sedimento, tornando-os disponiveis nas camadas mais
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superficiais da &gua atravées da excrecdo e decomposi¢do (SILVA; MARQUES;
LOLIS, 2012).

As macrofitas aquéticas tém a capacidade de ocupar varios ambientes
em funcdo de apresentarem diferentes graus de plasticidade morfoanatémica e
fisioldgicas, o que lhes garante vantagem adaptativa, permitindo sua colonizacao
e sobrevivéncia sob condi¢Ges que seriam consideradas adversas para outras
espécies (TARDIVO; BACH; MORO, 2007).

Segundo Esteves (1998), a distribuicdo das macroéfitas é variavel,
apresentando as seguintes formas de vida de acordo com a altura com que 0
nivel da agua atinge o corpo dessas espécies: Anfibia - vive bem tanto em area
alagada como fora da &gua; Emergente — enraizada no fundo, parcialmente
submersa; Flutuante fixa - enraizada no fundo, com caule e/ou ramos e/ou folhas
flutuantes; Flutuante livre - ndo enraizada no fundo, podendo ser levada pela
correnteza; Submersa fixa - enraizada no fundo, com caule e folhas submersas,
geralmente com a flor para fora d’agua; Submersa livre - ndo enraizada no
fundo, totalmente submersa, emergindo somente a flor; Epifita - se instala sobre
outras plantas aquaticas.

As macrofitas (aquaticas submersas enraizadas e emergentes) ganharam
importancia mundial por apresentarem eficiéncia para remover uma variedade
de contaminantes, organicos e inorganicos (DIRH; SHARMILA; SARADHI,
2009).

Pesquisas sobre o papel funcional desempenhado pelas macréfitas
aquaticas nos ecossistemas limnicos revelam a grande importancia dessas
espécies, capazes de estabelecer uma fonte de intercAmbio entre o ecossistema
aquético e o ambiente terrestre (VIANA et al., 2010).
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2.8 Echinodorus grandiflorus ssp. grandiflorus (Alismataceae)

Plantas da familia Alismataceae sdo ervas flutuantes ou emersas que
vivem em ambientes Umidos ou de agua parada. Essa familia é composta por 11
géneros e 75 espécies que habitam zona tropical e temperada. O género
Echinodorus possui 26 espécies que ocorrem principalmente na regido dos
tropicos na América do Sul (HAYNES; HOLM-NIELSEN, 1994), sugerem que
a espécie teve origem no Sul do Brasil, sendo introduzida na América do Norte
para fins ornamentais (LEHTONEN, 2009).

Echinodorus grandiflorus ¢ uma macréfita enraizada com folhas
emergentes, popularmente conhecida como chapéu-de-couro, cha-de-mineiro,
erva-de-pantano, cegonha-do-brejo, erva-do-brejo (CARDOSO; PEREIRA,;
LAINETTI, 2003; CARDOSO; PEREIRA; LAINETTI, 2005;). Ocorre desde os
Estados Unidos até a Argentina, estando restrita ao hemisfério ocidental
(LEHTONEN, 2008).

Esta espécie é abundante durante a cheia, chegando a dominar locais
inundados e solos argilosos férteis, podem desaparecer completamente durante a
seca do Pantanal brasileiro, é considerada resistente ao fogo, pois o rizoma
permanece viavel ap6s o fogo (POTT; POTT, 2000). Segundo Lorenzi (2000),
essa espécie pode infestar canais de irrigacdo e cursos de agua rasos, margens de
rios e lagos, baixadas pantanosas e lavouras de arroz, sendo considerada
daninha.

No Brasil, é encontrada nos estados de Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais e Sdo Paulo (MATIAS, 2010). Vivem em areas alagadas de agua doce,
sdo perenes, com rizomas acaulescentes, hastes e peciolos glabos ou
pubescentes, possui latex, flores brancas perfeitas ou imperfeitas e os frutos sdo
do tipo aquénios. As folhas sdo emersas, coriaceas, com laminas ovais com

apice agudo e a base levemente cordada (LEHTONEN, 2008). E encontrada em
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mananciais aquaticos ou cultivada para fins medicinais (LORENZI, 2000;
LORENZI; MATQS, 2002).

Diversos estudos tém demonstrado suas propriedades terapéuticas,
utilizada em diferentes tratamentos. Um estudo etnoboténico realizado por
Botrel et al. (2006) mostrou que ela é amplamente utilizada pela populacéo para
fins terapéuticos nos municipios de Minas Gerais. Extratos das folhas de E.
grandiflorus demonstraram efeitos anti-inflamatério (BRITO et al., 1999),
vasodilatador (ALMEIDA et al., 2003) e hipoglicemiante (BARBOSA-FILHO
et al., 2005), atividade diurética (CARDOSO; PEREIRA; LAINETTI, 2003),
reducdo do colesterol (CARDOSO; PEREIRA; LAINETTI, 2005), e anti-
hipertensivo (LESSA et al., 2008), antirreumatica, sendo também usada para
combater &cido Urico e problemas de pele (TESKE; TRENTINI, 2001).

Em relacdo aos aspectos ecologicos, E. grandiflorus é importante, pois
serve para a alimentacdo e refgio de varias espécies e também evitam erosdo
(JOAQUIM et al.,, 2010). Segundo Bevilaqua, Nedel e Zuanazzi (2001), o
grande extrativismo dessa espécie, em algumas regides, devido as suas
propriedades medicinais, predispdem - na a risco de extingéo.

Segundo a descricdo anatdmica realizada por Leite, Franca e Scatena
(2012), E. grandiflorus apresentam raizes com coértex externo constituido pela
exoderme (hipoderme), formada por duas a trés camadas de células hexagonais e
com parede periclinal externa mais espessada que as demais. O cortex mediano
apresenta células braciformes; cortex interno apresenta varias camadas de
células arredondadas de tamanho menor que as demais e com reducdo de espago
intercelular. A camada mais interna, a endoderme, € unisseriada, com células de
paredes delgadas, onde se evidenciam estrias de Caspary. O cilindro vascular
dessa espécie possui varios elementos de metaxilema ocupando a regido central.

As folhas sdo anfiestomaticas, em secgdo paradérmica apresenta células

sinuosas com estdbmatos paraciticos. Em sec¢éo transversal é unistratificada com
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parede periclinal externa mais espessada que a interna e com cuticula fina. O
mesofilo é dorsiventral, o parénquima clorofiliano apresenta trés camadas de
células voltadas para a face adaxial da lamina foliar. O parénquima esponjoso
apresenta cerca de cinco camadas de células com reducdo dos espacgos
intercelulares. O mesofilo apresenta feixes colaterais dispostos em uma Unica
fileira com fibras periciclicas. Ha uma grande nervura central que possui de dois
a seis feixes vasculares. Logo abaixo da epiderme ocorre coléquima lacunar.
Também foram observados, tanto nas raizes, quanto nas folhas, a presenca de
idioblastos contendo compostos fendlicos e também cristais na forma de rafides
e drusas (LEITE; FRANGCA; SCATENA, 2012).

O peciolo apresenta epiderme unisseriada, coberta por cuticula delgada.
O parénquima clorofiliano estd presente, parénquima fundamental esta
localizado nas projecdes do sulco desse 6rgdo. Essas células contém grdos de
amido e monocristais. Observam-se cdmaras de ar constituindo o arénquima,
circundado por 16 a 25 células parenquimaticas. Essas camaras apresentam - se
como colunas Os feixes vasculares sdo colaterais e ocorrem ao longo da
circunferéncia do peciolo e aerénquima. O floema ocorre externo ao xilema e
apresenta células companheiras, elementos crivados e uma quantidade de fibras
perivasculares ndo lignificadas. Canais secretores estdo presentes no
parénquima, entre as lacunas de ar e ao redor de todo peciolo (BONA;
BOEGER; SANTQOS, 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de execugdo

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo do Departamento de
Biologia. As analises foram realizadas nos seguintes laboratérios: Anatomia
Vegetal do Departamento de Biologia e no Laboratério de Analise Foliar do

Departamento de Quimica Universidade Federal de Lavras (UFLA-MG).

3.2 Obtenc¢do do material vegetal

Plantas de E. grandiflorus foram coletadas em uma é&rea alagada
proxima & regido de Lavras - MG, livre de aparentes fontes de contaminacéo.
Apbs a coleta, as plantas foram lavadas e selecionadas quanto a qualidade
fitossanitaria e por uniformidade de tamanho.

Em seguida, foram levadas para a casa de vegetacdo do Departamento
de Biologia da Universidade Federal de Lavras, onde foram cultivadas em
solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) modificada, com 40% de forga
ibnica e vermiculita como substrato. Permaneceram na casa de vegetacdo por

trés meses para formacéo dos clones.

3.3 Planejamento experimental

Os clones foram uniformizados quanto ao tamanho, foram transferidos
para bandejas plasticas com capacidade para sete litros. Para montagem do
experimento as plantas foram uniformizadas com base em critérios de tamanho e

fitossanidade. Os tratamentos foram constituidos de seis diferentes
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concentracdes de chumbo sendo: zero (controle), 0,75; 1,5; 3,0 6,0 € 9,0 uM de
A fonte de chumbo usada foi 0 Pb(NO3),.

As concentracdes de Pb que foram utlilizadas nos diferentes tratamentos
foram obtidas com base no valor maximo permitido (VMP) de Pb total para
lancamento de efluentes em corpos de &gua doce, estabelecidas com base na
Resolucdo n° 430 de 13 de Maio de 2011, que dispde sobre as condicBes e
padrBes de langamento de efluentes, que complementa e altera a Resolugdo n°
357, de 17 de margo de 2005, do Conselho Nacional do Meio Ambiente -
CONAMA. De acordo com essa resolucdo, o valor maximo permitido para o
chumbo é de 0,5 mg L (BRASIL, 2011). O experimento teve duragdo de 90 dias
em delineamento inteiramente casualizado, com seis tratamentos e quatro
repeticBes. A parcela experimental foi constituida de uma bandeja, com uma

planta. A troca de solugdo foi realizada a cada vinte dias.

3.4 Andlises de crescimento

Foram selecionadas e coletadas quatro plantas por tratamento, em dois
tempos: tempo um, no inicio do experimento e tempo dois, apds 90 dias, ao final
do experimento. As plantas foram separadas em folhas, rizomas e raizes. Foi
realizada a contagem do numero de raizes. Medi¢bes do comprimento e
didmetro da maior raiz também foram realizadas utilizando paquimetro digital.
Em seguida, todo o material foi colocado em estufa de circulacdo forcada, a
60°C, até massa constante. Os dados de massa fresca, massa seca das folhas,
raizes e rizomas foram obtidos em balanga analitica.

Foi realizada e mensuragédo da alocacdo de biomassa e o teor de massa

fresca.
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3.5 Trocas gasosas

Trocas gasosas foram avaliadas em dois momentos: aos 30 e 90 dias de
exposicdo aos tratamentos de chumbo. Foram avaliadas as caracteristicas de
trocas gasosas das plantas por meio de um analisador de trocas gasosas por
infravermelho (IRGA) modelo L16400XT (Li-Cor Inc., Nebraska, USA). Foram
avaliadas a taxa fotossintética (A), a condutancia estomatica (gs), a taxa
transpiratoria (E) e a relagdo entre carbono interno e externo (Ci/Ca), de uma
folha completamente expandida em cada repeti¢do. As analises foram realizadas
no periodo da manha entre 8h e 10h. A densidade de fluxo de fo6tons

fotossinteticamente ativos foi fixada no aparelho para 1.000 pmol m? s™.
3.6 Concentracao de clorofila

O teor de clorofila nas folhas foi determinado utilizando-se 0 medidor
portatil de clorofila SPAD-502 (Konica Minolta, Tokyo, Japan). Foi avaliada
uma planta por tratamento, medindo duas folhas na regido mediana do limbo

foliar. Das duas leituras, foi calculada a média para cada folha amostrada.
3.7 Andlise nutricional

Para a andlise nutricional, raizes, rizomas e folhas de uma planta por
repeticdo, foram lavados em &gua corrente e secos em estufa a 60°C, por 72h.
Em seguida, a biomassa de cada 6rgdo foi triturada em moinho de facas tipo
Wiley. Depois de triturado, 500 mg de massa seca foi pesada em balanca
analitica. Ap0s esse procedimento, o material vegetal foi levado para digestdo
nitroperclorica, segundo método proposto por Sarruge e Haag (1974). Dessa

forma, foram misturados 10 mL de HNO; concentrado, deixando-se as amostras
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em repouso, durante 12 h. A digestéao foi feita a uma temperatura de 150 °C, por
30 minutos até a reducdo de, aproximadamente, a metade do volume de &cido
nitrico adicionado. Depois desse periodo, foi adicionado 1,0 mL de HCIO, P.A.
e a temperatura do bloco digestor aumentada para 210°C por 20 minutos, até o
clareamento da solucdo. O produto da digestdo (amostra) foi transferido para
baldo volumétrico de 25 mL, acrescentado 10 mL de &gua destilada e levados
para leitura em Espectrometro de Absor¢do Atdmica, modalidade chama,
fazendo trés avaliagcOes para cada 6rgdo, com parcela experimental de uma
aliquota do produto da digestdo. Foram determinados o teor de chumbo (Pb),
macronutrientes [Nitrogénio (N), fosforo (P), potéassio (K), calcio (Ca),
Magnésio (Mg) e Enxofre (S) e micronutrientes [Cobre (Cu), Manganés (Mn),
Zinco (Cu) e Ferro (Fe)] nas raizes, rizomas e folhas. Essa analise foi realizada
no Laboratério de Analise Foliar do Departamento de Quimica (DQI), na
Universidade Federal de Lavras.

3.8 Anélise Anatémica

Aos 30 e 90 dias, duas folhas e duas raizes de cada repeticdo foram
coletadas, lavadas em agua corrente e fixadas em F.A.A. - (formaldeido, cido
acético glacial P.A. e etanol 70%, na propor¢do de 0,5: 0,5: 9), por um periodo
de 72 horas e, posteriormente, conservadas em etanol 70% (KRAUS; ARDUIN,
1997). Para confecgdo do laminario permanente, as amostras foram desidratadas
em série etilica, infiltradas e incluidas em hidroxietil-metacrilato Leica®
(Heidelberger, Alemanha), seccionadas em microtomo semiautomatico, (KD-
3368, Ciencor Scientific, Sdo Paulo, Brasil). Foram realizados doze cortes de
cada folha e de cada raiz, coradas com azul de toluidina (O'BRIEN; FEDER;
MCCULLY, 1990) e montadas em béalsamo do Canada. Foram amostrados dez

campos por corte.



31

As laminas foram analisadas em microscopio trinocular Olympus CX41,
com sistema de captura acoplado, sendo as analises realizadas em um software
de analise de imagens Image Tool versdo 3.0 (UTHSCSA..., 2002). As
caracteristicas anatémicas avaliadas na folha em seccdo transversal foram:
espessura da epiderme na face abaxial, espessura da epiderme na face adaxial,
espessura do mesofilo, espessura do parénguima palicadico, espessura do
parénquima esponjoso, a propor¢do de feixes vasculares na nervura central, a
proporcdo de xilema nos feixes vasculares, a propor¢do de floema nos feixes
vasculares, a propor¢édo de fibras nos feixes vasculares, a propor¢éo da bainha
nos feixes vasculares e o didmetro dos elementos de vaso do xilema.

Na raiz foram avaliadas: espessura da epiderme, espessura da exoderme,
espessura do cortex, espessura da endoderme, propor¢do de Xilema no cilindro
vascular, proporcéo de floema no cilindro vascular, proporcéo de elementos de
vaso no xilema e proporgdo de elementos de vaso no cilindro vascular. As
proporcdes dos tecidos foram calculadas com base na divisdo da area do tecido

pela area total da estrutura em que se encontram, multiplicada por 100.

3.9 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas, utilizando-se o software
SISVAR 5.0 (FERREIRA, 2011). Antes da realizacdo de uma analise
paramétrica, os dados foram testados quanto a sua normalidade e os que ndo
apresentaram distribuicdo normal, foram transformados. Os dados foram
submetidos a anélise de variancia em delineamento inteiramente casualizado e as
médias comparadas pelo teste de Scott-Knott, com 5% de probabilidade de erro,

ou submetidos ao teste de regresséo.
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3.10 Tratamento de residuos contaminados

Partes das plantas e a vermiculita contaminadas com Pb foram
encaminhadas ao Laboratdrio de Gestdo de Residuos Quimicos da UFLA, para o

correto tratamento e disposic¢do final desses residuos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teor de Pb em Echinodorus grandiflorus ssp. grandiflorus

O teor de Pb total em plantas de E. grandiflorus foi de 113,74 mg kg™ de
massa seca (Fc = 137, 83; p< 0,01) (Figura 1A). O Pb ndo é considerado tdxico
para a maioria das espécies de plantas até valores entre 5 e 10 mg Kg™ de massa
seca das plantas, sendo que, entre 30 e 300 mg Kg™ do elemento na massa seca é
considerada toxica (SHIKHOVA, 2012). Portanto, E. grandiflorus manteve seu
metabolismo ativo, sem afetar a fotossintese, o conteddo de clorofila mantendo
seu crescimento mesmo em concentracfes de Pb consideradas téxicas,
apresentando ser uma espécie tolerante ao metal.

Os teores de Pb nas raizes e rizomas foram maiores do que nas folhas
(Fc = 20,40 p< 0,01). O aumento do teor de Pb na solucdo promoveu um
aumento linear do teor de Pb, para os trés érgdos analisados (Figura 1B). O
contetdo de Pb nos trés 6rgdos analisados variou de acordo com as diferentes
concentracdes usadas. Sendo que, nas menores concentracdes, o teor de chumbo
foi maior nas raizes e rizomas do que nas folhas, e na concentracao intermediaria
de 3uM o rizoma foi o 6rgdo que apresentou maior teor do metal. Nas duas
maiores concentracOes, as raizes e rizomas apresentaram maiores teores de Pb

do que as folhas (Figura 1C).
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Figural A- Teor total de Pb em plantas de E. grandiflorus; B - Acimulo e
alocagdo de Pb nos diferentes 6rgdos de E. grandiflorus expostas a
concentragdes crescentes de chumbo, por um periodo de 90 dias; MS
- massa seca; C - Interacdo Pb x &rgdo expostas a crescentes
concentracdes de chumbo, por um periodo de 90 dias. Barras
equivalem ao erro padrdo

De acordo com Sharma e Dubey (2005), o contetdo de Pb nos 6rgados
vegetativos tende a diminuir na seguinte ordem: raiz é maior do que nas folhas,
esta € maior do que nos caules. O teor de Pb em E. grandiflorus foi maior nos
Orgdos subterraneos (raizes e rizomas) do que na parte aérea. Resultados
semelhantes foram observados com a compartimentalizacdo do Pb nas raizes,
por Alves et al. (2008), que avaliaram a tolerancia, absorcdo e distribuicdo do
elemento em plantas de vetiver (Vetiveria zizanioides (L.) Nash), jureminha
(Desmanthus virgatus (L.) Willd) e algaroba (Prosopis juliflora (SW) DC), e

observaram que 0s maiores teores de Pb, nas trés espécies estudadas, foram
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compartimentalizados nas raizes, em comparagdo com a parte aérea. Probst et al.
(2009) também encontraram maiores teores do metal nas raizes e caules do que
nas folhas em Vicia faba. Kumar, Prasad e Sytar (2012) encontraram resultados
semelhantes em Talinum triangulare (Jacg.) Willd (espinafre Ceildo).

Em trabalho com um total de 25 espécies utilizadas em estudos de
fitorremediacdo para o Pb, todas acumularam maior contetdo do metal na raiz,
em comparacao com a parte aérea (TANGAHU et al., 2011). Esse acimulo pode
estar relacionado com o espessamento das barreiras apoplasticas radiculares
(SHARMA; DUBEY, 2005; CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009). Esse pode
ser um dos mecanismos de tolerancia ao Pb em E. grandiflorus impedindo que
grandes quantidades de Pb fossem translocadas para parte aérea e prejudiguem
0s processos metabdlicos que ocorrem na folha. Portanto, a
compartimentalizagdo do Pb nas raizes e rizomas e a manutencgao de teores desse
elemento nas folhas, mesmo com o aumento do Pb na solucdo, pode ter sido o
principal fator que determinou a sobrevivéncia das plantas de E. grandiflorus,
durante a exposicdo prolongada, caracterizando, portanto, uma estratégia de

tolerancia ao Pb.

4.2 Efeito do chumbo no crescimento de plantas de E. grandiflorus

N&o houve diferenca significativa para alocacdo de biomassa para 0s
seguintes 6rgdos analisados em E. grandiflorus: raizes ( Fc = 0,581 p = 0,7144)
com média geral 71,161%; rizomas ( Fc = 0,581 p = 0,7144) com média geral
28,838% e folhas (Fc = 0,469 p = 0,7921) média geral 12, 263% da massa seca
produzida pelas plantas. Também ndo foram encontradas diferengas
significativas para massa fresca produzida pelas raizes (Fc = 1, 478 p = 0, 2677)
média geral 32, 210 g por repeti¢do, rizomas (Fc = 1, 378 p = 0, 2994) média
geral 7, 821 g e folhas (Fc = 0, 999 p = 0, 4588) média geral 1, 842 g.
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O chumbo ndo promoveu modificagcdes significativas no numero de
raizes produzidas no sistema radicular de E. grandiflorus (Fc= 0,41 e p=0,83)
como ilustrado na Tabela 1. Também ndo foram encontradas diferencas
significativas para o comprimento (Fc= 0,97 e p=0,45) e para o didmetro da
maior raiz do sistema radicular de E. grandiflorus (Fc= 0,46 e p=0,79), de

acordo com o ilustrado na (Tabela 1).

Tabela 1 Caracteristicas biométricas do sistema radicular de Echinodorus
grandiflorus, em funcdo das diferentes concentragcdes de chumbo na
solucéo nutritiva

Concentragdes de Pb NUmero de raizes Comprimento da Diémetro da maior

(UM) por repeticdo maior raiz raiz
(cm) (cm)
0,00 40,00 a 48,75 a 0,025a
0,75 29,00 a 54,75 a 0,247 a
1,50 35,25a 59,00 a 0,225a
3,00 37,75a 37,75a 0,174 a
6,00 33,00 a 43,50 a 0,260 a
9,00 27,00 a 35,25a 0,181 a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si (pelo teste de Scott-Knott para
p<0,05).

Segundo Sharma e Dubey (2005), o Pb promove reducao no crescimento
das plantas. Observa-se ainda, que esse elemento reduz drasticamente o
crescimento de raizes de plantas de alface (planta usada como bioteste e
claramente ndo tolerante) e essa reducdo atua principalmente modificando a
atividade meristematica e anatomia do sistema radicular (PEREIRA et al.,
2013). Islam et al. (2007) estudando a toxicidade induzidas pelo chumbo
encontraram a reducdo do comprimento e diametro das raizes de dois ecoétipos
de Elsholtzia argyi. Gupta et al. (2013) observaram que, em Pfaffia glomerulata,
na presenca de 400 uM de Pb, por um periodo de 28 dias, houve reducdo da

massa seca, massa fresca e no comprimento das raizes dessa espécie.
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Dessa forma, E. grandiflorus parece tolerar a presenca de Pb sem efeitos
fitotoxicos evidentes, como relatado na literatura, demonstrando que mantém-se
seu crescimento radicular mesmo na presenca desse elemento. Em consequencia,
E. grandiflorus possui a mesma capacidade de absorver &gua e nutrientes,
mesmo na presenca do elemento, caracteristica essencial para uma planta
tolerante, apresentando ser uma caracteristica benéfica para crescer em areas

contaminadas por chumbo.

4.3 Trocas gasosas em Echinodorus grandiflorus expostas ao chumbo

Em relacdo as trocas gasosas de E. grandiflorus submetido ao Pb houve
diferenca significativa apenas para a taxa transpiratoria, sendo que essa sofreu
uma redugdo nas menores concentracdes de Pb aumentando, nas concentragdes
de 6e 9 uM em 32,67% contudo, ainda demonstrando valores semelhantes ao
do controle (Figura 2A). A taxa fotossintética foi semelhante entre os
tratamentos (Fc = 1, 464; p = 0, 222) ndo sendo modificada pelas diferentes
concentragcdes de Pb (Figura 2B). Resultados semelhantes foram observados
para a condutancia estomatica (Figura 2C) e relagdo Ci/Ca (Figura 2D), sem

modificagdes em fungdo da presenca de Pb.
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Figura2 Trocas gasosas foliares em plantas de E. grandiflorus expostas a
concentragdes crescentes de chumbo por um periodo de 90 dias; A —
Taxa transpiratéria, B — Taxa fotossintética, C — condutancia
estomatica, D — Relacdo Ci/Ca. As médias seguidas de mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade
de erro. Barras equivalem ao erro padréo.

A taxa transpiratoria depende da abertura e fechamento dos estdmatos e
da transpiracdo cuticular. O controle do fechamento dos estbmatos pode
depender da sinalizacdo por meio de fitorménios como o &cido abscisico ou
outros sinalizadores celulares como o peréxido de hidrogénio, sendo a producéo
desses sinais modificadas por estresses ambientais (TAIZ; ZEIGER, 2004). O Pb
pode promover a formacdo de espécies reativas de oxigénio como o peroxido de
hidrogénio (GRATAO et al., 2005). Dessa forma, pode ter ocorrido a producio
de sinalizadores celulares como o peréxido de hidrogénio nas concentracdes

mais baixas de Pb, levando ao fechamento estomatico. Contudo, nas maiores



39

concentracdes pode ter ocorrido uma alta toxicidade, levando ao aumento da
taxa transpiratoria pela perda da capacidade de controle do fechamento dos
estomatos.

Apesar dessas modificagdes, sabe-se que um dos processos metabdlicos
mais sensiveis ao Pb é a fotossintese (AHMAD et al., 2011), porém E.
grandiflorus ssp. ndo demonstra sinais de toxicidade do Pb para a fotossintese
liquida, sendo um importante fator para definir a tolerancia ao chumbo para essa
espécie pois permitira uma producdo adequada de biomassa e o crescimento. O
mesmo pode ser relatado para a condutancia estomatica e razdo Ci/Ca,
demonstrando que essa espécie possui a mesma capacidade de captar CO, do
ambiente e assimilar esse gas na presenca de Pb.

N&o ocorreram diferencas significativas no teor de clorofila em E.
grandiflorus em nenhum dos tempos em funcdo dos diferentes tratamentos
(Fc = 0,896 e p = 0,4943), média geral 40,44 unidades SPAD. O Pb pode
promover a degradagdo da clorofila afetando diretamente o potencial
fotossintético das plantas expostas, sendo que plantas tolerantes ndo demonstram
tal degradacdo (ROBERTS; BOYLEN; NIERRZWICK-BAUER, 2014).

A reducdo do teor de clorofila em algumas espécies em fungdo da
fitotoxicidade do Pb é relatada para diferentes espécies de plantas ndo tolerantes
e pode reduzir drasticamente a capacidade de crescimento desses organismos
Kumar, Prasad e Sytar (2012) observaram que, em Talinum triangulare, houve
reducdo significativa do contetido de clorofila.

No entanto, os resultados sugerem que E. grandiflorus pode ser tolerante
aos efeitos do Pb na degradagdo de clorofilas possibilitando o seu crescimento
nessas condi¢des. Dessa forma, o Pb ndo causa modificacfes no teor de
clorofilas de E. grandiflorus, demonstrando potencial dessa planta para a

fitorremediacdo desse elemento.
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4.4 Nutrigdo de plantas E. grandiflorus expostas ao chumbo

Os teores de macro e micronutrientes nas raizes, rizomas e folhas das
plantas de E. grandiflorus foram modificado sem funcdo das concentracfes de

chumbo aplicadas na solugéo nutritiva e sdo mostrados na (Tabelas 2 e 3).

Tabela2 ConcentracBes de macronutrientes (em % massa/massa) em 0Orgdos
vegetativos de E. grandiflorus, cultivada em diferentes concentragdes
de Pb

CONCENTRACOES DE Pb (uM)
0,00 0,75 1,50 3,00 6,00 9,00
Raiz 1,52bA  133cA 156cA 1,37cA 154bB 1,80 cA
N%  Rizoma 221aB 208aA 255aA 1,89bB 1,46cC 2,08bB
Folha 221aB  191bB 2,32bB 2,02aA 253aA 212aA

Raiz 0,22bA 0,23bA 0,24bA 0,25bA 0,29bA 0,25DbA
P% Rizoma 0,17cA 0,18cA 019cA 017cA 0,17cA 0,17cA
Folha 032aA 033aA 037aA 037aA 0,39aA A32aA

Raiz 237aA 242aA 236aA 2,39aA 244aA 242aA
K% Rizoma 0,63cA 0,77bA 096cA 058cA 1,06cA 0,55cA
Folha 1,29bA  242aA 123bA 1,21bA 121bA 1,11bA

Raiz 1,10cC 1,03bC 0,89cC 184aA 116aB 1,24bC

Mg% .
Rizoma 192bA 1,11bB 152cA 152cA 0,63bB 1,12bB

Folha 201aB 141aB 2,02aA 120aA 132aB 1,74aB

Raiz 0,23aB  0,24bA 024aB 0,23aA 0,25bB 0,25aB
S% Rizoma 0,20bA 0,19aA 0,18bB 0,14bA 0,14aB 0,15hB
Folha 0,08cA 024bA 014bA 0,07cA 0,14cA 0,14bA

Médias seguidadas da mesma letra minUscula nas colunas e maidscula nas linhas ndo
diferem enntre si pelo teste de Scott — Knott,a 5% de significancia.
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Tabela 3 Concentragdes de micronutrientes em mg Kg™* de massa seca nos
Orgdos vegetativos de E. grandiflorus, cultivada em diferentes
concentracdes de Pb

CONCENTRACOES DE Pb (uM)

Raiz
Cu Rizoma
Folha

Raiz
Mn Rizoma
Folha

Raiz
Zn  Rizoma
Folha

Raiz

Fe Rizoma
Folha

0,00

9,50 bA
17,3 aA
5,30 cA

468 aA
294 bB
121 cA

81,1 bA
190 aA
25,2 cA

435 bA
474 aA
419 cB

0,75

8,11 bA
16,8 aA
5,70 cA

272 bB
443 aA
116 cA

39,2 bA
186 aA
32,3 cA

408 cB
474 aA
431 bA

1,50

6,80 cA
22,6 aA
5,13 bA

382 aA
320 bB
160 cA

28,7 aB
135 bB
29,3 CcA

413 cB
430 aB
427 bA

3,00

10,4 bA
20,1 aA
3,72 cA

325 bB
478 aA
133 cA

34,1 bA
190 aA
25,0 cA

486 bA
501 aA
368 cB

6,00

7,26 bA
10,3 aA
591 cA

411 bB
580 aA
130 cA

27,8¢cB
219 aA
33,3bB

431 bA
522 aA
402 cB

9,00

11,4 bA
23,1aA
393cA

0,25 bA
0,17 cB
0,32 aA

27,96 bB
210 aB
26,3 bA

447 bA
495 aA
424 cB

Médias seguidas da mesma letra mindscula nas colunas e maidscula nas linhas nédo
diferem entre si pelo teste de Scott- Knott, a 5% de significancia.

A alocacdo do N para os trés 6rgdos analisados deu-se da seguinte

forma: nas duas menores concentracdes de 0,75 e 1,5 uM de Pb o N foi alocado

em maior quantidade nos rizomas do que nas folhas e as raizes apresentaram

menores quantidades do elemento (Tabela 2). Nas maiores concentragdes de Pb,

o N foi alocado em maior quantidade nas folhas do que nas raizes, e 0s rizomas

apresentaram menores quantidades do elemento (Tabela 2). Analisando o N em

cada 6rgdo em funcéo das diferentes concentragdes de Pb, observa-se que, para

as raizes, ndo houve modifica¢Oes significativas do teor de N em fungdo do
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aumento da concentragdo de Pb (Tabela 2). Em relacdo ao rizoma nas maiores
concentracdes houve uma queda do teor de N, contudo, nas folhas, o teor de N
aumentou nas maiores concentracdes de Pb (Tabela 2).

O chumbo pode provocar altera¢Ges prejudiciais na nutricdo mineral de
plantas (BRUNET et al., 2008). Esse elemento pode induzir modificacdes na
nutricdo mineral devido ao blogueio da absorcdo de diversos ions pela raiz,
diminuicdo nos processos de translocacdo e competicdo dos mesmos. O Pb
provoca um blogqueio fisico que diminui o acesso de varios ions nos locais de
absorcéo da raiz, blogueando a entrada de cétions como o K*, Ca?* Mg®* Mn*,
Zn**, Cu®* e 0 Fe* e anions (NO*) (POURRUT et al., 2011).

O N € um dos elementos mais importantes para 0 metabolismo do
vegetal sendo constituinte de aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos, enzimas
e coenzimas além desses, € um importante componente das moléculas de
clorofila. Atua nos processos de absorcdo ibnica, fotossintese, respiracdo, na
multiplicacdo e diferenciacdo celular (MALAVOLTA, 2006; BARKER;
PILBEAN, 2006). A deficiéncia de N pode restringir o crescimento de todos os
6rgdos da planta, principalmente os 6rgdos vegetativos. Portanto, os resultados
sugerem que o aumento do teor de N nas folhas em fungcdo do aumento da
concentracdo de Pb pode ter contribuido para manutencdo do conteldo de
clorofila e da taxa fotossintética, permitindo a manutencdo do crescimento das
plantas de E. grandiflorus sendo um dos seus mecanismos de tolerancia.

A alocacdo do fosforo (P) em todas as concentragdes de Pb foi em maior
guantidade nas folhas do que nas raizes, essas, por sua vez, apresentaram maior
quantidade do que os rizomas (Tabela 2). O teor de P em cada 6rgdo em relacéo
as concentragdes crescentes de Pb ndo apresentou modificacOes significativas
(Tabela 2). Assim como 0 N, o P é constituinte de importantes moléculas do
metabolismo bésico dos vegetais como ATP e ADP (trifosfato e difosfato de

adenosina) importantes moléculas para as relacbes energéticas celulares, o
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NADP (nicotinamida adenina dinucleotideo trifosfato) e sua forma reduzida
(NADPH) sdo moléculas que armazenam e transferem energia nos processos
metabolicos nas células inclusive, sendo o NADPH a principal molécula que
serve como poder redutor nos processos fotossintéticos.

Também é componente de &cidos nucleicos, nucleotideos e fosfolipidios
(MALAVOLTA, 2006; BARKER; PILBEAN, 2006). Portanto, um dos
mecanismos que podem ter permitido a manutencao da taxa fotossintética. Dessa
forma, o teor de P ndo sofreu alteragdes em cada 6rgdo em funcdo do aumento
da concentracéo de Pb e isso pode também estar relacionado a um mecanismo de
manutengdo da maquinaria energética dos processos fotossintéticos sob
concentragdes mais elevadas de chumbo, denotando mais uma caracteristica de
tolerancia da espécie.

O K foi alocado em maior quantidade nas raizes do que nas folhas, estas
maiores do que nos rizomas (Tabela 2). Contudo, o teor de K em cada 6rgao, em
funcdo das crescentes concentracbes de Pb, ndo apresentou modificacdes
significativas (Tabela 2). Os canais de K* atuam em particular nas células-
guarda no mecanismo de abertura e fechamento dos estdmatos, além disso,
também atuam na sintese de polipeptidios nos ribossomos. A deficiéncia de K
leva restricdo do crescimento em plantas (MALAVOLTA, 2006; BARKER;
PILBEAN, 2006) isso pode se relacionar com a restricio do controle da
condutdncia estomética que limita a captacdo de CO,. Portanto, como néo
ocorreram modificagcBes significativas na condutincia estomatica de E.
grandiflorus, parte do mecanismo de tolerancia dessa espécie pode se relacionar
com a manutencdo do fluxo de CO, para o interior das folhas, auxiliando na
manutencdo da fotossintese.

Com o aumento das concentrac@es de Pb, a alocacdo do magnésio (Mg)
nas raizes, rizomas e folhas apresentaram valores proximos ao controle (Tabela

2). Na concentracdo de 6 UM o teor de Mg foi maior nas raizes e folhas do que
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nos rizomas. O teor de Mg, em cada 6rgdo analisado em funcéo das crescentes
concentragdes de Pb, mostra que nas raizes houve um aumento do teor de Mg
nas trés maiores concentracBes (Tabela 2). De forma semelhante, nas folhas
houve um aumento na concentracdo de 1,5 UM contudo, reduziu-se nas trés
maiores concentracdes. O teor desse elemento nos rizomas foi reduzido nas duas
maiores concentragfes. O Mg é componente da clorofila, cofator de varios
processos enzimaticos associados com fosforilacdo, desfosforilagdo e hidrolise
de varios compostos (MALAVOLTA, 2006). Tudo isso faz desse elemento um
importante componente celular. A maior concentracdo desse elemento nas folhas
é uma resposta comum devido a necessidade da sintese de clorofila. Apesar da
reducdo nas maiores concentracdes, ndo houve reducdo no teor de clorofila de E.
grandiflorus e isso pode ter ocorrido devido a redugdo ndo ser significativa para
limitar a producéo de clorofila. Apesar da redugéo, o teor de clorofila ainda foi
maior nas folhas comparados aos demais 6rgdos nas maiores concentracfes de
Pb, mostrando que ndo ocorreu restrigdo significativa na disponibilidade desse
elemento, sendo uma caracteristica de tolerancia de E. grandiflorus que auxilia
na manutencao da fotossintese e crescimento.

A concentracdo de enxofre (S) foi sempre foi maior nas raizes do que
nos rizomas, e 0s rizomas em maior valores quedo que nas folhas independente
da concentragdo de Pb (Tabela 2). Nas folhas, as diferentes concentraces de Pb
ndo promoveram modifica¢Oes significativas, contudo, nas raizes e rizomas a
concentragdo do elemento reduziu nas maiores concentragfes, sendo que
ocorreram pequenas variagdes nas concentragdes mais baixas de Pb (Tabela 2).

A absorc¢do e assimilacdo de S e N s&o relacionadas & maior proporcao
de enxofre de cisteina e metionina além de proteinas. Contudo, as plantas
possuem uma série de compostos organicos sulfurosos. Em destaque a
glutationa, um tripeptidio que tem como precursor a cisteina (MALAVOLTA,

2006). A Glutationa esta envolvida em processos que protegem as plantas contra
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estresses ambientais tais como a seca, herbicidas, baixas temperaturas, radiacdo
UV e metais pesados. Esse composto atua suprimindo a formacdo de espécies
reativas de oxigénio evitando assim danos oxidativo nas plantas (ANJUM et al.,
2012). Portanto, E. grandiflorus pode ter aumentado a alocagdo de S nas raizes e
rizomas para evitar os danos causados pelo estresse oxidativo promovido pelo
Pb que se acumulou mais nesses 6rgaos. Alem disso, a manuten¢do do teor de S
nas folhas, independente da concentragdo de Pb, pode ser importante na
manutencdo da fotossintese, pois esse composto faz parte de algumas moléculas
da cadeia de transporte de elétrons nos fotossistemas.

O cobre (Cu) foi alocado em maior quantidade nos rizomas do que nas
raizes, e folhas demonstraram menor concentragdo do elemento independente da
concentracdo de Pb (Tabela 3). Para trés 6rgdos analisados em funcdo das
crescentes concentragdes de Pb ndo houve diferenga significativa no teor de Cu.
O Cu é um elemento de transi¢do que possui alta atividade redox, e devido a
essa propriedade, sua toxicidade pode induzir danos oxidativos; interferindo em
processos como a sintese de pigmentos, fotossintese, respiracdo, regulagdo
hormonal e fixacdo do nitrogénio e no metabolismo de compostos secundarios
(MALAVOLTA, 2006; PENG; KRONECK; KUPPER, 2013). Contudo, em
baixas concentragdes pode ser um importante cofator de enzimas e parte de
enzimas do sistema antioxidante como dismutase do superéxido. Dessa forma, a
maior alocacdo desse elemento nas raizes e rizomas pode ser uma caracteristica
importante para a tolerancia de E. grandiflorus pois pode permitir o adequado
funcionamento de enzimas que atuam na remocdo de espécies reativas de
oxigénio produzidas pelo Pb, que se acumulou em maior quantidade nesses
Orgéos.

O Manganés (Mn) foi alocado em maior quantidade nos rizomas,
seguidos das raizes e as folhas demonstraram as menores concentragfes do

elemento independente da concentracéo de Pb (Tabela 3). Comparando os teores
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de Mn nas raizes e folhas, em funcdo das crescentes concentracdes de Pb, ndo
houve modificagdes na concentragdo de Mn em cada Orgdo (Tabela 3),
contudo,os rizomas apresentaram um aumento dos teores de Mn, em func¢éo da
concentracdo de Pb (Tabela 3).0 Mn é importante como cofator de varias
enzimas do metabolismo bésico dos vegetais (MALAVOLTA, 2006). A maior
alocacao desse elemento nos rizomas e raizes pode ser um fator de tolerancia em
fung&o do seu papel no metabolismo e na tolerancia ao Pb que se acumulou mais
nesses Orgdos. Além disso, a manutencdo da concentracdo do elemento nas
folhas pode ter auxiliado em manter as taxas fotossintéticas, contribuindo para a
tolerancia de E. grandiflorus.

O Zinco (Zn) foi alocado em maior quantidade nos rizomas do que nas
raizes e as menores concentragdes do elemento foram encontradas nas folhas
independente da concentracdo de Pb (Tabela 3). Nas raizes e rizomas, o teor de
Zn diminuiu em fungdo do aumento nas concentragdes de Pb contudo, nas folhas
o teor de Zn ndo apresentou modificagdes em funcdo do Pb (Tabela 3). O Znéo
cofator de vérias enzimas envolvidas na fotossintese, na respiracao e biossintese
de varios horménios (BROADLEY et al.,, 2007). Além disso, é parte
componente de enzimas do sistema antioxidante como a dismutase do ion
superdxido. Dessa forma, parte da tolerdncia de E. grandiflorus pode ser
atribuida para manter os niveis de Zn nas folhas e principalmente aumentar a
alocagdo do elemento nas raizes e rizomas para combater os efeitos toxicos do
Pb.

O Ferro (Fe) foi alocado em maior concentracdo nos rizomas do que nas
raizes e as folhas demonstraram os menores teores desse elemento (Tabela 3).
As raizes e rizomas ndo apresentaram modificagdes do teor de Fe, contudo, as
folhas apresentaram reducgdo do teor de Fe, em funcdo do aumento do Pb na
solucdo (Tabela 3). O Fe é componente importante de muitas proteinas,

inclusive algumas presentes na cadeia de transporte de elétrons nos cloroplastos
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(MALAVOLTA, 2006). Esse elemento pode atuar como intermedidrio em
reacOes de oxirreducdo e pode ser importante na tolerancia a espécies reativas de
oxigénio. Dessa forma, a maior concentracdo de Fe nas raizes e rizomas pode ter
relacdo com a tolerdncia aos efeitos toxicos do Pb e, apesar da reducdo do seu
teor nas folhas, esse elemento ainda foi alocado em concentragbes suficientes
para ndo prejudicar a fotossintese.

O célcio (Ca) foi 0 Unico elemento em que ndo ocorreu interagdo entre o
6rgdo e a concentracdo de Pb na solucdo. Dessa forma, o teor de célcio total nas
plantas de E. grandiflorus apresentou um aumento linear conforme aumento das
concentragdes de Pb, independente do 6rgdo avaliado (Figura 3A). Comparando-
se os diferentes 6rgdos, as folhas apresentaram maior teor de Ca do que as raizes
e rizomas independentemente da concentracdo de Pb avaliada (Figura 3B). O Ca
€ um dos principais nutrientes das plantas e possui diferentes funcdes nas
plantas, participa da estrutura e funcionamento das membranas, da formacéo das
paredes celulares, é cofator de varias enzimas e atua na absor¢do idnica de
outros elementos (MALAVOLTA, 2006; BARKER; PILBEAN, 2006).

O Ca tem sido reportado atuando como um atenuante de efeitos toxicos
nos mecanismos na desintoxicacdo contra metais pesados (FRANCESCHI;
NAKATA, 2005). Portanto, um dos mecanismos de tolerdancia de E.
grandiflorus pode se relacionar ao acimulo de Ca nos diferentes érgaos, de
forma proporcional ao aumento da concentragdo de Pb. A maior alocacéo desse
elemento nas folhas pode, ainda ter sido um fator importante para manter a

fotossintese e o crescimento da espécie durante a sua exposi¢ao ao Pb.



48

wn 1,45
= 1.4 -
o01.35 A

y=0.017x+ 1,291 R>=54.37

o 1.3 -
=)

= 1,25 -
O 1.2 - A

1.,15 T T T T 1

B 1,55
1.5 -
1,45
1.4 -

1,3 -
1.25
1,2
1,15
1,1

Camg Kg ''MS

Raiz Rizoma Folha

Figura3 Teor de célcio em 6rgdos vegetativos de E. grandiflorus expostas a
diferentes concentracfes de Pb. A= Ca total na planta; B= alocagdo
do Ca nos diferentes 6rgaos
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4.5 Anatomia de E. grandiflorus exposta ao chumbo

As folhas sdo anfiestomaticas, a epiderme é unisseriada em ambas as
faces na regido do limbo foliar, a cuticula esta presente mas é bastante delgada
(Figura 4). O mesofilo é dorsiventral, com parénquima palicadico formado por
duas a trés camadas de células voltadas para a superficie adaxial. O parénquima
esponjoso apresenta cerca de cinco camadas de células com espagos
intercelulares de diferentes tamanhos espalhados aleatoriamente, contudo, néo se
observa aerénquima na regido do mesofilo (Figura 4). Os feixes vasculares sdo
colaterais espalhados ao longo de todo o mesofilo, a bainha do feixe é evidente e
observam-se fibras voltadas para ambas as faces da folha nos feixes de maior
calibre (Figura 4). Ocorrem canais secretores espalhados ao longo de todo o
mesofilo, sendo formados por um epitélio unisseriado e um grande lume (Figura
4). N&o se observam sinais de toxicidade do Pb em nenhum dos tecidos do
limbo foliar, sem necrose, deformagdes ou modificacdo no contetdo celular

evidente (Figura 4).
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Figura4 Secgdes transversais do limbo foliar de E. grandiflorus, sob
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As diferentes concentracGes de chumbo promoveram modificagdes nas
caracteristicas foliares em E. grandiflorus. Houve reducdo na espessura da
epiderme da face adaxial apenas nas concentragdes de Pb maiores que 1,5 UM,
tendendo a um pequeno aumento nas menores concentrages (Figura 5A).
Contudo, a espessura da epiderme da face abaxial foi reduzida
proporcionalmente ao aumento da concentracdo de Pb (Figura 5B). A espessura
dos parénquimas pali¢adico e esponjoso foram reduzidas em funcdo do aumento
da concentragdo de Pb na solucdo (Figuras 5C e 5D respectivamente). A
espessura do mesofilo também foi reduzida proporcionalmente ao aumento da

concentragdo de Pb na solugdo (Figura 5E e Figura 4A-F).
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O Pb pode causar diminuicdo da espessura do mesofilo em algumas
espécies de plantas, como observado por Alves et al. (2014) em plantas
Oxicaryum cubense, além da reducdo nos tecidos foliares ser uma resposta

comum em plantas expostas ao Pb (PEREIRA et al., 2013b) e a outros metais



53

como o cadmio (MARQUES et al., 2011). A reducéo na espessura do mesofilo
pode estar relacionada diretamente com a redugéo observada dos parénquimas
palicadico e esponjoso. Essa é uma resposta comumente relatada e, apesar dessa
reducdo observada nos tecidos fotossintéticos, a diminuicdo em espessura pode
ndo ter sido significativa para reduzir a taxa fotossintética. Plantas tolerantes
podem exibir reducdo na espessura da epiderme e do parénquima clorofiliano e
ainda assim manter o crescimento, como observado para plantas de Schinus
molle (PEREIRA et al., 2013b). Dessa forma, a reducdo observada nos tecidos
foliares ndo parece ter prejudicado a fisiologia e crescimento de E. grandiflorus,
denotando uma caracteristica de tolerancia.

A nervura central de E. grandiflorus possui epiderme unisseriada, duas a
quatro camadas de parénquima fundamental localizadas abaixo da epiderme, no
entorno de toda a estrutura (Figura 6). Observam-se feixes vasculares colaterais
com floema voltado para a face abaxial e xilema para a face adaxial, ocorre um
grande feixe no centro da nervura central das folhas e feixes menores voltados
para a face adaxial e para a face abaxial (Figura 6). Ao longo do parénquima
fundamental, ocorrem canais secretores e grandes espacos intercelulares
constituindo aerénquima (Figura 6). Nao se observam sinais de toxicidade do Pb
nos tecidos da nervura central de E. grandiflorus sem evidéncia de necrose
(Figura 6).
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Figura6 SeccBes transversais da nervura central de E. grandiflorus sob
diferentes concentracBes de chumbo. A= controle (0); B= 0,75; C=
1,5; D=3,0; E=6,0 e F= 9,0 uM de Pb. Barras= 200 um
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Os feixes vasculares da nervura central de E. grandiflorus foram
modificados pelo Pb. Ocorreu um aumento no diametro dos elementos de vaso
do xilema a medida gque se observa um aumento da concentracdo de Pb (Figura
7A). A proporcao do xilema nos feixes vasculares também aumentou em funcao
do aumento na concentracdo de Pb até a concentracdo de 3,0 UM, contudo,
reduziu nas maiores concentracBes para valores proximos ao controle (Figura
7B). Em fungdo do aumento na propor¢do de xilema nos feixes vasculares,
observa-se uma reducédo na propor¢do de floema (Figura 7C) e de fibras (Figura
7D) nos feixes vasculares da nervura central das folhas de E. grandiflorus.
Contudo, a proporc¢do da bainha dos feixes vasculares aumentou em fungdo do
aumento da concentracdo de Pb nos feixes vasculares da nervura central em

folhas de E. grandiflorus (Figura 7E).
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Modificagdes nos tecidos vasculares foliares em fungdo da presenca de

metais pesados é bastante comum. Em plantas tolerantes como Schinus molle,

observa-se uma melhoria nos tecidos vasculares das folhas, em funcdo da

presenca de chumbo (PEREIRA et al., 2013b). Maior proporgdo de tecidos

vasculares nas folhas também sdo relatadas por Vaculik et al. (2012) para

plantas de Salix caprea. Maiores didmetros do vaso de xilema atribuem maior

capacidade de conducdo ao xilema (ZACH et al., 2010), além disso, maior
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proporcdo desse tecido permite maior capacidade de conducdo de &gua e
nutrientes, sendo essas as suas fungdes béasicas. Por outro lado, a redugdo
observada para a proporcao de floema e fibras pode se relacionar com a maior
demanda de xilema por essas plantas sendo que, para aumentar a proporcdo do
xilema, uma reducdo nos demais tecidos se fez necessaria ndo sendo um efeito
da toxicidade do Pb. A endoderme é uma importante barreira apolastica em
raizes, reduzindo o fluxo apoplastico de agua e filtrando parte do que chega ao
xilema no cilindro vascular e, nas folhas, a bainha do feixe pode ser considerada
uma endoderme (CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009).

O aumento observado na bainha do feixe de plantas de E. grandiflorus
pode ser relacionado com a restricdo do fluxo de Pb do xilema nos feixes
vasculares para as células do parénquima clorofiliano no mesofilo, protegendo
as mesmas dos efeitos toxicos do Pb e auxiliando na manutencéo da fotossintese.
Como essas células sdo parenquimaticas, essas podem estar acumulando o Pb,
pois células de parénquima podem atuar compartimentalizando o Pb em seus
vacuolos ou paredes celulares (RASCIO; NAVARI-1ZZ0O, 2011). Dessa forma,
a maior proporcdo e diametro dos elementos de vaso do xilema podem ser um
importante fator de tolerdncia para as plantas, pois podem permitir o fluxo de
agua e nutrientes de forma constante e em volumes adequados. Isso se relaciona
com as maiores taxas de transpiragdo observadas nas menores concentragdes de
Pb em E. grandiflorus e pode ter auxiliado na manutencéo de altos teores de N,
P, S, Mg e Ca observados nas folhas. Esse aumento é acompanhado pela redugéo
nos demais tecidos do feixe vascular e um aumento na bainha para restringir o
fluxo de Pb para os tecidos fotossintéticos. Todas essas caracteristicas sdo
importantes como fatores de tolerancia de E. grandiflorus.

As raizes de E. grandiflorus em seccdo transversal sdo constituidas de
uma epiderme unisseriada com células aproximadamente tabulares (Figura 8). O

cortex é formado por trés regides distintas sendo: cortex externo, mediano e
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interno. O cortex externo é composto pela exoderme, formada por uma faixa
com uma a trés camadas de células com parede espessa (Figura 8). O Cortex
mediano é formado por aerénquima composto por grandes camaras separadas
por faixas (trabéculas) de células (Figura 8). O cortex interno é formado por
células parenquimaticas organizadas radialmente, possuindo uma endoderme
unisseriada na parte mais interna (Figura 8). O cilindro vascular € poliarco com
polos de protoxilema intercalados com o floema, sendo envolvidos por um
periciclo parenquimatico (Figuras 8 e 9). Os tecidos radiculares néo
demonstraram sinais de necrose, desestruturacdo ou modificagdo no contetido

celular, em funcéo da presenga de chumbo (Figuras 8 e 9).
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de E. grandiflorus, sob diferentes
concentragdes de chumbo. A= controle (0); B=0,75; C= 1,5; D= 3,0;
E=6,0 e F= 9,0 uM de Pb. Barras= 200 pum
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sob diferentes concentra¢Ges de chumbo. A= controle (0); B= 0,75;
C=1,5;D=3,0; E=6,0 e F=9,0 uM de Pb. Nota: Barras= 50 um
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O Pb promoveu modificacfes significativas na estruturas das raizes de
E. grandiflorus. As partes mais externas da raiz sofreram redugéo, em funcéo do
aumento da concentracdo de Pb, observando-se uma queda proporcional na
espessura da epiderme (Figura 10A) e da exoderme (10B), com o aumento da
concentracdo do elemento. Contudo, 0 cOrtex aumentou sua espessura, a medida
que as plantas foram expostas a maiores concentra¢fes de Pb (Figura 10C),
chegando a aumentar cerca de 50% sua espessura nas maiores concentracdes
(Figura 10C e 10A-F). A endoderme também demonstrou aumento proporcional

a concentragéo de Pb na solugéo (Figura 10D e 9).

A 3500 B 4s.00
> [ y = 1,66x" - 12,976x + 40,529 _ 40.00 -
£ 30,00 - o7 = 0.0071 z .
s 9
2 25,00 . B
2 20.00 ; 2, —
& 20,00 " ) - 1 g 25,00 4 3 . .
2 15,00 - L 220,00
5 g 15.00 - y =-0.218x" + 2.3107x + 23,642
% 10,00 g 2o 4
< : £ 10,00 4 R:=0:1614
£ 500 - < 500
0,00 . . ; - 0,00
0,00 075 1,50 3,00 600 900 000 075 150 300 600 9.00
Concentragdes de Pb (M) Concentrages de Pb (M)
C 100000 D 30,00
) | z | =
£ 90000 il il 25,00 - T
z 800,00 -
£
2 700,00 E y=-0.2785% + 3,03x + 17,941
E ./ 3 R® = 0,6929
2 600,00 | ] Z 10,00
& n ¥y =21,228x + 642,53 4
500,00 By F 500
400,00 + - - - ; 0,00 +
000 075 1,50 3,00 600 900 000 075 150 300 600 900
Concentragdes de Pb (M) Concentragdes de Pb (M)

Figura 10 ModificacGes nas barreiras apoplasticas das raizes de E. grandiflorus,
sob diferentes concentragdes de chumbo. As barras equivalem ao erro
padréo



62

A epiderme € o primeiro tecido das raizes que entra em contato com a
solugdo contaminada pelo Pb. A resposta desse tecido nas plantas pode variar
podendo aumentar em algumas plantas (PEREIRA et al., 2013b) ou pode ainda
reduzir em funcdo de ser o primeiro tecido a entrar em contato com o poluente
ou pode, dependendo do ambiente reduzir e ser substituida pela exoderme
(SCHREIBER et al., 1999).

Vérias caracteristicas radiculares regulam a condutividade hidraulica das
raizes envolvendo as suas diferentes regifes e tecidos, sendo a espessura do
cortex um importante limitante do fluxo de agua em raizes (RIEGER; LITVIN,
1999). As principais barreiras apolasticas em raizes sdo, tradicionalmente,
consideradas a exoderme e endoderme, sendo a Gltima o principal limitante do
fluxo de poluentes da parte externa das raizes para o cilindro vascular, fazendo
as substancias acumularem-se no cortex radicular (PETERSON; EMANUEL;
HUMPHREYS, 1981; CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009).

Em plantas submetidas ao Pb, observa-se um espessamento da
endoderme (PEREIRA et al. 2013a; PEREIRA et al., 2013b). Dessa forma, o
aumento no cdrtex e na endoderme, observado nas plantas de E. grandiflorus,
pode ser relacionado a restricdo no fluxo de contaminante da solucdo para o
cilindro vascular das raizes, diminuindo o fluxo desse poluente para a parte
aérea das plantas e reduzindo seus efeitos toxicos. Esse € um mecanismo comum
em plantas submetidas ao Pb onde se observa uma maior restricdo desse
poluente nas raizes como uma forma de tolerar sua toxicidade (SHARMA;
DUBEY, 2005) e 0 mesmo pode ser observado para muitas outras plantas
submetidas a diferentes metais toxicos (KRAMER, 2010).

Dessa forma, o0 espessamento da endoderme e do cortex de plantas de E.
grandiflorus pode ser considerado como 0s principais mecanismos que
promoveram o acimulo do Pb no sistema radicular dessas plantas, sendo esse,

importante mecanismo para impedir que esse poluente contaminasse os tecidos
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fotossintéticos das folhas e mantivesse a fotossintese e o crescimento das
plantas.

Os tecidos vasculares foram modificados pelas concentra¢fes de Pb no
cilindro vascular de E. grandiflorus. Observa-se uma redu¢do na proporcao de
xilema no cilindro vascular, em funcdo do aumento na concentracdo de Pb na
solucdo (Figura 11A). Contudo, houve um aumento na propor¢do do floema com
0 aumento das concentra¢Ges de Pb na solugdo (Figura 11B). Apesar da reducéo
na propor¢do do xilema no cilindro vascular, observa-se um aumento na
proporcdo em area ocupada pelos elementos de vaso no cilindro vascular (Figura
11C) e na area ocupada pelo xilema (Figura 11D) nas menores concentragdes de
Pb, contudo, observa-se uma queda a partir da concentragdo de 1,5 um (Figura
11C e 11D).
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Figura 11 Modificacbes na proporcédo de tecidos vasculares no cilindro vascular
das raizes de E. grandiflorus, sob diferentes concentracdes de
chumbo. A — Proporc¢éo de Xilema, B — Proporcdo de Floema, C —
Proporcdo de elemento de vaso no cilindro vascular e D- Proporcéo
de elemento de vaso no xilema. As barras equivalem ao erro padréo
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As modificacdes observadas nos tecidos vasculares nas raizes de E.
grandiflorus podem ser importantes mecanismos de compensacdo e tolerancia
ao Pb, pela espécie. O floema é um dos principais tecidos para a manutencéo do
crescimento radicular, pois transporta fotoassimilados para as regibes
meristematicas da raiz permitindo a proliferacdo celular e o crescimento das
raizes (CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009). Em condi¢bes de exposicdo ao Pb,
a atividade dos meristemas radiculares tende a diminuir em plantas nao
tolerantes (PEREIRA et al.,, 2013a), podendo demonstrar varias injurias
estruturais (JIANG; LIU, 2010). Dessa forma, o aumento na proporcdo de
floema no cilindro vascular das raizes de E. grandiflorus pode ser um importante
mecanismo de defesa ao Pb, permitindo a manutencdo do crescimento radicular
observada que associa-se com a maior captacdo de nutrientes e manutencéo da
fotossintese e crescimento, além do alongamento do cortex para a alocagdo do
poluente.

Em fungdo do aumento na proporg¢édo do floema, houve uma redugédo na
propor¢do de xilema no cilindro vascular das raizes. Apesar dessa redugdo na
proporcdo de xilema, observou-se um aumento na proporgéo de elementos de
vaso na area ocupada pelo xilema, e no cilindro vascular como um todo nas
menores concentragdes de Pb. Essa pode ser uma forma de compensagéo pois 0s
elementos de vaso sdo as principais células condutoras de agua e nutrientes em
angiospermas (CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009), sendo que 0 seu aumento
pode ser relacionado a uma maior capacidade de condugédo na rea ocupada pelo
xilema e @ manutencdo do fluxo de agua e nutrientes para a parte aérea das
plantas. Modificagdes no xilema sdo frequentemente relatadas para plantas
expostas a0 Pb (PEREIRA et al., 2013a; PEREIRA et al., 2013b) e a
manutencdo da capacidade de conducdo desse tecido pode ser essencial para a

tolerancia das espécies. Dessa forma, as modificagdes observadas no Xilema
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radicular de E. grandiflorus podem ser consideradas como benéficas e parte da
tolerancia da espécie ao Pb.
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5 CONCLUSAO

As plantas de Echinodorus grandiflorus sdo capazes de acumular
chumbo em niveis acima dos considerados toxicos e esse elemento fica alocado
em suas raizes. A espécie é tolerante aos efeitos do chumbo, ndo demonstrando
restricGes no seu crescimento ou necrose em seus tecidos radiculares e foliares.
A toleréncia da espécie decorre da manutencdo da fotossintese e transpiragdo na
presenca do Pb, permitindo manter o crescimento e o transporte de agua e
nutrientes para a parte aérea das plantas. O chumbo modifica a nutricdo mineral
de E. grandiflorus, aumentando o fluxo de Ca em toda a planta e mantendo os
niveis de macronutrientes em quantidades adequadas, além de acumular
elementos importantes para o sistema antioxidante nos rizomas e raizes como o
Zn, Cu e S. A anatomia das folhas de E. grandiflorus se modifica na presenca de
Pb, permitindo melhorias no sistema vascular que aumentam o fluxo de
nutrientes e podem restringir o fluxo de Pb, retendo-o na bainha dos feixes. As
raizes de E. grandiflorus aumentam a endoderme e o cortex na presenca de Pb,
retendo o elemento nesse 6rgdo, além disso aumenta a proporgdo de floema no
cilindro vascular, permitindo a manutencgdo do crescimento do sistema radicular
da espécie. Echinodorus grandiflorus apresenta um bom desempenho ao crescer
em locais contaminados por chumbo, podendo ser indicada para programas
fitorremediadores. No entanto, sdo necessarios trabalhos de campo que visem

avaliar o potencial fitorremediador dessa espécie.
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